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1 Uvod

Tuberkuléza je staronovou infekci, ktera se Sifila po celém svété a
pripravila o Zivot mnoho lidi. NeohroZuje jen tzv. rozvojovy svét, ale stale vic i
vyspélé zemé. PoCet novych tragickych pfipadu se zvySuje i u nas a nejsme
zcela ochranéni ani o¢kovanim. Navic se objevuji nové kmeny bakterii, které
odolavaiji dosud uzivanym antibiotik(im.

Jesté v poloviné 19. stoleti méla tuberkuléza (lidovy nazev souchotiny ¢i
ubyté) na svém konté asi Ctvrtinu celkového poctu umrti. Byla hlavni pficinou
smrti déti a mladych lidi. Jejiho plvodce — Mycobacterium tuberculosis hominis
- odhalil v roce 1882 Robert Koch, podle néhoz dostal mikrob nazev Kochlv
bacil. Dokaze zasahnout jakykoli organ v téle. NejcastéjSi formou je tuberkuldza
plic. PUvodce zplsobuje zvlastni formu zanétu, pfi kterém vznikaji tuberkulézni
uzliky. Ty vytvareji vyprazdnénim zkapalnéného tuberkulézniho loziska
chorobné dutiny, tzv. kaverny, a mohou zpUsobit i odumfeni organua. Pri
tuberkuléze plic dochazi k rozpadu plicni tkané. NeléCena tuberkuldéza byva
smrtelna.

V 50. letech 20. stoleti byly vyzkouSeny léky proti tuberkul6ze a
v rozsahlém méfitku se uskutecnila jejich klinicka aplikace. Tim se Sifeni této
nemoci do urCité miry dostalo pod kontrolu. AvSak v poslednich letech se
z ruznych pFi€in objevily naznaky zvySovani poctu pfipadi onemocnéni touto
chorobou, coz se stalo globalni otazkou verejného zdravotnictvi.

Tuberkuldzni infekci je infikovana jedna tretina sou€asné populace. Az
90% infikovanych osob pochazi z rozvojovych zemi, které maji limitované
ekonomické i odborné zdroje. Kromé toho ovlivnily vyvoj tuberkulézy ve svéte i
jiné nepfiznivé skuteCnosti. Svoji ulohu hraje i infekce HIV (Human
Immunodeficiency Virus). Predpoklada se, Ze v blizké budoucnosti budou
tuberkul6za a mykobakteriézy vSeobecné hlavni pfi¢inou smrti mezi HIV-
pozitivnimi osobami. Virus HIV likviduje postupné celularni imunitu hostitele a
pfipravuje pro mykobakteria idealni terén. Nemocni AIDS (Acquired
Immunodeficiency Syndrome) jsou pro tuberkulézu velmi vnimavi, jejich riziko
nakazy je 157 krat vySSi oproti zdravé populaci.

DalSim faktorem, ktery vyznamné zasahl do vyvoje tuberkuldzy ve svété,

je problém imigranti a béZencu. Migrace obyvatelstva zrozvojovych zemi



s vysokou mirou incidence tuberkuldzy do vyspélych zemi ma zavazné
disledky — pfenos tuberkuldzy v hostitelské zemi.(Homolka J. a Votava V.,
2003)

V neposledni fadé nepfiznivé ovliviiuje vyvoj tuberkulézy ve svété rychly
rozvoj rezistence na antituberkulotika. Zakladnim predpokladem uspésné lécby
tuberkulézy je totiz dusledna kontrolovana a adekvatni lé€ba antituberkulotiky.
Pfi nedodrzeni téchto samoziejmych pozadavkl zacaly pfibyvat kmeny
rezistentni na antituberkulotika podavana v sou¢asnosti.

K témto skuteCnostem pfispiva i zhorSeni socialni situace nékterych
vrstev obyvatelstva. S pokracCujici privatizaci zdravotnickych zafizeni, |ékafi
z ekonomickych pfiCin ztraceji zajem vyhledavat, [éCit a dispenzarizovat
nemocného s tuberkulozou.

U laické vefejnosti i nékterych Iékafl se opakované setkavame s nazory,
Ze veétSina novych onemocnéni je zachycena v ramci preventivnich prohlidek.
Dochéazi tim k oslabeni diagnostické bdélosti u lékafd v ambulantnich i
lGzkovych zafizenich. PFfi symptomech jako jsou kasel, hemoptyza, Uunavnost,
nechutenstvi, hubnuti musi kazdy lékaf do své diferencialné - diagnostické
rozvahy zahrnout moznost tuberkulézy jako pfiCiny potizi nemocného.
V nejasnych pfipadech je Iépe zahdjit podavani antituberkulotik, nez nechat
nemocného zemfit na nepoznanou tuberkulézu.

V soucCasné dobé by nemusel nikdo na tuberkulézu zemfit, pokud je na
tuto diagnézu v€as pomysleno a v€as zahajena Ié¢ba. Bohuzel ve skute€nosti
v Ceské republice kazdoro&né& nékolik jedincti na nepoznanou nebo velmi
pozdé diagnostikovanou tuberkulézu zemfe.

Mnohé z uvedenych problému jsou takového charakteru, ze neni mozno
je jednoznacné a kratkodobé feSit. Je tragické, kdyZz se nevyuzivaji vSude a
dostateCné moznosti, které jsou v sou€asné dobé k dispozici a které by mohly

problém tuberkulézy pozitivné ovlivnit (Bajan A., 1990)



2 Historie boje proti tuberkul6ze

Tuberkuldza je i v sou€asné dobé socialni chorobou. Pro svoji zakefnost
a hromadny vyskyt je sledovana oddélené od ostatnich infekénich chorob.
V roce 1905 bylo otevieno prvni Ceské sanatorium ve Vamberku. Situace po
skondeni 1. svétové valky byla hroziva. V roce 1918 byla mortalita v Cechéch
360/100 000 obyvatel, v Praze dokonce 400/100 000 obyvatel. V obdobi mezi
1. a 2. svétovou valkou se na zajistovani IéCby i na nékterych preventivnich
opatfenich podilela pouze charitativni organizace — Masarykova liga proti
tuberkul6ze, ktera byla zaloZzena roku 1919.

Jesté vroce 1940 umiralo ro¢né 140 lidi ze 100 000 obyvatel na
tuberkul6zu.V bfeznu roku 1948 bylo uzakonéno povinné hlaseni tuberkul6zy.
Tak bylo mozno zjistit rozsah tuberkulézni epidemie v populaci. Zavedenim
povinné kalmetizace v roce 1953 ubylo zavaznych forem tuberkulézy hlavné u
déti. V terapii byla pouzivana trojkombinace antituberkulotik kontinualné po
dobu 12 mésicu.

V 80. letech bylo do léCby tuberkulézy zavedeno dosud nejucinnéjsi
antituberkulotikum Rifampicin. Na zakladé studii v rozvojovych zemich byla
zkracovana délka chemoterapie a zkouSeny kratkodobé rezimy Ctyfkombinaci
antituberkulotik v dennim nebo intermitentnim podavani. Jako zdroj infekce je
eliminovano Mycobacterium bovis. Postupné byly do praxe zavedeny
kratkodobé rezimy  vyuzivajici  synergickych  ucinkd  &tyfkombinace
antituberkulotik na rGzné &asti populace mykobaktérii. Byl redukovan pocet
preventivnich vysSetfeni pro tuberkul6zu a vytvofen Registr tuberkulézy, ktery
slouzi k rychlému a pohotovému dohledu nad tuberkulézou. (Homolka J. a
Votava V., 2003)



3 VsSeobecné o mykobaktériich

Pdavodcem tuberkulézy je Kochav bacil - Mycobacterium tuberculosis.
Do rodu Mycobacterium pafi bakterie neobvyklych morfologickych a
kultivaCnich vlastnosti. Spadaji sem puvodci tuberkulézy a lepry. Jsou to
chronické infekce, vjejichz patogenezi hraji podstatnou roli reakce

makroorganizmu a celularni imunita. (Votava M., 2003)

3.1 Déleni mykobaktérii

1. Prava mykobakteria - obligatorné patogenni pro ¢lovéka
Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis
Mycobacterium africanum
Mycobacterium microti
nejCastéjSim pfi¢innym agens tuberkuldézy je Mycobacterium tuberculosis

(hominis).

2. Mykobakteria jina nez puvodce tuberkuldzy - netuberkuldézni mykobakteria.

Tato skupina zahrnuje fadu neobvyklych agens, ktera jsou potencialnimi
patogeny pro ¢lovéka, nebo jsou pouhymi lidskymi saprofyty. Hodnotime u nich
zpusob a rychlost ristu, vzhled kolonii, citlivost na svétlo a optimalni teplotu
ristu. Fotochromogeny jsou mykobakteria pigmentujici jen na svétle,
skotochromogeny rostou v barevnych koloniich i potmé. Nonchromogeny
netvofi vyrazné barevné kolonie a rychle rostouci mykobakteria vyrostou béhem
nékolika dna.

Dle téchto kritérii a pfipadné patogenity pro Clovéka Ize netuberkulézni

mykobakteria tfidit do 4 skupin (viz Tab.1):



Tab. 1 Rozdéleni mykobakterii dle patogenity

Skupina

Potencialni patogeny

Nepatogenni (zfidka)

I. fotochromogeny

pomalu rostouci

M.kansasii, M.marinum

M.simiae, M.asiaticum

II. skotochromogeny

pomalu rostouci

M.scrofulaceum,
M.szulgai
M.xenopi

M.gordonae

M.flavescens

non-fotochromogeny

M.avium-intracelulare

M.ulcerans,

M.terrae

pomalu rostouci M.malmonensae
M.haemophilum,

M.shimoidei

M.fortuinum, M.chelonei

IV. rychle rostouci M.smegmatis, M.phlei

3.2 Morfologie
stihlé,

acidorezistentni tyCinky. Cytoplazma mykobaktérii je homogenni prostoupena

Mykobakteria jsou nepohyblivé, nesporulujici, vétSinou
rizné velkymi granuly a vakuolami.

Stavba bunécné stény je pomérné slozita, na vrstvu peptidoglykanu jsou
postupné navazany polysacharid arabinoglykan a mykolové kyseliny.
Hydrofébni zevni vrstva obsahuje rozmanité lipidy a polypeptidy stimulujici
bunécnou imunitu. (Votava M., 2003)

Mykobakteria jsou anaerobni a mnoha se vyznacuji dlouhou generaéni
dobou - nékolik hodin az jeden den. Déleni mykobaktérii probiha pficnym a
podélnim délenim, nékdy dokonce pucenim matefské buriky. Rostou ve
virulentnich kulturdch v charakteristickych utvarech — cord-formacich, které
vytvafi hodné tuberkuléznich paliCek vedle sebe. Tvorbu téchto utvart
umozniuje toxicka hlenovita substance lipoidniho charakteru cord-faktor. (Bajan
A., 1990)

Néktera mykobakteria rostou pfi 37°C, jina davaji pfednost teplotam az
45°C. Mycobacterium leprae se zatim mimo zivé buriky péstovat nepodafilo.
Kolonie se na kultivaéni pidé objevi az za nékolik tydnd. Jsou Zlutavé

pigmentovany a mivaji drsny povrch.




Mykobakteria jsou pomérné odolna na zevni vlivy, zejména na vysychani
a chemicke latky. (Votava M., 2003)

3.3 Expozice nakaze

Lidé jsou pravidelné vystaveni styku s tuberkulozni infekci. Pravidelné
jsou vystaveni nakaze déti zijici v rodinach, kde jeden z rodi¢u, prarodi€¢i nebo
spolubydlicich trpi na nakaZlivou formu tuberkulézy. Za téchto okolnosti je to
expozice familiarni.

Néktefi lidé jsou vystaveni ve zvySené mife nakaze pfi vykonu svého
povolani. Patfi sem zdravotnicti pracovnici, dale veterinafi a oSetfovatelé zvirat.
Expozici oznaCujeme jako profesionalni.

Infekce se muze Sifit také u lidi spole€né ubytovanych na kolejich v nebo
v tAborech. Tuberkuléza muize vzniknout i po nahodném styku s zdrojem
nakazy vkiné, divadle nebo dopravnim prostfedku a jinych uzavfenych
prostorech, kde nemocny nedodrzuje pfi kasli, fe€i nebo kychani hygienické
zasady. (Bajan A., 1990)

3.4 Pfenos a zdroj infekce infekce

V soucCasné dobé je zdrojem nakazy nemocny Clovék, méné domaci a
hospodarska zvifata. Tuberkul6za skotu (bovinni tuberkuléza) byla eliminovana
v r. 1968 likvidaci infikovanych zvifat.

Pfenos nakazy se uskuteCnhuje nejCastéji inhalacni cestou -
vdechovanim mykobaktérii ulpivajicich v infikovaném bronchialnim sekretu pfi
pfimém kontaktu s nemocnym.

Nebo pfimym kontaktem — obvykle profesionalniho plavodu u
veterinarnich pracovnikli, nebo pracovnikl na pitevnach. Nej¢astéjSi branou
vstupu a nej¢astéjsi organovou lokalizaci tuberkul6zy jsou plice. (Homolka J. a
Votava V., 2003)

PFi tuberkuldze traviciho ustroji muze byt infekéni material stolice, pfi
infekci ledvin mo¢€, nebo pfi tuberkul6ze genitalii kontaminovany sekret. Méné
Casty zplsob prenosu je vymésky tuberkuldéznich ulceraci na kazi, nebo
z pustuli pfi postizeni uzlin. Nékdy muaze byt infikovana menstruacni krev pfi

tuberkulézni endometritidé.
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3.5 Patogeneze

Pfi infekci Clovéka mykobaktériemi vznikaji vjeho organizmu dvé
zakladni imunitni odpovédi. Prvni je vytvoreni urCitého projevu ziskané imunity
proti infekci, druhou je tuberkulinova hypersenzitivita. Obé reakce jsou
v podstaté celularniho charakteru zprostfedkované hlavné T - lymfocyty.

Zmény imunitni odpovédi maji ve vyvoji tuberkulézniho onemocnéni
vyznamnou ulohu, jejich vzdjemny vztah a projev u infikované osoby

determinuje prabéh — progresi a projev — manifestaci onemocnéni.

3.5.1 Prubéh tuberkulézniho procesu

Puavodci tuberkul6zy po vniknuti do tkané zpusobuiji jeji poSkozeni. Tkar
na toto poskozeni reaguje exsudativnim zanétem, pfi kterém nastava zvySené
prokrveni postizené Casti tkané. Zacina se tvofit exudat, jehoZz mnozstvi zavisi
na zavaznosti toxického poSkozeni a anatomickém charakteru tkané. Za
pFiznivych imunitnich okolnosti se muze exudat vstfebat — resorpce. V tomto
stadiu je proces reverzibilni a exudaci muze zacinat i koncit.

Pfi mnozeni mykobaktérii probiha degenerativni proces — kazeifikace,
ktery je pro tuberkulézu charakteristicky. Vznika kazeum, ve kterém se
mykobakteria namnozi a po jejich rozpadu se uvolni substance lipidové povahy.
Tyto substance transformaci z makrofagl vyvolavaji tvorbu epitelovych bunék a
obrovskych Langerhansovych bunék. Tyto bunky spolu s lymfocyty vytvareji
specifickou granulacni tkan. V tomto pfipadé se jedna o produktivni proliferacni
fazi — granulaci.

KdyZz se granula¢ni val uzavfe fibroblasty s kolagennimi vlakny, vytvofi
kolem kazedzniho loziska pouzdro. Do pouzdra se pak mulzou ukladat
fosfore€nany a uhliCitany vapenaté a lozZisko kalcifikuje. V pfipadé, Ze lozisko
neni resorbované ani kalcifikované byva nahrazeno granulacni tkani a vznika
tuberkulézni granulom.

Nepfiznivou modifikaci kazedzniho loZiska je jeho zkapalnéni -
kolikvace. Pfi tomto procesu zaroven dochazi ke znacnému mnozeni
tuberkuléznich bacili. Vylu€ovani zkapalnéného kazea je zavaznym projevem,
jehoz nasledkem je rozsev infekce do zdravé okolni tkané. Jako projev rozpadu
se vytvareji kaverny, v nichz jsou pfiznivé podminky pro rast mykobaktérii,

se kterymi organizmus neni schopen uspésné bojovat.
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Faze tuberkul6zniho procesu se mohou vzajemné prolinat, pfiCemz
rozsah a prabéh procesu zavisi na mnozstvi a virulenci infikujicich
mykobaktérii, odolnosti a rezistenci hostitele. Dulezitd je schopnost
makrofagu fagocytovat, na které zavisi, zda nastane intracelularni mnozeni

mykobaktérii, nebo bakteriostaza a pfechod do klidové formy. (Bajan A., 1990)

3.5.2 Projevy tuberkuldzni infekce

Zpusob, jakym se projevi infekce tuberkuléznimi mykobakteriemi, zavisi
na terénu, na kterém mykobakteria parazituji. Infekce muze postihnout ¢lovéka ,
ktery jesté nepfiSel do styku s tuberkuléznim bacilem, nebo jedince, ktery uz byl
infikovany a pfekonal onemocnéni, nebo byl o¢kovany vakcinou BCG (Bacillus

Calmette Guérin).

Primarni tuberkulozni infekce

Jde o infekci u ¢lovéka, ktery nebyl jesté v zadném styku s tuberkul6znim
bacilem.

Protoze infekce nejCastéji vznika inhalacni cestou, prvnim postizenym
organem jsou plice, ve kterych se projevy onemocnéni vyskytuji nejcastéji. PFi
primarni infekci se jedna nebo vice mykobaktérii usadi v alveolach, kde mizou
byt fagocytovany. Virulentni mykobakteria maji vysokou rezistenci proti
destrukci a v makrofazich se rychle mnozi. Kdyz je tuberkuléznich bacila urcité
mnozstvi, projevi se zanétliva bunécna reakce. Primarni infekce ma charakter
zanétlivého pneumonického procesu.

| kdyZz se vytvari celularni reakce, je rezistence proti pomnozovani
mykobaktérii mald nebo Zadna. Ze vzniklého loZiska dochazi k rozsevu krevni
nebo lymfatickou cestou. NejCastéji jsou postizeny regionalni hylové lymfatické
uzliny. Tak vznika primarni lozisko. Primarni komplex se mlze biologicky zahojit
opouzdfenim nebo zvapenaténim.

KdyZ nastane provaleni infekce z lymfatického do krevniho fecisté, dojde
k hematogennimu rozsevu. Dusledkem toho vznikaji v plicich a ostatnich
organech hematogenni metastazy. Tento projev se nazyva v€asna
hematogenni diseminace.

U malého poctu jedincu stakto probihajici primarni infekci muize

chorobny proces pokraCovat dal, a kdyz se nenasadi adekvatni IéCba nasleduje
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i smrt. Ve vétSiné pfipadl vS8ak nastanou za nékolik dni nebo tydnl pfiznivé
zmény. Mnozeni mykobaktérii se markantné snizuje, pneumonicky proces se
resorbuje a diseminace krevni a lymfatickou cestou ustane.

SoucCasné s témito zménami se objevuji béhem procesu dvé imunitni
manifestace.

Prvni spoCiva vtom, Ze postizeny organizmus se stane tuberkulin
pozitivni. Bude reagovat opozdénou hypersenzitivitou na aplikaci proteint nebo
polypeptidi nachazejicich se v tuberkuldézni bakterii.

Druha zména se tyka makrofagl, které ziskavaji schopnost vyrazné
inhibovat mnoZeni virulentnich tuberkul6znich baktérii. Tuberkulézni baktérie
nejsou schopny rust v bunkach, chorobny proces se zastavuje. Choroba se u
postizeného jedince zacina stavat imunizovanou a tento typ imunity je znamy

jako aktivovana celularni imunita.

Pozdni primarni tuberkulozni infekce

Jedinec je postizeny tuberkuldzni infekci v pozdéjSim véku a jeji prabéh
se liSi od primarni tuberkulozy v détském véku. Pfi pozdni primarni infekci
nebyva uzlinova slozka vyraznd a onemocnéni ma od zacCatku tendenci
k progresi, rozpadu a bronchogennim i hematogennim diseminacim.

NejCastéjSi Casna manifestace infekce je exsudativni pleuritida. Pfi
hematogenni diseminaci vznikaji metastazy nejen v plicich, ale i kostni dfeni a

ledvinach. Tyto se mizou projevit az po nékolikaleté latenci.

Postprimarni tuberkul6zni infekce

Tato infekce vznika u pacienta, ktery uz byl pfedtim infikovan. Pfi jejim
vzniku muze pusobit nékolik mechanizmu.

Za mimoradné nepfiznivych podminek muize postprimarni tuberkul6za
vzniknout pfimym pfechodem primarni tuberkulézy, pfi oslabeni organizmu,
nebo pubertg.

Druhd mozZnost vzniku postprimarni formy tuberkulézy je endogenni
exacerbace. Jedna se o vzplanuti a Sifeni onemocnéni ze starSiho lozZiska
v téle, nejCastéji z hrotovych <&asti plic. Exacerbace vznika pfi celkovém
oslabeni organizmu, po pFfekonaném téZzkém onemocnéni, pfi chybéni

zakladnich potravin, nebo pfi uzivani |ékl sniZujicich odolnost organizmu.
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Exogenni superinfekce, pFedstavuje dalSi zpusob postprimarni
tuberkulézni infekce. Znamen& novou infekci organizmu v Case, kdy prvni
infekce jesté neodeznéla. Tato situace nastava vyjimecné.

Exogenni reinfekce predstavuje novou infekci organizmu v ¢ase, kdy
prvni infekce byla klinicky, anatomicky a biologicky zhojena. (Bajan A., 1990)

Pfi oslabené imunité je reaktivace tuberkulozy nejvice pravdépodobna u
starych lidi, u pacientl po transplantaci a HIV - pozitivnich osob, u nichz
tuberkulézu mnohdy diagnostikuji dfiv, nez se objevi prvni pfiznaky AIDS.
Dutiny nevznikaji, to potvrzuje vyznam imunitni reakce hostitele. Misto dutin
vznikne v plicich difazni infiltrat a hematogenni cestou vznikaji infiltraty i jinde.
Nékdy se po celém téle vyvijeji drobné |éze, které jsou naplnény
mykobakteriemi. Je to rychla progredujici a smrtelna forma tuberkulézy.

Postprimarni infekce postihuje nejcastéji plice, pfi€emz chorobny proces
probiha hlavné v apikalnich a zadnich segmentech hornich lalokd a v menSi
mife i v apikalnich segmentech dolnich laloku.

Béhem primarni tuberkulézy nastava lymfohematogenni rozsev do
rliznych organu, ve kterych se vytvofi minimalni léze, které mizou reaktivovat
po delSim Case. ReaktivaCni proces nastava jen vjednom organu, pficemz
plicni loziska ani uzliny nebyvaji postizeny.

Nejcastéji postihuje postprimarni tuberkuléza tyto organy:
. serézni blany
. dutinu ustni, hrtan pradusnici
. travici astroji
. centralni nervovy systém
. uropoeticky systém
. pohlavni organy
. pohybové organy

. kOzZi

© 00 N O O A W DN PP

. prsni zlazu
10. Zlazy s vnitfni sekreci

1. Tuberkulézni zapal seriéznich blan - tuberkulézni pleuritida vznikne
prichodem tuberkuldézniho procesu z plic nebo uzlin. Jsou znamé dvé formy
zapalu. Sérohemoragicka u hypersenzitivnich jedincld a sucha forma, po které

nastava masivni fibréza se zvapenaténim. U obou forem se vyskytuji pod
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povrchem pleury v malém pocCtu tuberkuly. V téchto formach se vyskytuje i
tuberkuldzni perikarditida a peritonitida.

2. Tuberkuléza ustni dutiny, hrtanu a pradusnice vznika u nemocnych
s plicni tuberkulézou v dusledku pfimého kontaktu sliznic s vyluGovanymi
mykobakteriemi. NejCastéji se jedna o ulcerdzni formy.

3. Tuberkuldéza traviciho traktu vznikne pfi polknuti velkého poctu
mykobakterii pfi tuberkuldze plic. Nejtypictéjsi je obraz ulcerdzni enteritidy.

4. Pri tuberkuléze centralniho nervového systému mulze vzniknout
bazilarni tuberkul6zni meningoencefalitida s tuberklem mozku nebo michy.

5. Tuberkuléza uropoetického systému nastane reaktivaci loZzisek jen
v jedné ledviné v podobé ulcerdzni pyelonefritidy s pfechodem procesu do
panvi¢ky. VyluCovana mykobakteria muzou zpusobit tuberkuldzni uretritidu a
cystitidu, které muzou zpUsobit ascendentni postizeni druhé ledviny.

6. Tuberkul6za pohlavnich organt vznika reaktivaci v nadsemeniku nebo
vejcovodu, Sifi se do semeniku a vaje¢niku a muze postihnout i dal$i pohlavni,
pfipadné i moCové organy.

7. Pfi tuberkul6za pohybového ustroji se mykobakteria nejcastéji usidli
v kostni dfeni a metafyzach kosti. Reaktivaci lozisek vznikne tuberkul6zni
osteomyelitida nebo periostitida. Loziska se nachazeji v blizkosti kloubt a vyviji
se tuberkulézni osteoartritida. V obratlech se reaktivace projevi jejich
zhroucenim. DalSi formou kostni tuberkuldzy je postizeni na ¢lancich prstu.

8. Tuberkuléza klOze v postprimarnim obdobi se projevuje jako lupus
s pestrou morfologii. Neurcitou ale pravdépodobné tuberkuldézni gametu maji
tuberkulidy a erythema induratum bazin.

9. Tuberkulézni zanét prsni Zlazy se projevuje u Zen jako kazedzni
moro6zni forma s tvorbou fistul i jako skleroticka forma.

10. Tuberkul6za zlaz s vnitfni sekreci je pomérné zfidkava a nejCastéji
zpusobuje jejich hypofunkci. NejCastéji se vyskytuje oboustranni tuberkulézni

kazedzni epinefritida. (Bajan A., 1990)

15



4 Laboratorni diagnostika mykobaktérii

4.1 Druhy materialu a odbér

Sputum je materialem volby pfi onemocnéni dychaciho ustroji. Odebira
se na lacno. Pacient vykaSle hlubokym kaslem 2-5 ml sputa z dolnich cest
dychacich. Nevyka$lavajici nemocny se vyzve, aby zakaSlal pfi zavfenych
ustech a dodal alespon sliny, kterymi vyplachl po ka$li dutinu ustni. Odbér
provadime do plastikové jednorazové nadoby.

Indukované sputum se ziskavad od nevykaSlavajicich nemocnych po
inhalaci solného roztoku (NaCl v destilované vodé 15g/100ml). Pacient vdechne
aerosolovy roztok a po 15-30 min. je vyzvan k vykaslani sputa. Vzorek je nutné
oznacit jako indukované sputum, nebot vzhledem muze pfipominat sliny a mohl
by byt v laboratofi vyfazen jako nevhodny k vySetreni.

Laryngedlni vytér se odebira u osob, které nevykaslavaji sputum. Odbér
se provadi vatovym tamponem pevné namotanym na dratku z nerezavéjici
molybdenové oceli. Pfed odbérem se dikladné navlhéi ve sterilni destilované
vodé.Pfi kazdém vySetfeni se odebiraji tfi odbéry nalacno. Nemocny pfi odbéru
sedi, drzi si SpiCku jazyka sterilni gazou a zhluboka dycha dsty. Tampon se
zavede za kofen jazyka a nemocny je vyzvan, aby zaka$lal. Na povrchu
tamponu ulpi kapénky sputa.

Trachealni a bronchialni vyplach se ziskava po instilaci vlazného
fyziologického roztoku do hrtanu pfipadné do bronchd pfi bronchoskopii.
Material se zpracovava stejné jako sputum.

Zaludeéni vyplach se odebira na lagno Zalude&ni sondou. Obsah Zaludku
se nasaje do stfikacky, pfipadné se do zaludku vstfikne 50 -100 ml vlazné
destilované vody. Vzorek je nutno zpracovat nejpozdéji do 4 hodin po odbéru,
jinak je nutno vyplach neutralizovat roztokem uhliCitanu nebo fosforeCnanu
sodného.

MoC se odebira ze stfedniho proudu pfi rannim moceni nebo
cévkovanim v mnozstvi 100 ml. Odbér se opakuje tfi dni po sobé. Pred
zpracovanim se pfidaji 1-2 kapky koloidniho roztoku AI(OH)s;, nebo tfi kapky
roztoku kys. sulfosalicylové a vzorek se centrifuguje pfi 1000-2000 otackach 20

min. Zpracovava se sediment.
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MozkomiSni mok, pleuralni vypotky a punktaty se ziskavaji pfi punkcich
za aseptickych podminek v mnozstvi alespofi 3 ml. Pfi vétSim mnozstvi se
vzorek koncentruje centrifugaci na 2-5 ml podobné jako trachealni vyplach. Tyto
vzorky je mozné inokulovat pfimo do pudy bez dekontaminace. Vzdy je vSak
nutno ¢ast materialu zpracovat dekontaminaci.

Vytéry a stéry zpistéli, hnisavych procest apod. se odebiraji na
zvihéené laryngealni tampony, které se vytfepaji do 2-5 ml. fyziologického
roztoku a zpracovavaji se obdobné jako punktaty.

Biopticky a sekreCni material se obvykle ziskava oddélenim casti tkané,
ktera se paralelné vySetfuje histologicky. Material se odebira do sterilni nadoby
bez pfidani fixaéni nebo konzervaéni tekutiny. Tkarnové vzorky se v laboratofi
homogenizuji v tfeci misce s pfisadou sterilniho jemného pisku nebo sklené
drté nebo s pomoci mechanického tkariového homogenizatoru. Stejnym
zpusobem se zpracovavaji i organy pokusnych zvifat.

Voda se odebird v mnozstvi 0,5 | do sterilni lahve. Pitna nebo uzitkova
voda ze sité se necha 3 — 5 min. odtékat, vzorek povrchové nebo odpadni vody
se nabird 30 — 40 cm pod hladinou. Doba mezi odbérem a vySetfenim by
neméla pfesahnout 24 hod. Pfed zpracovanim se necha stat vzorek pfi
laboratorni teploté 12 — 24 hod, potom se supernatant odlije a zbytek vzorku v
mnozstvi 6 -10 ml v puvodni lahvi se protfepe a rozdéli na 2 stejné Casti, které
se zpracovavaji paralelné dvéma dekontaminacnimi metodami.

Jiné materialy, jako napfiklad puda, vzorky prostfedi, se odebiraji rovnéz
do sterilnich nadobek a zpracovavaji se obdobné jako patologické materialy,

nebo podle specifickych postupu.

4.2. Mikroskopicky prukaz

Jde o rychlou a jednoduchou metodou pfi vyhledavani osob
s tuberkulézou a pfi kontrole uc€innosti jejich |éCby. PFi tomto vySetfeni chybi
ovlivnéna terapii mohou byt prokazana mikroskopicky, ale nerostou jiz
v kultivacich, jsou biologicky inaktivni. Nalez acidorezistentnich tyCek
v preparatu musi byt vzdy potvrzen kultivaéné.

NejpouzivanéjSi metodou k prikazu acidorezistentnich tyéek je barveni
vzorkl. Pouziva se metoda barveni podle Ziehl-Neelsena, nebo barveni
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flourchromy. Obé barvici metody vyuzivaji acidorezistence mykobaktérii a
z toho vyplyvajici schopnosti uchovat si pfi barveni anilinovymi barvami puvodni
zabarveni i po mofeni preparatu kyselinami nebo louhem. (Homolka J. a Votava
V., 2003)

Barveni fluorchromy Auraminem a Rhodaminem s naslednym vySetfenim
fluorescencnim mikroskopem za pouziti UV zarfeni. Acidorezistentni tyCky se
jevi jako zafici Zlutozelené az stfibrné tyCky na temné Cerveném pozadi. Tato
metoda je rychlejSi, citlivéjsi, ale i draz8i. Hodnoti se mnoZstvi
acidorezistentnich tyek (ART) v 25 zornych polich.

Hodnoceni:

Negativni — ART nenalezeny nebo 1 — 4 ART

+ -5-20 ART
++ -21 -100 ART
+++ - vice nez 100 ART

Barveni podle Ziehl-Neelsena je barveni koncentrovanym kyselym
karbolfuchsinem za horka. Preparat se zahfiva nad plamenem (3x do vystupu
par). Pozadi se kontrastné dobarvuje malachitovou zeleni nebo metylenovou
modfi. Prohlizi se svételnym mikroskopem. Acidorezistentni tycky jsou Cervené
zbarvené na zeleném, pfipadné modrém pozadi podle dobarveni malachitovou
zeleni nebo metylenovou modfi. Pouziva se pfi mikroskopické kontrole kultur a
zejména pfi hodnoceni mikroskopického vzhledu kultur netuberkuléznich
mykobakterii. (Kubin M. a kol., 1986)

VySetfuje se 50 zornich poli v celém preparatu.

Hodnoceni:

Negativni — ART nenalezeny

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

++ -21-100 ART

+++ - vice nez 100 ART

4.3 Kultivaéni priikaz

UmozZhuje posouzeni vlastnosti izolovanych kmend, pFedevSim

stanoveni jejich druhové pfislusnosti a citlivosti na antituberkulotika. Zavedeni
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kultivaéniho prikazu usnadfiuje diagnostiku inicialnich forem a malych
tuberkuléznich nalezli, které unikaji mikroskopické diagnostice. DalSim
pfinosem izolacnich metod je moznost odliSeni obligatné patogennich
mykobaktérii jako plvodcu klasické tuberkulézy od podminéné patogennich
druhu jako pavodcl mykobakterioz. Moznosti izolace a udrzovani mykobaktérii
jsou nezbytnym predpokladem ke studiu u€inku antituberkulotik a metabolizmu

acidorezistentnich mikroorganizmu.

Kultivacéni pudy

Umeéla kultivacni prostfedi umoznuji pomnozeni mykobaktérii
v charakteristickych  makrokoloniich. Pady maji souasné omezovat
pomnozovani kontaminujici mikrofléry a rist mykobaktérii na nich ma byt co
nejrychlejsi.

Pro kultivaci mykobaktérii jsou vhodné Léwensteinova — Jensenova nebo
Ogawova puda. Obé pldy jsou vaje€né, na jejich pfipravu se pouZzivaji Cerstva
vejce s pfidavkem Skrobu, glycerolu a aminokyselin. Pfidava se i malachitova
zelen na potlaceni rastu nespecifické mikrofléry. Z tekutych pld je
nejpouzivangjsi Sulova puda, ktera se pripravuje zfiremné dodavaného
koncentratu. (Kubin M.a kol., 1986)

Dekontaminace

Dlouha generaéni doba mykobaktérii proti jinym baktériim zpUsobuje, ze
jsou mykobakteria na padach rychle prerostla kontaminujici bakterialni flérou,
jejiz produkty mohou navic potlacovat v médiu rast mykobakterii. Proto je nutné
nejdfive provést dekontaminaci ziskaného materidlu. Vyuziva se relativni
odolnost mykobaktérii k u¢inku dekontaminacnich cinidel.

DalSim ucelem mofeni materialu je homogenizace vzorkl, jednak
pomoci mechanického tfepani, jednak vlivem dekontaminacnich cinidel
samotnych.

Poslednim krokem je koncentrace maximalniho poCtu mykobaktérii do
nejmensiho objemu, kterého se dosahuje centrifugaci. Prostfedky pouzivané

k dekontaminaci a nasledné neutralizaci jsou uvedeny v tabulce 2.
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Tab.2 Pfehled metod k zpracovani materialu pro kultivaéni prikaz mykobaktérii

Dekontaminace Neutralizace Centrifugace | Poznamka
prostifedek trvani
3% laurylsulfat | 30 min.
sodny Okyselend H,O | 20 min.
1% NaOH
4% NaOH Centrifugace
vzorku pred
30 min. Promyti H,O 20 min. promytim a
ZNnovu po
promyti H,O
LN HCI 20 min. 2 N NaOH 20 min.
0,3 % Nekal Bx Ockovani
0,5 % NaOH spontanné
24 hod. _
0,3 % Naz POg4 vzniklého
precipitatu
2% NaOH
1,5 % citronan _
dny 1> min. Fosfatovy pufr | 15 mi
sodny osfatovy pufr min.
pH 6,8
0,5% n — acetyl
- cystein
1%
o Béhem )
cetylpyridinium Zfedéni H,O 15 min.
transportu
2 % NacCl
Inokulace

Po dekontaminaci se ocCkuji dvé tekuté a dvé tuhé puady, které se pak

inkubuji pfi 3YC. Vzorky, ve kterych IzeCekavat podminéné patogeny M.

marinum, nebo M. chelonei se paralelné o€kuji na stejny pocet pad a inkubuji

se pfi 32°C.
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Odcitani a hodnoceni kultur

Pomaly rustovy cyklus vétSiny mykobakteridlnich druhd vyZaduje
k vytvofeni viditelnych makrokolonii v primokultufe alespon dva tydny inkubace.
Rychleji rostou pouze rychlerostouci druhy, v primokulturach z materialu i tyto
kmeny vyzaduji 7dni inkubace. Inkubace trva 9 tydnu.

V rutinni praxi se odcita material poprvé po 3 tydnech inkubace. Vyfadi
se kontaminované vzorky a ohlasi se pozitivni nalezy odesilateli. U
znecisténych vzork( se vyzada opakované vySetfeni. Dal§i od¢itani se provede
po 6 tydnech inkubace a odesilaji se kone¢né vysledky, pozitivni i negativni
s poznamkou: inkubaci prodluzujeme na 9 tydnt, bude-li vysledek pozitivni
sdélime dodatecné. Po 9 tydnech se oznamuiji jen pozitivni vysledky a inkubace
je ukoncena.

Jako negativni na vajeCnych pudach se hodnoti pldy bez znamek ristu
na povrchu i v kondenzni vodé. Jako znecisténé se oznali pldy pokryté
kontaminujici flérou, nékdy zménou barvy pudy vlivem snizeni pH. Jako
pozitivni se oznaci pfitomnost kolonii charakteristickych pro pfislusny
mykobakterialni druh.

Na tekutych pudach se jako negativni oznaluji zcela ¢iré pady bez
zakalu a sedimentu. ZnecCisténé kultury se vyznacuji pfitomnosti netypickych,
Casto pigmentovanych kolonii v sedimentu, zakalu nebo blance, které jsou
patrné jiz pfi prvnim odecitani. Pozitivni nalezy se vyznacuji charakteristickym
ristem u kazdého druhu mykobaktérii. (Kubin M.a kol., 1986)

Kvantitativni hodnoceni pozitivnich nalez( u obou typl pld

1 — 9 kolonii uvadi se pfesny pocet

+ 10 — 19 kolonii

++ 20 — 99 kolonii

+++ 100 a vice kolonii, blanka na tekutiné,

splyvaijici rust na vaje¢né padé

Ovérovani pozitivnich nalezt
U vS8ech nové zjisténych nalezli mykobaktérii se alespon v jedné
zkumavce ovéfi rust v mikroskopickém natéru. Stejné se postupuje také u

kontaminovanych kultur. Natér muze odhalit pfitomnost mykobaktérii
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neodliSitelnych makroskopicky. Pfi mikroskopickém nalezu acidorezistentnich
tyCek v kontaminované kultufe se ziska Cista kultura.

0,2 ml sedimentu z tekuté, nebo dveé klicky z vaje¢né pldy se prfenesou
do centrifuga¢ni zkumavky, pfida se 5 ml dest. vody a zpracuji se stejnym
zpusobem jako vzorek sputa. Stejnym zplsobem, pfipadné s vynechanim
dekontaminace, Ize postupovat pfi inokulaci kultury morceti.

4.4 Biologicky pokus

vr wiiwvos

Vytéznost biologického prikazu se snizila predevsim zavedenim citlivych
izolaCnich metod. U jinych druhd nez M. tuberculosis a M. bovis nelze
biologicky prikaz provést vibec, protoZe stupen patogenity je pro morce a jina
pokusna zvifata nizky. Indikaci k biologickému pokusu je vySetfeni materialu
z mimoplicnich  tuberkuléznich nalezi z neopakovatelné nebo obtizné
ziskaného materialu. SouCasné se vzdy zaklada kultivace a zhotovi se natér
pro pfimou mikroskopii.

K biologickému prikazu se pouzivaji zdrava negravidni mor€ata o vaze
250 — 350 g a stafi 6 — 8 tydnu. Inokuluje se 2 ml nemofeného materialu nebo
sedimentu do inguiny dvou morcat. Kontrola palpaci se provadi v misté
inokulace kazdé dva tydny. Pfi pozitivnim nalezu, anebo po 6 tydnech Ize pokus
ukonCit. Pfi pitvé se hodnoti nalez v misté inokulace, regionalnich uzlinach,
slezing, jatrech a plicich. Negativni je normalni nalez v misté vpichu, jako
pozitivni se bere pfitomnost granulomu nebo abscesu v misté inokulace,
zvétSeni jater a sleziny a pfitomnost miliarnich uzlik(. Nebyl-ly kmen izolovan
souCasné kultivacné, provadime rekultivaci zhnisu nebo abscesu.
(Kubin M.a kol., 1986)

4.5 Metody zalozené na méreni metabolickych produkti mykobaktérii

Tyto metody patfi mezi rychlejSi diagnostické postupy jako klasické

kultivaéni metody. Je potifebné je doplnit béZnou mikroskopii a kultivaci.
BACTEC systém

Radiometrickou metodou detekuje rast mykobakterii v prib&hu 2 tydna.

V kultivaénim mediu je pfitomna kyselina palmitova znagena C, ktera je za
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pfitomnosti Zivych mykobakterii metabolizovana na '*CO, . Hodnoti se
mnozstvi uvolnéného radioaktivniho **CO,. P¥i dosaZeni uréitého rlistového
indexu se automaticky zaznamenava pozitivni vysledek. Vyznam metody
spocCiva zejména ve zrychleni diagnostiky (dava znameni ihned, jakmile se
objevi znamky mnozZeni mikroorganizmi) a omezeni zbyte€né manipulace
s infekCnim materialem. SouCasné Setfi Cas laboratofe (hemokultury bez
znamek tvorby CO, nemusi byt viibec vyockovany). (Homolka J. a Votava V.,
2003)

Rychla kultivaéni metoda MGIT (MGIT-Mycobacteria Growth Indikator Tube
suplement)

Kultivaéni systém, ktery pro detekci inicialni faze pomnozovani
mykobakterii v tekuté pudé, v dobé, kdy jesté nelze rlst makrokolonii vizualné
prokazat, vyuziva fluorescenc¢ni technologii. Fluorescencni latka (Tris -diphenyl-
1,10-phenaltroline ruthenium chloride pentahydrate) je v tomto systému vazana
silikonem na dné zkumavek s tekutym kultivaénim médiem a ubytek kysliku
provazejici rust mykobakterii vyvolava fluorescenci, jejiz intenzita je
registrovdna UV transiluminatorem. (Kozékova B.,2006 ) Pro toto vySetieni jsou
vhodné vSechny vzorky s vyjimkou krve a moci. Paralelné s urychlenou
metabolickou metodou zakladame klasickou kultivaci na pudach a provadime

pfimou mikroskopii vzorku.

4.6 Molekularné genetické techniky

Genetické sondy

Principem je tvorba stabilnich hybridd mezi nukleovymi kyselinami (RNA
nebo DNA) vySetfovaného vzorku a znaCenymi specifickymi DNA nebo RNA
sondami. K detekci a identifikaci mykobakterii se vétSinou pouzivaji specifické

DNA sondy zna&ené *?°J, procento vzniklého hybridu se stanovi gamakamerou.

Polymerazova retézova reakce PCR (Polymerase Chain Reaction )

Reakce umoznuje pomnozeni DNA nebo jejich fragmentl (genova
amplifikace). Primery jsou oligonukleotidy se specifickou sekvenci pro M.
tuberculosis. Prislusna DNA se za pomoci oligonukleotidd pomnozi béhem 3

hodin na pfiblizné 160 kopii, které se snadno detekuji. Vyhodou je stanoveni i
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z malého mnozZstvi vzorku. Nevyhoda - k amplifikaci staci jediné tfeba lyzované
mykobakterium. (Homolka J. a Votava V., 2003)

Primy test cileny na M. tuberculosis MTB (Myco tb direct)
Provadi se amplifikace specifického Useku RNA sjeho pomnozZenim.
Hybridizace se provadi sondami, které jsou znacené akridinem. K hodnoceni se

pouZziva chemiluminiscence.

DNA fingerprinting

Molekularné epidemiologicka metoda k ovéfeni interpersonalni transmise
u kontaktl, analyzou délky restrikénich fragment(. V pfipadé stejnych kmenu
vykazuje stejné znaky. Pomoci této metody byl zjiStén rozsah interpersonalni

transmise i mezi HIV infikovanymi osobami.

4.7 Neprimy dikaz mykobaktérii

Vysokoucinna kapalinova chromatografie HPLC (High Performance
Liquid Chromatography)
Principem metody je déleni latek iontové povahy podle velikosti

disocia¢ni konstanty. Umoznuje prikaz charakteristickych lipidd.

4.8 Histologicky priikaz tuberkulézy

Pouziva se kprukazu specifické granulacni tkané z biologického
materialu, nejCastéji zlymfatickych uzlin, plicni biopsie, nebo jinych
mimoplicnich loZisek. Barvicim roztokem je karbolfuchsin jako v metodé Ziehl-
Neelsen. Histologické vySetfeni neodlisi tuberkulézu od mykobakteridzy.

Bioptické vzorky je tfeba zpracovat také kultivacné. (Kfepela K., 2007)

4.9 Prukaz sérovych protilatek

V imunitni reaktivité¢ pfi mykobakterialnich infekcich se vedle projevu
bunécné imunity uplatiiuje také tvorba sérovych protilatek proti rdznym
determinantdam mykobakterii. K prikazu sérovych protilatek nebo specifickych

antigenu se vyuzivaji monoklonalni protilatky.
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Imunoenzymaticky test ELISA ( Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

K vazbé antigenu se pouziva jako pevna faze sténa plastovych desticek
a k prikazu navazanych protilatek konjugat antiglobulinu a peroxidazy, jejich
rozklad se méfi stupném intenzity barevného reakéniho produktu. Metoda je
rychla a pracuje s minimalnimi objemy reak&nich roztokl i testovaného séra.
(Homolka J.a Votava V., 2003)

5 ldentifikacni metody

5.1 Screening

Cilem screeningovych vySetieni je odliSeni M. tuberculosis a M. bovis od
podminéné patogennich a saprofytickych mykobaktérii. Je nutné ho provést u

vSech nové izolovanych kmen.

Mikroskopicka morfologie se ovéfuje alespori u jedné puady, ve které byl
kmen izolovan. Toto vySetfeni navazuje na mikroskopické ovéfovani pozitivnich
nalezt zjisténych pfi kultivaci, pfi které se vyfazuji kontaminované kultury.
V natéru se posuzuje tvar a uspofadani tyCinek, pfitomnost granul,
neacidorezistentnich forem apod. Mikroskopie je orientacnim vySetfenim, zadny
mykobakterialni druh nema specifické morfologické znaky.

Morfologie makrokolonii se hodnoti v primokulturach i subkulturach na
tekutych i vaje€nych pldach. Na tekuté pidé muaze jit o rast v sedimentu,
zakalu nebo v povrchové drsné hladké nebo mukdézni blance. Na pevnych
pudach zaznamenavame rust, velikost a povrch kolonii.

Pigmentace se zaznamenava podle zbarveni makrokolonii na tekutych i
pevnych puadach. Kolonie mohou byt naZloutlé, Sedé, Zluté, oranzové,
nepigmentované kolonie se oznaci jako bezbarve, prasvitné.

Citlivost na antituberkulotika se urCuje u kazdého nové izolovaného
kmene, alespon u zakladnych preparatu.

Produkce niacinu je povaZzovana za z&kladni screeningovy test k odliSeni
M. tuberculosis od ostatnich mykobakterii. Je zaloZzeny na tvorbé Zluté
zbarvenych derivata, které tvofi kyselina nikotinova s kyanidy za pfitomnosti

anilinu.
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Redukce nitratu. Enzymatickou reakci je redukovan dusi¢nan na dusitan,
ktery se prokazuje detekénimi Cinidly jako Cervena slouCenina. Negativitu testu
potvrdi pfidani kovového zinku, ktery dusi€nan taky redukuje na dusitan za
vzniku Cerveného zbarveni. Nedojde-li k zbarveni, doslo k postupné redukci na
dalSi produkty a reakce se hodnoti jako pozitivni.

Citlivost na hydrazid kys.thiofen — 2 — karbonové (TCH). Rust M. bovis je
selektivné inhibovan 1mg/l TCH. Je spolehlivym testem k odliSeni humannich i
dalSich pomalu rostoucich druhu, které se v pfitomnosti TCH pomnozuiji. (Kubin
M.a kol.,1986)

5.2 ldentifikace

Cilem identifikace je stanoveni druhové pfislusnosti zbytku kmen(
komplexu M. tuberculosis, které nebyly identifikovany pfi screeningu a
identifikace klinicky vyznamnych podminéné patogennich mykobakterii.

Klinicka vyznamnost se posuzuje podle:

1. Kmen je izolovan u nemocného opakovaneé.
2. U nemocného musi byt zjistén relativni patologicky proces.
3. Nebyl-li kmen izolovan opakované, sta¢i k prikazu patogenity pro
nemocného jeho izolace z patologického loZiska.
Izolaty, které nespliuji podminky klinické vyznamnosti, se
nepodrobuji identifikacnim testum. K druhové identifikaci byla navrzena fada
testd in vitro, kterymi lIze v praxi identifikovat vétSinu klinicky vyznamnych

izolatl a oddélit je od komenzalnich nebo saprofytickych mykobakterii.

Identifikacni testy
1. Rast pfi riznych teplotach

Cerstvé vyrostla subkultura vtekuté plid&, nebo suspenze ziskana
homogenizaci jedné klicky kmene z pevné pudy ve fyziologickém roztoku se
oCkuje na 2 vaje¢né pudy pro kazdou z nasledujicich teplot: 22°C, 30°C, 42°C,
45°C, pfip.52°C. Odecita se po 5 dnech inkubace, kdy se hodnoti také rychlost
ristu za 4 tydny. SouCasné se zaznamenava pigmentace a morfologie pfi
optimalni teploté.
2. Niacinovy test (Runyon, 1959)
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Kys. nikotinova tvofi s kyanidy derivaty, které za pfitomnosti anilinu tvofi
Zluté zbarvené derivaty.

3. Test fotochromogenity

Fotochemickou reakci podminénou ozarenim viditelnou €asti slunecniho
nebo umélého svétla a pfitomnosti vzduchu dojde k pfeméné nebarevnych
prekurzorl na Zluté az oranzové zbarvené derivaty beta karotenu.

4. Redukce Zelezitych iontl (Szabo a Vandra, 1963)

Enzymatickym §tépenim dochazi k redukci zelezitych iontl v médiu a
hromadéni Zeleza v bufkdch mykobakterii, co se projevi Cervenohnédym
zbarvenim kolonii.

5. Rust na padé s 5 % NaCl (Kestle a spol., 1967)

6.Rast na padé s 0,5 mg / ml hydroxylaminu (HA)

7. Rust na padé s 0,5 mg / ml p — nitrobenzoatu sodného (PNB) (Wayne a spol.,
1976)

8. Rust na pudé s 1 % desoxycholatu sodného (DS) (Saito a spol., 1977)

Testy vyuzivaji rezistence nékterych podminéné patogennich a
saprofytickych mykobakterii na testovaci slouceniny.
9. Citlivost na antituberkulotika (AT)

Pro ucely identifikace se pouziva obvykle vysSich koncentraci
antituberkulotik. Nizké koncentrace maji z klinického hlediska vétSinou malou
diferencia¢ni hodnotu.

10. Redukce nitratu (Virtanen, 1960)

Enzymatickou reakci je redukovan dusi¢nan na dusitan, ktery se prokaze
detekénimi Cinidly jako Cervena sloucenina.

11. Hydrolyza tweenu 80 (Wayne a spol., 1974)

Enzymatickou hydrolyzou dochazi k odstépeni kys. olejové z tweenu 80
(polyoxylethylen sorbitan monooleat) a nasledna zména pH se projevi
z€ervenanim indikatoru — neutralni ervené.

12. Prikaz arylsulfatazy (Kubica a Vestal, 1961 modifikovano)

Enzymatickou hydrolyzou je ze substratu uvolnén fenolftalein, ktery se

prokaze po pridani NaOH ¢ervenym zbarvenim.
13. Prikaz kyselé fosfatazy (Kappler, 1965)
Enzymatickou hydrolyzou je z fenolftaleinfosfatu uvolnén fenolftalein,

ktery se prokaze po pfidani uhli¢itanu sodného ¢ervenym zabarvenim.
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14. Prukaz beta — galaktosidazy (Kubala, 1970)

Enzymatickym Stépenim se ze substratu uvolni o — nitrofenol, ktery se
projevi Zlutym az oranZzovym zbarvenim.

15. Prikaz glukosidazy (David a Jahan, 1977)

Enzymatickym Stépenim se ze substratu uvolni p — nitrofenol, ktery se
projevi Zlutym az oranZzovym zbarvenim.
16. Prikaz diaminooxidazy (Bonicke, 1966)

Enzymatickym rozkladem dochazi kuvolnéni amoniaku, ktery se
prokaze Nasslerovym Cinidlem jako zluté zbarveni.
17. Prikaz acylamidaz (Bonicke, 1960)

Bakterialni suspenze jsou inkubovany v roztocich cyklickych amidd.
Pfitomnost acylamidaz se prokazuje rozkladem pfislusného amidu, pfi kterém
se uvolni amoniak, ktery se prokaze Russelovym fenolhydrochloridovym
Cinidlem.

18. Degradace p — aminosalicylatu (PAS) (Tsukamura, 1961)
Reakéni produkty vzniklé enzymatickou degradaci PAS zbarvuji médium

i kolonie Sedocéerné az derné.

6 Testovani citlivosti na antituberkulotika

Zavedenim antituberkulotik do 1éCby se vytvofili i podminky pro vznik
rezistence.

Primarni rezistence je definovana jako vyskyt mykobakterialni populace
rezistentni na jednotliva antituberkulotika u nemocnych pfisluSnymi preparaty
dfive neléCenych. Vzhledem k obtizim spojenym se spolehlivym prikazem
okolnosti vzniku primarni rezistence se dava prednost obecnéjSimu terminu
inicialni rezistence.

Sekundarni rezistence vznika jako nasledek neuspésné I|éCby. Pro
nemocného ma zavazné dusledky, protoze vyzaduje zménu IéEebného rezimu
a nahradu neucinného preparatu za ucinny podle vysledku testu citlivosti.

Zkfizena rezistence se projevuje u nékterych preparatd, kterymi nebyl

nemocny lécen, jako nasledek podavani jinych Iéku.
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K testovani citlivosti se pouziva nékolik metod.

Technika absolutnich koncentraci pracuje s jednim inokulem, v némz
mbZe kolisat podet zarodkt10? — 10® /ml, u velkych inokul mohou byt citlivé
kmeny povazovany za rezistentni.

Stanoveni podilu rezistentnich zarodk( — bere se v Gvahu nestabilita
inhibi¢ni koncentrace (MIC) testovaného kmene a MIC indikatorového citlivého
kmene, neudava tedy inhibi¢ni koncentrace pfimo.

Sklickova technika — srovnava rlst mykobaktérii v pfimych natérech,
nebo v natérech z kultur ponofenych v pudach s antituberkuloriky s mnozenim
kmene v kontrolnim natéru.

Metoda vertikalni vzlinavosti antituberkulotik hodnoti citlivost testovaného
kmene naoCkovaného na sloupec pevné pudy podle vzdalenosti inhibice od
roztoku antituberkulotika na dné zkumavky.

Technika radiometrické respirometrie vyuzivA metabolické inkorporace
znadeného *C v kys. palmitové pfidané do testovaci plidy. Znadeny *C se
prokazuje v CO,, ktery je uvolfiovan rostoucimi mykobakteriemi, nelze je vSak
detekovat v kulturach inhibovanych antituberkulotiky .

Proporéni metoda urCovani citlivosti se pouziva k pfimému testu pfi
hodnoceni citlivosti mykobakterii pfitomnych v detekovatelném mnozstvi
v pfimém natéru z vySetfovaného materialu. PouZiva se také v nepfimém testu,
kdy se urCuje citlivost kmenU izolovanych v Cisté kultufe.

Na testovani citlivosti se pouzivaji vajeéné pldy bez Skrobu, ke kterym
se pfidavaji antituberkulotika tésné pred koagulaci. Testovaci kritické
koncentrace 1€kl se ziskavaji fedénim zakladnich roztok(d. Inokulum se
pfipravuje z primokultury na vaje€¢né pudé po homogenizaci s dest. vodou nebo
pfimo ze sedimentu v tekuté padé po homogenizaci. O¢kuji se 2 kontrolni ptdy
bez antituberkulotik a dvé pldy s antituberkulotiky. Inkubuji se 3 tydny a u
pomalu rostoucich kmenl o 1 — 2 tydny déle. Podminkou ke spravnému
hodnoceni vysledku je pomnozZeni inokula alespori na jedné z kontrolnich pad
v pocitatelnych koloniich.
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Vypocet procenta rezistentnich zarodku se provadi podle vzorce:

L0 _ 8100

a — pocet kolonii vyrostlych na pudé s kritickou koncentraci antituberkulotika

b — pocet kolonii vyrostlych ve stejném fedéni na kontrolni pudé.

Jako citlivé kmeny se hodnoti ty, kde podil rezistentnich zarodku
vyrostlych v kritické koncentraci antituberkulotika nepfesdhne 1%, a jako
rezistentni takové kmeny, kde podil rezistentnich tuto hodnotu pfevysuje. Pfi
nedostate€ném pomnozeni kmene v kontrolnich pldach nelze test hodnotit a

vySetfeni je nutno opakovat za pouziti nizSiho fedéni inokula.

7 Terapie

Pod nazvem chemoterapie tuberkuldézy se rozumi |éCeni latkami pfimo
pusobicimi na mykobakteria, ktera se pomnoZzuji v organizmu hostitele.
Pouzivaji se latky biologického plvodu - antibiotika, i latky pfipravené synteticky
- chemoterapeutika.

Uginek lé&iv se uplatiuje v prostfedi hostitele, které vrdzné mife
umoziuje jejich zadsah na zarodky vlézich. Tento vztah je dan
farmakologickymi  faktory = urCovanymi pfedevSim  farmakokinetikou.
Antituberkolotika ve vztahu k organizmu hostitele mohou mit negativni u&inky.
Jsou dany jejich toxicitou, ktera se projevuje v riznych formach Iékové

nesnasenlivosti.

Rozdéleni antituberkulotik podle chemické struktury
Jde logické rozdéleni podle chemické pfibuznosti latek, pfedpokladaji se
jejich podobné vlastnosti a obdobny mechanizmus u€inku a zpusobu

biotransformace.
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Tab.3 Rozdéleni antituberkulotik podle chemickeé struktury (Trnka a spol.)

Zakladni skupina Podskupina Nazev léku Zkratka
[éku
derivaty thiomocCoviny Isoxyl DAT
thiokarbazony Thioacetazon TB,
Sirné slou€eniny
Heterocyklicky
Thiosemikabbazon | HTSC
aromatické kyseliny | p-aminosalicylova
svolnou karboxylovou | kyselina PAS
skupinou
Pyrazinamid PZA
Karboxylovée amidy karboxylovych | Morfazinamid MZA
slou€eniny kyselin Ethionamid ETH
Prothionamid PTH
amidy thiokyselin Izoniazid INH
hydrazidy,hydrazony
Dusikaté slouceniny Ethambutol EMB
diaminy
Analogy Cykloserin CS
aminokyselin Terizidon TZ
Aminoglykosidické | se streptidem Streptomycin SM
aminocyklytoly s deoxystreptaminem Kanamycin KM
Viomycin VM
Polypeptidy .
Carpeomycin CM
Ansamyciny Rifampicin RMP
Mechanizmus uéinku antituberkulotik
Reverzibilni  nebo ireverzibilni  inhibice  rlstu  mykobakterii

antituberkulotiky je dusledkem interference s reakcemi nezbytnymi pro rist a

déleni baktérii. Jsou to napfiklad reakce vedouci k tvorbé proteint, nukleovych

kyselin nebo dulezitych bunéénych struktur. Mykobakteria maji komplikovanou
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strukturu a pomalu rostou v kultivacnim prostfedi, pfesto byly ziskany poznatky,
které podporuji zavéry o primarnim zasahu antituberkulotik do ZzZivotné
dllezitych biologickych pochodll mykobakterialni buriky.

Je ziejmé, Ze skupiny IéCiv, liSici se svym strukturnim uspofadanim, maiji
rizné misto primarniho zasahu, co ma vyznam pfi jejich terapeutickém vyuziti

v kombinacich.

Tab.4 Mechanizmus uUdinku antituberkulotik

DAT inhibice syntézy mykolovych kyselin

1B,

zasah do syntézy nukleovych kyselin
HTSC ymesy e
PAS zasah do syntézy nukleovych kyselin
PZA o .

zasah do syntézy nikotinamidu
MZA

ETH uvolnéna kyselina izonikotinova se zabudovava

PTH na misto izonikotinamidu do molekuly koenzymu

INH zabudovani kyseliny isonikotinové do molekuly

adeninu za vzniku neucinného analogu

EMB inhibice syntézy nukleovych kyselin

CS

17 selektivni inhibice inkorporace D-alaninu

SM inhibice transla¢nich pochodl a chybné ¢teni kédu
KM MRNA

VM zasah do syntézy bilkovin, pravdépodobné chybné
CM ¢teni kodu mRNA

RMP inhibice.  DNA zavislé syntézy RNA, tvorba

stabilniho komplexu s RNA nukleotidyltransferazou

a zabrana vazby enzymu na matri¢ni DNA

Obdobnym mechanizmem uc€inku se da vysvétlit existence zkfizené
rezistence mezi nékterymi abtituberkulotiky. Tyto znalosti jsou dullezité pfi volbé
antituberkulotik pro opakované léCeni tuberlulézy. Léky, které maji zkfizenou
rezistenci, jsou prfedchazejici IéCbou kompromitovany, a proto by nemély byt
nasazeny, dokud neni otestovana jejich citlivost.
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PFritomnost mykobaktérii v extra a intracelularnim prostoru vyZaduje, aby
antituberkulotika pasobila v obou prostredich.

Antituberkulotika pak muUzeme délit podle schopnosti pronikat do
intracelularnino  prostoru na latky plsobici vyhradné bakteriostaticky
extracelularné, nebo baktericidné intracelularné.

MIC - minimalni inhibiéni koncentrace, jde o hodnotu udavajici nejnizsi
koncentraci |éCiv v objemové jednotce zivné pudy, ktera zabranuje rastu a
mnozeni mykobaktérii.

Druhym hlediskem je urCovani mnozstvi rezistentnich mutant
v mykobakterialni populaci, ktera se ve svem celku jevi jako citliva. Jde
zpravidla o primérnou hodnotu, zjiStovanou u mykobakterialnich kmend,
izolovanych u prokazatelné neléCenych nemocnych. (Tousek J., 1985)

Na zakladé téchto zkuSenosti byly vypracovany léCebné rezimy, které
obsahuji vhodné kombinace antituberkulotik v optimalnich davkach a rytmech
a specificky stanovenych c¢asovych intervalech. Zakladnim pozadavkem je
vysoka ucinnost a nizké riziko toxickych projevi. (Bajan A., 1990)

Standardni rezimy maji dvé faze. V pribé&hu inicidlni faze, ktera ma
uto€ny charakter, se podava denné v obdobi 2 - 4 mésice v IéCebném zafizeni
trojkombinace antituberkulotik. Cilem uto¢né léCby je dosazeni rychlé redukce
puvodni mykobakterialni populace a zabrana selekce rezistentnich mutantu.
PokraCovaci faze je druha zajiStovaci faze. V jejim prubéhu se nemocnému
podava dvojkombinace antituberkulotik kontinualné, nebo intermitentné. Cilem
této faze 1éCby je zabranit mnozeni malého poctu zarodku, které jesté zlstaly
v tuberkuldznich lézich. Délka této faze je 9 - 12 mésicu .

NejlepSich vysledkd bylo dosazeno pouzitim INH, RMP, PZA v inicialni
fazi a RMP, INH ve fazi pokracovaci.

U pacientl s recidivou a chronikl se pouzivaji nahradni lécebné rezimy.
Zakladnim pozadavkem je vySetfeni citlivosti mykobaktérii na antituberkulotika.
Nahradni IéCebni rezim by mél obsahovat alespon jeden z nejucinnéjsich léku
INH nebo RMP, ktery se v uvodni fazi doplni dalSimi dvéma nebo tfemi Iéky.

Pro Ié€bu mimoplicni formy tuberkulézy se pouzivaji stejné terapeutické

zasady jako pro plicni tuberkuldzu.
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Tuberkulozu v gravidité je tfeba 1é&€it ihned po jejim zjisténi. Dobry prinik
pfes placentarni bariéru maji INH, RMP, EMB. U téchto Iékl neni prokazan

teratogenni ucinek na plod. (Bajan A., 1990)

8 Dohled nad tuberkulézou

V souCasné dobé je kontrola smérovana hlavné na zjiSténi a nalezeni
zdroje infekce, preruseni fetézce prenosu infekce.

Znamym zdrojem infekce je hlavné nemocny Clovék vyluc€ujici plvodce
tuberkulézy.

U fady nemocnych infekéni tuberkulézou chybi pro okoli pfiznaky
nemoci, nebo jsou pfiznaky pfisuzovany jinému onemocnéni. Je proto nutné
tuberkuldzu aktivné vyhledavat a pocet neznamych zdroji snizit na minimum.

Mezi screeningové metody patfi, rentgenové vysSetieni osob se
symptomy, které mohou svédcit pro tuberkulézu, jedna se o pasivni
vyhledavani.

Aktivnimu vyhledavani se podrobuji osoby v kontaktu s tuberkulézou.
Provadi se skiagram hrudniku a tuberkulinovy test.

Patrani po tuberkul6znich mykobaktériich ve sputu osob, které kaSlou a
vykasSlavaji, a to vcelé populaci nebo ur€ité skupiné, je bakteriologicka
depistaz. Tento zpusob vyhledavani neznamé tuberkulézy je provadén zejména
Vv rozvojovych zemich.

Tuberkulinova depistaz spociva v provadéni tuberkulinovych testd,
umozniuje rozdélit populaci na ¢ast tuberkulézou dosud neinfikovanou a €ast jiz
infikovanou. Tuberkulinovou reakci rozumime viditelné a hmatatelné projevy
artificialniho kozniho zanétu, které vznika v misté, kde byl do kize dfive jiz
infikovaného nebo vakcinovaného organizmu aplikovan tuberkulin. Tuberkulin je
extrakt ziskany z kultury bacild. (Homolka J. a Votava V., 2003) Diagnosticky
vyznam tuberkulinové reakce spociva pfi individualnim testovani v tom, Ze je
mozno se timto zpusobem orientovat o etiologii stavajiciho onemocnéni.

ZvysSovani odolnosti proti tuberkuloze je zajisténa BCG vakcinaci.
Podkladem vakcinace je artificialni nakaza mykobakteriemi se snizenou

viv s

kmeny. BCG vakcinace snizuje riziko zdvaznych komplikaci a brani vzniku
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zavaznych forem tuberkulézy - generalizaci hematogenni cestou. Je
doporuCovana zejména pro détskou populaci, ktera je k tuberkuldéze vysoce
vhimava. (Homolka J. a Votava V., 2003)

Od roku 1981 je dohled nad tuberkul6zou v CR uskute&fovan pomoci
Narodniho registru tuberkulézy, ktery umoznuje hodnoceni epidemiologické
situace na urovni regioni a okresu. HlaSeni tuberkuldzy je zakladem
informacniho systému, ktery eviduje nové zjisténou tuberkulézu, recidivu
onemocnéni nebo umrti na tuberkulézu. Tento systém umozfiuje posoudit
ucinnost provadénych opatfeni po strance diagnostické, terapeutické i
preventivni.

Terapie aktivni tuberkulézy je zahajovana na lGzkovém zafizeni TRN
(Tuberkuléza a respiracni nemoci), které zajiStuje nejen IéCbu, ale i izolaci
nemocného. Ambulantni specialisté oboru TRN dokonci terapii, pacient je zde
dispenzarizovan a sleduje se prubéh terapie a jeji uspéSnost. VyléCeny je
pacient, ktery uspésné ukoncil IéEebny rezim a je negativni.

(Homolka J. a Votava V., 2003)
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9 Zaver

Tuberkuléza zlstava celosvétovym problémem, prestoze pokroky v této
oblasti jsou vyznamné. 90 % v8ech pfipadd onemocnéni a az 98 % umrti se
vyskytuje v rozvojovych zemich. Sou€asna globalizace svéta napomaha Sifeni
tuberkulézy i do statd, kde byla dosud pod kontrolou. Jednim z dvodu je
zvysSovani poc¢tu onemocnéni, které nereaguji na standardni IéCebné rezimy
v dusledku nespravné nebo nedostacujici |éCby. Nemocni s kmeny
rezistentnimi na 4 az 5 antituberkulotik maji jenom 50 % Sanci na pfeziti, stejné
jako pfed objevem antituberkulotik. Ve svété pfibyde rocné 8,5 — 9 miliénu
pfipadl. Neustale pfibyva lidi koinfikovanych TBC — HIV, ve svété je jich 10,7
miliona. Z téchto ddvodl je mimofadné dulezité v€asné rozpoznani pripadu
plicni i mimoplicni tuberkul6zy. A v naSich podminkach i jeji zvladnuti na vSech

urovnich zdravotni péce.
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10 Prilohy

Podle udaju ziskanych z UZzIS (Ustav zdravotnickych informaci a

statistiky CR) nastal v minulych letech mirny ustup onemocnéni. V tabulce 5 je

uveden pocet tuberkul6znich onemocnéni zjisténych v prabéhu let 2000 — 20086,

udaje zahrnuji nové vznikla onemocnéni i recidivy.

Tab. 5 Vyvoj poétu onemocnéni TBC

Celkem na

ROK Dychaci Ustroji Jina Celkem 100 000

obyvatel
2000 1244 198 1442 14
2001 1185 165 1350 13,1
2002 1037 163 1200 11,8
2003 1011 151 1162 11,4
2004 909 148 1057 10,4
2005 869 111 1007 9,9
2006 856 117 973 9,4

HlaSena onemocnéni noveé vzniknuta + recidivy
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Tabulka 6 obsahuje pocet hlasenych onemocnéni tuberkuldézou u cizincl

v pribéhu 6ti let. Udaje jsou rozdéleny podle zemé ptivodu nemocného. Podle

udaji mazeme sledovat mirny pokles onemocnéni. Nejvice tuberkulézou

infikovanych cizincll pochazi z Ukrajiny nebo z jinych blize nespecifikovanych

zemi. Pouzita data jsou erpana z databaze UZIS.

Tab. 6 Hlasena onemocnéni TBC u cizincl podle zemé narozeni

%

Rok | Celkem | SR | Ukrajina | Rumunsko | Vietham | Ostatni | hlaSeni
celkem
2000 143 24 41 14 16 48 9,92
2001 193 23 54 11 38 67 14,30
2002 164 20 50 3 35 56 13,67
2003 126 19 21 5 21 60 10,84
2004 149 20 45 3 27 54 14,10
2005 130 16 38 4 21 51 12,91
2006 130 19 40 2 28 41 13,40

38




11 Zkratky

TBC
HIV
AIDS
BCG
DNA
RNA

ART
MGIT
PCR
HPLC
ELISA
uzis

Tuberkuloza

Human Immunodeficiency Virus

Acquired Immunodeficiency Syndrome
Bacillus Calmette Guérin
Deoxyribonukleova kyselina

Ribonukleova kyselina

Mycobacterium

Acidorezistentni tyCky

Mycobacteria Growth Indikator Tube suplement
Polymerase Chain Reaction

High Performance Liquid Chromatography
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR
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