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Abstrakt

Striktné aerobni bakterie Mycobacterium tuberculosis (Mth) patii do skupiny M.
tuberculosis komplex. Jde o ptvodce celosvétové rozsifeného onemocnéni — tuberkulozy
(TBC), které je hrozbou i ve 21. stoleti a stoji kazdoro¢né témet 1,5 milionu lidskych Zivoti
(85). Nejvice postihuje socialné slabsi skupiny. Zdrojem téchto mykobakterii je téméf vzdy
nemocny ¢lovek, vzacné také nakazené zvire. Onemocnéni vétSinou nejprve postihuje dychaci
systém a v pozd¢jsich stadiich mize napadat jakykoliv organ t€la. Pfi imunitni odpovédi
organismu na mykobakteria pfevazuje jeji buné¢ny typ a v nepiimé diagnostice je tak vyuziti
protilatek velmi problematické. Pro testovani bunééné imunitni odpovédi byly v minulosti
vyuzivany kozni testy, které jsou dnes nahrazovany tzv. IGRA testy. Na rozdil od vétSiny
bakterii se u Mtb setkavame s obtiznou diagnostikou. Miize za to ptedevsim dlouha generacni
doba, kterd vede ke zdlouhavé dobé kultivace. Ke zrychleni je proto vyuzivano metabolickych

kultivaénich metod.

V pfimé diagnostice se stdle jako zdkladni uplatiiuji mikroskopické a kultivacni
vySetieni, pomoci mohou molekularné biologické metody. Jednoduché PCR metody umoziuji
rychlou identifikaci mykobakterii, v pfimém prikazu vsak piindsi zvySené riziko faleSné
pozitivnich vysledkd. V epidemiologii se uplatituji molekuldrné genetické metody umoziujici
presné identifikovat ptivodce nakazy jako je napf. fingerprinting. Z nejnovéjSich metod je
védcim k dispozici metoda sekvenovani nové generace (NGS), diky niZ se podafilo vyrazné
sniZit cenu i €as potfebny pro osekvenovani celého mykobakteridlniho genomu. Nové metody
sekvenovani se dnes vyrazné uplatiiuji ve vyzkumu mykobakterii a pfinaseji fadu novych
poznatki, mimo jiné z oblasti geni zodpovédnych za rezistenci mykobakterii k

antituberkulotikum.

Klic¢ova slova: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis komplex,
tuberkuloza, diagnostika, PCR, MTD



Abstract

Strictly aerobic bakteria Mycobacterium (M.) tuberculosis (Mtb) belongs to the group
of M. tuberculosis complex. It is a cause of worldwide spread disease — tuberculosis (TBC),
which is being a threat even in the 21st century and claims 1.5 milion lifes every year (85). It
is mainly a threat for socially disadvantaged groups. Source of these mycobacteria is almost
always contagious person, rarely contagious animal. The disease almost always first affects
respiratory tract, in later stages it can affect any other body organ. The cellular type of
immunologic response dominates and so in the indirect diagnostics there is the use of the
antibodies being problematic. Skin tests which were used for the testing of the cellular
immunologic response in the past are being currently replaced by so-called IGRA tests. In
contrast to the most bacteria, Mtb diagnostics proves to be difficult. This is caused mainly by
the long reproductive time which leads to prolonged cultivation time. To speed up the

cultivation metabolic cultivation methods are used.

In the direct diagnostics the microscopic and cultivation techniques still play the main
role, help of methods of molecular biology can be used as well. Simple PCR methods enable
fast mycobacteria identification, however their use in direct proof brings higher incidence of
false positive results. Molecular genetic methods enabling precise identification of source of
the infection e.g. fingerprinting are being employed in the epidemiology. Out of the newest
methods the next generation sequencing (NGS) method is now available to the scientists.
NGS lowered price and time required for the whole mycobacterium genome sequencing. New
methods of sequencing are employed in the mycobacterium research and bring new
knowledge among others about genes responsible for mycobacterium resistence to

antituberculotics.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis complex, tuberculosis,
diagnostic, PCR, MTD
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1.UVOD

Zastupci komplexu Mycobacterium tuberculosis (s vyjimkou vakcina¢niho kmene M.
bovis BCG) jsou puavodci specifického infekéniho onemocnéni, tuberkuldzy, které v hojné
mife prispiva k nemocnosti a tmrtnosti po celém svété. Odhaduje se, ze priblizné jedna tietina
svétové populace je touto bakterii infikovana latentné. Z epidemiologického hlediska je
tuberkul6za povazovana za velmi zdvazné onemocnéni a to zejména pro svilj chronicky
prubéh a dlouhodobou 1é¢bu. Predev§im v rozvojovych zemich je vyznamnou pfic¢inou Sifeni
nakazy také Spatnd dostupnost preventivnich opatfeni a 1é€by. V soucasnosti se zasadné 1isi
vyvoj incidence tuberkulézy v riznych ¢astech svéta. V rozvinutych zemich nemocnost klesa
oproti stdtim S nizkou zivotni Grovni, kde je mira morbidity i mortality i nadale znacné

w7

vysoka. Tuberkuléza je za HIV nejfrekventovangjsi infek¢ni chorobou svéta (1, 2).

0d 40. let 20. stoleti existuji proti TBC ucinné 1€ky, piesto je tuberkuldza stale velkym
vefejnym zdravotnim problémem, a jeji vyskyt se stale nedaii vyraznéji redukovat. Snaha o
kontrolu tohoto onemocnéni se potyka s obtizemi pii diagnostice, prevenci i 1écbé. VéEtSina
lidi nakazenych Mtb zistava asymptomatickych. Tento stav se nazyva latentni tuberkul6za
(LTBI) a je spojena s celozivotnim rizikem vzniku aktivniho onemocnéni zhruba u 10%
nakaZenych, zatimco 90 % nakaZenych zlstava nosi¢i latentni tuberkulozy. V pripadé
oslabeni organismu muze dojit k aktivaci infekce. V soucasnosti pouzivanymi testy nelze
piesné urcit, u kterych osob dojde k rozvoji onemocnéni. Pfitom praveé vcasna, presna a rychla

diagnostika je u tohoto zavazného onemocnéni velmi dulezita (2, 3).

Mykobakteria jsou pro svou stavbu bunétné stény a dlouhou kultivaéni dobou
nesnadno diagnostikovatelnymi bakteriemi. Také imunitni odpovéd’ organismu na pfitomnost
Mtb je slozity proces, ktery dodnes nebyl zcela objasnén, coz brani rozvoji novych
diagnostickych metod, terapie a vakcinace. Mykobakteria jsou zplsobila intracelularniho
pfezivani, ¢imz navozuji reakci buné¢né imunity s tvorbou zlutavych tutvarli tvofenych
granulomatdzni tkani s mohutnymi epiteloidnimi a Langhansovymi bunikami. Extracelularné
jsou schopna piezivat v kaseosnim materialu. VSechny tyto skute¢nosti pfispivaji k tomu, Ze
se do praxe jen obtizné¢ zavadéji nové metody prevence, diagnostiky a terapie tohoto
onemocnéni. K podstatnéjsimu urychleni a zpfesnéni diagnostiky TBC napomohl rozvoj

molekularné genetickych metod (4, 5).



V Ceské republice je vyskyt TBC nizky. Situaci, kdy mame TBC pod kontrolou, miiZe
ohrozit zhorSeni socidlni situace nékterych vrstev obyvatel, pfiliv imigrantdl ze zemi
s vysokym vyskytem TBC a sniZeni spolecenského zajmu o TBC. Pacienti HIV pozitivni jsou
vici TBC mnohem vnimavéjs$i nez ostatni populace. Zcela nechrani ani ockovani. Hlavni
zasadou lécby tohoto onemocnéni je podavani kombinace antituberkulotik po dobu 4-12
mésicl. Objevuji se vSak kmeny bakterii, které odolavaji dosud uzivanym 1ékim.
V souvislosti s vyskytem multirezistentnich kmenti a také se zvySenou migraci lidské

populace, vyznam kontroly TBC stoupa (6, 7).
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2. ZADANI BAKALARSKE PRACE - CiL PRACE

1. Shrnuti dosavadnich poznatki o pivodci lidské tuberkulézy Mycobacterium
tuberculosis, jeho historii, prevenci, pribéhu onemocnéni a 1é¢be.
2. Zpracovani piehledu laboratornich metod pouzivanych k diagnostice M. tuberculosis

vcetné molekuldrné genetickych metod.
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3. OBJEV A HISTORIE TUBERKULOZY

Tuberkuldza piivodné postihovala stada sudokopytnikii a jeji pfenos na Cloveéka byl
predevsim spojen s postupnou domestikaci a chovem skotu. Mycobacterium tuberculosis se
do Evropy a ostatnich kontinenti Sifilo pravdépodobné z jihu Afriky, kde vzniklo z vychoziho
Mycobacterium bovis, jez se pieneslo pies nilské udoli jako Mycobacterium africanum na
sever Afriky. V historii na celém svété predstavovala onemocnéni zplsobena zastupci
komplexu M. tuberculosis jednu z nejéastéjsich ptic¢in pfed¢asného umrti. Jiz na peruanskych
mumiich a pozustatcich ze starého Egypta byly objeveny zmény po zanétu zptsobeném Mtb.
Nedavné vyzkumy dokazuji jeho vyskyt také na izemi dne$niho Turecka u druhu Homo
erectus, ktery zde pobyval pfed vice nez piill milionem let. Tuberkul6zni zmény byly nalezeny

jiz na kosternich pozustatcich prehistorickych lidi Zijicich pted 8000 lety (8).

3.1 Vyvoj poznani tuberkuldzy

Vzhledem Kk vyraznému blednuti pacientt, jez byva pruvodnim znakem onemocnéni
(av$ak napt. v Ceské republice mnohdy tyto piiznaky jako bledost, hubnuti, subfebrilie, no&ni
poty, hemoptyza, jiz zcela chybi), byla tuberkul6za nazyvana tzv. bilym morem a jeji vyskyt
byl z nedostatku poznani pfisuzovan bozimu trestu nebo ¢intim nadpfirozenych bytosti. Na
vychodnim pobifezi USA dodnes nalézame doklady o tom, Zze mistni obyvatelé spojovali
tuberkulozu s existenci upirti a to az do konce 19. stoleti. Kromé zjevného blednuti pacientt je
dal§im vyraznym symptomem tohoto onemocnéni ubytek hmotnosti, diky némuz byla u nas
diive tuberkuldéza znama pod nazvem souchotiny ¢i1 Ubyté nebo ftiza. Slovo ftiza pochazi z
feckého slova phthisis, které znamena ubytek. Pojmenovani tuberkul6za poprvé do 1ékaiského
povédomi zavedl az vroce 1834 némecky lékai J. L. Schonlein. Nazev byl odvozen od

typickych granulomu-tuberkuld, které se pti onemocnéni vytvari (4).

Pfi¢inu vzniku granuloml vysvétlil v roce 1882 némecky mikrobiolog Robert Koch.
Tento drzitel Nobelovy ceny za fyziologii a medicinu z roku 1905 je vyobrazen na obr. 1. a
spole¢né s piivodcem cholery objevil také pfi¢inu tuberkuldzy. Svou praci se vyznamné
zaslouzil o rozvoj lékatské mikrobiologie. Byl u pocatkli barveni preparatl pro potieby
mikroskopie a u kultivace mikroorganismli na agarovych a Zelatinovych piadach. Zasluhou

jeho védeckych objevii se v pribéhu 20. stoleti podafilo nejen vysvétlit piivod a Sifeni
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nemoci, ale také vyrazné¢ redukovat pocet jak nakaZenych, tak nemocnych, kteii by

v disledku onemocnéni zemteli (9).

Obr. 1: Objevitel bakterie Mycobacterium tuberculosis Robert Koch

3.2 Boj s tuberkul6zou u nas

Prvni &eské sanatorium bylo vybudovano v roce 1905 v Zamberku. Bylo zakoupeno
Ceskym pomocnym zemskym spolkem pro nemocné tuberkulézou a provoz sanatoria byl
zahdjen v roce 1906 s celkovou kapacitou 47 luzek. Do roku 1936 zde byly 1é¢eny pouze Zeny
a déti, pozdgji byly rozsiteny kapacity sanatoria a byli zde 1é¢eni také muzi. Nejvétsi kapacitu

zaznamenalo sanatorium v roce 1952, kdy zde bylo k dispozici az 337 lazek (10).

3.2.1 Situace mezi svétovymi valkami

Z epidemiologického hlediska byla na nasem izemi situace kolem tuberkuldzy velmi
neptizniva predev§im po prvni svétové valce. V roce 1920 umiralo na toto onemocnéni
pfiblizné 35 tisic obyvatel Ceskoslovenska roéné, tedy 260 na 100 tisic obyvatel a tento pocet
byl vzhledem Kk zapadoevropskym zemim téméf trojnasobny. Nejzavaznéjsi z celého
Ceskoslovenska poté byla situace na Slovensku a v Podkarpatské Rusi. Snaha o eliminaci
onemocnéni v této dob¢ narazela nejen na nedostatek finan¢nich prostiedki, ale mimo jiné i
na nedostate¢nou kulturni uroven postiZzené oblasti a nedostatek kvalifikovanych 1ékafi. Na

boji s nakazou se v této dobé nemalou mérou podilela Masarykova liga proti tuberkuléze,

ktera vznikla jako charitativni spolek v roce 1918 (11).

13



3.2.2 Boj s tuberkul6zou po roce 1948

V roce 1948 zacala byt k 1é€bé pouzivana chemoterapie a na zaklad¢ zékona C.
61/1948 byla zavedena povinnost hlasit vyskyt pfipadi TBC. Mortalitu u déti se podaftilo
vyrazn¢ snizit povinnou kalmetizaci poc¢atkem padesatych let 20. stoleti. Pavodce tuberkulozy
u dobytka, Mycobacterium bovis, bylo v Ceskoslovensku eliminovano v roce 1968.
Nejefektivngjsi antituberkulotikum rifampicin bylo do 1é¢by zafazeno v 80. letech. Doba
lécby se postupné zkracovala a byla snizovdna Cetnost preventivnich vySetfeni z diivodu
radiacni zatéze obyvatel. Pro kontrolu nad TBC byl v roce 1981 zalozen Registr tuberkulozy,
jehoz nedilnou soucasti je databaze Informacniho systému bacilarni tuberkulozy (ISBT).
Registr tuberkulézy shromazd’uje data o nové vzniklych ptipadech i recidivach, obsahuje
identifikace pacientd, druhy vysetieni, diagnozy, priabéh 1é¢by, prislusnost daného pacienta
k rizikovym skupindm, absolvovana ockovani apod. Je tak nezbytnou soucasti kontrolniho

systému proti TBC v CR a umoznuje omezit vyskyt tohoto onemocnéni (4, 12, 13).

Dnes Ceska republika patii do kategorie evropskych zemi s nizkou nemocnosti TBC.
V roce 2013 bylo v CR do Registru tuberkulézy nahlaseno 502 onemocnéni tuberkulézou
vSech forem a lokalizaci, tj. 4,8 pfipadu na 100 000 obyvatel. Celosvétoveé vsak zlstava
nakaza Mtb zna¢nym problémem, jenz ma dosah i na naSe Gizemi (migrace, multirezistentni
formy apod.). Dale tedy pokracuje snaha o snizovani jejiho vyskytu a jeji morbidity i ptes jeji
relativné nizky vyskyt (14, 17). Vyvoj poctu hlagenych onemocnéni TBC na nasem uzemi je

patrny z obr. 2.

100 f======mmmmmmmm D Recidiva TBC jina -
ONové zjisténa TBC jina
ORecidiva TBC DU

mNové zjisténa TBC DU

Obr. 2: Vyvoj poc¢tu hlagenych onemocnéni TBC na 100 000 obyvatel na na§em tGzemi (14)
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4. BAKTERIE RODU MYCOBACTERIUM

Z taxonomického hlediska 1lze rod Mycobacterium zaélenit do Celedi
Mycobacteriaceae, fadu Actinomycetales, tiidy Actinobacteria, kmenu Actinobacteria. Za
taxonomicky znak lze oznacit mykolovou kyselinu, kterd je pro jednotlivda mykobakteria
charakteristickd. Bakterie tohoto rodu jsou Sstihlé nepohyblivé tyCinky rovného ¢i lehce
prohnutého tvaru s oblymi konci. Jejich délka se pohybuje mezi 1,5-5 um a Sifka mezi 0,3-0,6

um. Tyto bakterie nesporuluji a netvoii pouzdra (4, 5).

4.1 Vyznamni zastupce rodu Mycobacterium

Rod Mycobacterium zahrnuje celou fadu zastupci, ktefi jsou na zemi hojné rozsifeni.
Je zde skupina, ktera se specializovala vyhradné na parazitismus v lidském organismu. Mezi
né patii Mycobacterium leprae, vyvolavajici lepru a skupina bakterii oznaovanych jako
Mycobacterium tuberculosis komplex. Tento komplex zahrnuje fenotypové rozdilné bakterie,
které se 1iSi svou patogenitou i zptisobem vybéru hostitele. Na tirovni genomu si vSak jsou
tyto bakteriec velmi blizké a maji z 99,9 % shodnou genetickou informaci. Do tohoto
komplexu tadime bakterie M. bovis, jenz se nachazi ptedev§im u dobytka, M. africanum
typické pro tropické zemé Afriky, M. tuberculosis, M. bovis BCG, M. microti, M. caprae, M.
canetti a M. pinnipedi. Tato mykobakteria (s vyjimkou vakcina¢niho BCG kmene) jsou
schopna vyvolat tuberkulozu. Vyznamnymi slozkami biotopl jsou podminéné patogenni
druhy mykobakterii, se kterymi se V biologickém materidlu, diky ptibyvajicimu poctu
imunosuprimovanych pacientli, setkavame stale cast&ji. Mohou u nich vyvolavat tzv.
mykobakteridozy s podobnymi projevy jako je tomu u tuberkuldézy. Na zaklad€ patogenity

muzeme mykobakteria rozdélit celkem do tii skupin uvedenych v tabulce 1 (4, 5, 15, 16).

Tabulka 1: Rozdéleni mykobakterii dle patogenity

Obligatné patogenni Potencialné patogenni Nepatogenni (ziidka)
M. tuberculosis M. avium M. asiaticum M. gordonae

M. bovis M. intracellulare M. ulcerans M. flavescens

M. africanum M. kansasii M. malmoensae M. terrae

M. leprae M. marinum M. haemophilum M. smegmatis

M. canetti M. xenopi M. simiae M. phlei

M. pinnipedi M. fortuitum

M. microti M. chelonae
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4.1.1 Mycobacterium tuberculosis

Bakterie Mycobacterium tuberculosis piedstavuje pro ¢lovéka velmi nebezpeéného
patogena, ktery zavazn¢ ohrozuje jeho zdravi a ktery je nejCastéjSim pavodcem lidské
tuberkulozy. Za pivodce tohoto onemocnéni jej oznacil v roce 1882 Robert Koch, proto se
dosud n¢kdy nazyva bacilem Kochovym. Celosvétoveé vyvolava ptiblizné 95 % piipadi TBC
(v CR témét 100 %). Mycobacterium tuberculosis vytvafi granulovanou tkan (granulom)
obsahujici Langhansovy ob#i bufiky s podkovovitym tvarem jadra. Vysoka hydrofobnost jeho
stény komplikuje zneSkodnéni enzymy lysozomi uvniti makrofagi. Timto mechanismem

zpusobuje nebezpecné a protrahované chronické infekce (4, 5).

4.2 Chemické sloZzeni mykobakterii

Acidorezistentni ty¢ky (dale jiz ART) rodu Mycobacterium obsahuji piiblizné¢ 60 %
vody, dale organické a anorganické latky (lipidy, proteiny, polysacharidy). Tento rod se
vyznacuje specifickym typem bunécné stény, ktera je znacné odolnd k vnéj$im fyzikdlnim a
chemickym vliviim. Jeji vlastnost vysoké hydrofobnosti zpiisobuje mnoZstvi slou€enin
podobnych voskiim. Vyznamnymi sloZkami bunééné stény jsou mykolové kyseliny, které se
nachazeji pod vrstvou lipidové svrchni ¢asti bunécéné stény tvotici vnéjsi obal mykobakterii. U
druhu M. tuberculosis rozliSujeme tii zakladni mykolové kyseliny: alfa-, methoxy- a
ketomykolovou kyselinu, dale faktor patogenity dimykolat trehalozy, toxicky glykolipid a
vosk D se senzibilaénimi G€¢inky vic¢i endotoxiniim a se zvySenym adjuvantnim tc¢inkem. Pod
mykolovymi kyselinami se nachdzi polysacharidova vrstva arabinogalaktanu, pod kterou
nasleduje vrstva peptidoglykanu a cytoplazmaticka membrana. Zatimco proteinové slozky
mykobakterii navozuji humoralni 1 celularni imunitu (polysacharidy pouze humoralni),
mykobakteridlni lipidy urcuji toxicitu vici hostiteli tim, ze snizuji mykobaktericidni aktivitu

alveolarnich makrofagi (5, 15). Struktura stény mykobakterii je znazornéna na obrazku 3.
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https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Langhansova_bu%C5%88ka&action=edit&redlink=1
https://cs.wikipedia.org/wiki/J%C3%A1dro_bu%C5%88ky

Obr. 3: Schéma morfologie buné¢né stény mykobakteria (19)

17



5. ONEMOCNENI TUBERKULOZOU

Tuberkuléza v CR ma nizkou prevalenci. TBC délime na primarni a postprimarni.
Primarni typ souvisi s prvnim kontaktem hostitele a infekci mykobakteriemi. Postprimarni
tuberkuldza se rozviji u lidi po primoinfekci. Podle statistik napada M. tuberculosis komplex
ptiblizn¢ v 90 % ptipadi dychaci tstroji. Ve zbylych zhruba 10 % jej nachazime na jinych
organech téla. Jde o mizni uzliny, kosti a klouby, urogenitalni trakt, kiizi, pleny mozkové,
peritoneum, perikard a gastrointestinalni trakt. Postizen muize byt prakticky jakykoliv organ

téla (4, 14). Podrobnéji je vycet hlasené TBC dle diagnoz v roce 2013 na obr. 4.

TBC pleuritis
3.4% _ )
TBC nitrohrudnich )
uzlin Ostatni TBC DU
0,8% 2,8%
TBC periferni
lymfadenopatie
4.8%
Jind TBC
0,
4% TBC kosti a kloubii
2.0%
Ostatni TBC jina
TBC plic 26%

83,7%

Obr. 4: Struktura hlaSené TBC v roce 2013 podle diagndz (14, pfevzato a upraveno)

Nékaza vznika obvykle pfimym vdechnutim mykobakterii vylu¢ovanych nemocnymi.
Dochazi k vzniku priméarniho komplexu (lozisko v plicich a reakce pfislusné uzliny). Dalsi
rozvoj nemoci zavisi na celkové odolnosti jednotlivce, ktera je u mnoha lidi zvySena
ockovanim (BCGQG) a na genetickych faktorech. MiiZze dojit ke zhojeni, pii kterém se lozisko
opouzdii a muze kalcifikovat. Mykobakteria vSak pfesto mohou v organismu piezivat mnoho
let a pti poklesu odolnosti vyvolat onemocnéni. Pti tézké forme se vyvine do nekrozy, ktera
muze kaseifikovat a kolikvovat; v nepfiznivém stavu tedy pravdépodobné vznikne dutina

(kaverna) s dal$im Sifenim infekce a zanétu (4, 20).
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5.1 Primarni typ tuberkuldzy

V naprosté vétSingé piipadt je infekce do dolnich plicnich lalokii pfenesena
vdechovanim kapének bronchidlniho sekretu (kapénkova forma) voln€ se vznasejicich
mikrobl. Mnozeni mykobakterii se V pfipadé primarni TBC potlaci rozvinutim bunécné
imunity. V pribéhu prvni dekddy se zméni v tuberkuldzni specificky fokus-infekt, jez se
vyznacuje centralni nekrézou s okraji z granulacni tkdné obsahujici epiteloidni, obrovské
bunky a lymfocyty. Pozdéji zde vznika kalcifikace. Dal$i rozsev mykobakterii pokracuje pies
lymfatické cévy do lokalnich miznich uzlin a spolecné s plicnim zanétem utvaii primérni
tuberkulézni komlex. Ve vétSin€ piipadit se s rozvojem bunééné imunity dostavi spontanni
zhojeni a po 4-6 tydnech byva ukazatelem pouze piecitlivélost na tuberkulin — tzv. latentni
tuberkulozni infekce (LTBI). U progresivni primarni tuberkuldzy s rozvojem precitlivélosti
primarni infiltrat kaseifikuje ¢i mohou vznikat kaverny. Béhem dalSich mésicti se

mykobakteria mohou §ifit do dal§ich ¢asti plic, vzacné do ostatnich organt (4, 9, 21).

5.1.1 Latentni forma tuberkul6zy (LTBI)

Neaktivni ziva mykobakteria, jejichz infekt byl zastaven imunitni reakci, pfezivaji bez
jakychkoliv pfiznaktl v organismu. Je mozné, ze tato forma v prubéhu desitek let piejde
v aktivni onemocnéni. Velmi rizikovou skupinu, u které je pravdépodobny piechod do aktivni
formy, ptedstavuji jedinci HIV pozitivni. ZvySeni rizika nastalo v dnesni dob¢ také s nartistem
pacientll po terapii preparaty anti-TNF-alfa, které zptsobuji utlum imunitni reakce organismu
vici nakazeni tuberkul6zou. Tento pfechod do aktivni formy probihd asi u 10-15 % jedinct
infikovanych latentné. Pacienti s LTBI jsou pravdépodobné pozitivni na IGRA test a
tuberkulinovou zkousku. Jejich radiologické nalezy se vyznacuji kalcifikaci ¢i zesilenim

pohrudnice, miizeme vSak nalézt i normalni obraz rentgenu hrudniku (19, 21).

5.2 Postprimarni typ tuberkuldzy

Jedné se o chronickou formu u osob infikovanych fadu let. K jejimu vzniku je
zapotiebi dal$i exogenni reinfekce nebo aktivaci primarni tuberkulézy. Vznikd klinicky
manifestni tuberkuléza po mnohaleté latenci. Reaktivovana perzistentni mykobakteria
potebuji energeticky zdroj z mastnych kyselin. K jejich tvorbé je nezbytny enzym

izocitratlyaza. Tato mykobakteria pak nachazime nejcastéji v plicnich vrcholech, rastovych
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zonach dlouhych kosti a v ledvinach. Postprimarni tuberkuléza je choroba dospé€lé populace

(4).

5.3 Morfologické projevy onemocnéni

Z anatomického hlediska spociva popis patologického obrazu na dvou fenoménech, na
charakteristice tuberkul6zniho uzliku a tuberkul6ézniho exudatu. Oba se mohou rozvinout do

formy kasedzni nekrézy. Tento jev se vyskytuje u primarni i postprimarni tuberkulozy (4).

5.3.1 Tuberkul6zni uzlik

Soucasti tuberkuldézniho uzliku jsou Langhansovy a epiteloidni buriky. Jeho velikost je
okolo 1-2 mm. Obsahuje nejen pro tuberkulozu specifické morfologicky zménéné epiteloidni
bunky, které jsou pretransformovany v makrofagy fagocytujici mykobakteria. Spojenim
vétsitho poctu téchto makrofagh vznikaji velké mnohojaderné Langhansovy buiniky. Zhojeni

tuberkuldzniho uzliku muize prob&éhnout tvorbou jizvy ¢i nekrézou tkané (4).

5.3.2 Tuberkul6zni exudat

U jakéhokoliv organu, pfedevs§im vSak u serdznich blan a sliznic se miiZzeme setkat
s tvorbou tuberkul6zniho exudatu. Tuberkul6zni exudat je ser6zni s hojnym podilem fibrinu,
velkym mnozstvim makrofagi a lymfocytii. Méni se posléze kasedzni nekrdzou a tim se také
dostava do okolnich oblasti, kde vznika specifickd granulacni tkan obsahujici epiteloidni a

Langhansovy buriky (4).

5.4 Klinicke projevy onemocnéni

Plicni forma onemocnéni miize probihat relativné mirné, u silné oslabenych jedinci
vyjimecné muze dojit k mohutnému rozsevu drobnych lozisek do celého organismu (miliarni
TBC) vcetné obavaného postizeni mozkovych plen (bazildrni meningitida) nebo k téZkému
tuberkuléznimu zépalu plic. Postupné Siteni TBC v plicich s Cetnymi rozpady muize vést k
hemoptyze, k postizeni funkce plic a k Sifeni ndkazy do jinych organli i na jiné osoby. U
vétSiny nemocnych jsou typické projevy onemocnéni. Ty mohou byt funkcni ¢i celostni. Mezi

celostni pfedevs§im patfi zvySend tnavnost, poceni ve spanku, niz§i vykon, nechut’ k jidlu,
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malnutrice, pokles hmotnosti a v neposledni fade zvySena teplota. Do funk¢nich pfiznaki 1ze

zatadit pfedevsim kasel, dusnost, bolest na hrudi a jiné (4, 22).

Mezi fyzikalni vySetfeni zahrnujeme sledovani zmén na jizvé po BCG vakcing,
vySetfeni zvétSenych miznich wuzlin a asymetrie hrudniku ¢i jeho znetvofeni po
torakoplastikach. Hypersonornim poklepem identifikujeme umisténi vétsi kaverny. Snizenou
dechovou intenzitu prokaZzeme poslechem. Provedenim RTG skiagrafického vySetieni
hrudniku jsme schopni rozeznat loziskové a infiltrativni stiny. Asymptomatickd forma
tuberkulozy plic je téz cCasto zachycena pii RTG vySetfeni. Za jistotu v diagnostice
tuberkulézy vSak jen rentgenové vySetfeni povazovat nelze, a proto je nutna dal$i metoda

zajistujici vySetfeni sputa. Jeho pozitivitou je poté tuberkuloza prokazana (4, 22).

5.5 Imunitni odpovéd’ organismu

Na imunitni odpovédi organismu, a tim i rozvoji tuberkul6zni infekce, se podili fada
faktort. Jedna se o hostitelovu vnimavost, jeho vék a aktualni zdravotni stav, rychlost rozvoje
bunééné imunity a také o imunitu ziskanou (pfedevsim ockovanim). Ze strany patogena je
dulezitym faktorem infekéni davka, jez je pro ¢lovéka u Mtb méné nez 10 mykobakterii.
Pfirozenou vnimavost hostitele vii¢i mykobakteriim ovliviiuji genetické faktory, a ktera tizce
souvisi s genem NRAMP1 (z angl. natural resistence-associated macrophage protein 1)
kodujicim ptirozenou rezistenci makrofagl. Ve vétsin€ piipadi dojde ke spontannimu zhojeni
jiz diky rozvoji bunééné imunity. Ziskana odolnost pak pomaha zabranit dal$imu rozsevu
mykobakterii. Veskeré imunitni mechanismy organismu vSak nejsou dodnes zcela objasnény

(4, 5).

5.5.1 Prabéh imunitni odpovédi

Jakmile se mykobakteria dostanou do plic a jsou pohlcena alveolarnimi makrofagy,
mélo by dojit k fagocytdze. OvSem cast mykobakterii dokdze potlacit splynuti fagosomu
S lysozomy a tim tomuto obrannému mechanismu zabranit. Proto jsou schopna v tomto
prostiedi pfezit a mnozit se. S rozvojem piirozené odolnosti u infikovanych osob je dalSimu
rastu bacilii zabranéno a je podpofeno také vyhojeni prvni infekce (primoinfekce) zpiisobené

infekénim agens Cili vytvofeni jist¢ho stupné imunity. Jestlize makrofagy nezvladnou rist

21



bacili inhibovat a eliminovat je, jsou pro mykobakteria naopak piiznivym prostorem k jejich
intracelularnimu rustu. V dalsi fazi je v disledku pomnozeni mykobakterii v cytoplasmé
makrofagli zpisobena destrukce makrofagli a jejich obsah je i s bacily uvolnén do okoli.
Nasleduje opétovné pohlceni mykobakterii novymi makrofagy. Mykobakterialni
intracelularni mnozeni pak znemoziuje napt. pisobeni inhibi¢niho vlivu vitaminu D a n¢ktera

mykobakteria jsou usmrcena (4, 5, 9, 22).

Pfiblizné po mésici od ndkazy se zacind rozvijet specifickd imunitni odpovéd’
vV podob¢ pomocnych T-lymfocyti (Thl). T-lymfocyty po rozeznani infikovanych makrofaga
za¢nou uvolnovat interleukiny (IL-2, IL12), interferon gama (INF-y) a chemokiny. Tyto
pusobky zesili imunitni reakci aktivaci dalSich lymfocyt, makrofagi a monocytl, jakoz i
jejich stimulaci do mista infekce. Zda mykobakterium dokaZze intraceluldrné rist a pomnozit
se, zavisi na tom, vyskytuji-li se v aktivovaném ¢i neaktivovaném makrofagu. Makrofag se
totiz, po transformaci z monocytu a aktivaci, stavad mikrobicidnim. Makrofagy se téZ mohou

pfeménit ve fagocytujici epiteloidni buniky nebo v obii buiiky Langansovy (4, 5, 9, 22).

Na specifické imunitni odpovédi se podileji téz cytotoxické T-lymfocyty, jez
rozpoznaji a svymi perforiny a enzymy pusobi na infektem zasazené fagocyty. Tkan, jez
podléha nekroze, neposkytuje svym acelularnim prostfedim vhodné podminky pro Zzivot
mykobakterii a témito obrannymi mechanismy miize c¢aste¢né¢ znemoznit jejich dalSimu
rozsevu. Mykobakteria v tuberkuloznim lozisku jsou schopna piezivat nékolik desitek let a je
tedy pravdépodobna jejich reaktivace. Nékdy muze nastat likvefakce (zkapalnéni) loziska a
vytvofeni aerobnich podminek, které mohou vést k podpofe rustu mykobakterii
extracelularné. Tento stav se stdva pro imunitni systém nezvladatelnym s dalSim
destruktivnim Sifenim ohniska. Zpisobi rozruseni stény bronchu a tim umozni kapénkovy

ptenos tuberkulozy (4, 5, 9, 22).
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6. PREVENCE A LECBA TUBERKULOZY

Pted vice nez 100 lety, kdy proti tuberkuldze neexistovala i€inna terapie, byla jedinou
moznosti izolace nakazenych osob. Skute¢ny boj s timto onemocnénim zacal v roce 1921
V pafizském Pasteurové ustavu. Francouzskym lékarem Albertem Calmettem a veterinafem
Camilem Guérinem zde byla vyvinuta prvni oCkovaci latka proti TBC, kterd bez nadsazky
umoznila v prabehu nasledujicich dekad zachranit miliony lidskych zivoti a kterd dostala
oznaceni BCG (Bacilus Calmette Guérine) vakcina. Na dalsi vyznamny tspéch v bitveé s touto
zakeinou chorobou si lidstvo muselo pockat dalSich 20 let do chvile, kdy bylo americkym
mikrobiologem Selmanem Waksmanem vyvinuto antibiotikum Streptomycin. Ten se tak stal i
ptes fadu nezédoucich ucinkli prvnim a velice u¢innym lékem proti TBC a na jeho uspéch
navazaly dalsi 1éky. V 70. letech 20. stoleti silil mezi lidmi nazor, ze se tuberkuléozu diky
ockovani a antibiotikim podafilo prakticky vymytit. Tento nazor byl vSak mimo jiné
vyvracen zjisténimi, ze velky rovoj mezinarodniho cestovniho ruchu vedl k $ifeni této nakazy
1 do oblasti, kde se do té doby bylo mozné s timto onemocnénim setkat pouze ztidka. Navic se
objevily zcela nové kmeny mykobakterii, které jsou rezistentni na bézn€ pouzivana
antituberkulotika. Podle odhadid WHO je dnes nakazena Mth az tietina svétové populace a
rozpoc¢et do roku 2020 pro boj s tuberkul6zou v nejchudsich ¢astech zemé se odhaduje na

¢astku 3 miliard americkych dolart (23).

6.1 Preventivni opatfeni

Mezi dilezitou prevenci v boji proti tomuto obavanému onemocnéni dnes stale
bezesporu fadime zvySovani Zivotni urovné obyvatel a upevnéni spravnych hygienickych
navykd u vech etnickych skupin. Déle sem patii vyhledavani a izolace nakazenych jedinct a
preventivni poddvani antituberkulotik. Epidemiologicky zplsob snizovani vyskytu
tuberkulozy zahrnuje Setfeni v centru nakazy, vyhledavani kontaktl a 1é¢eni nakaZenych
jedinct. V neposledni fadé do kontroly tuberkuldzy patti také povinné hlaseni TBC, kdy se
informuje krajska hygienickad stanice. Dal$i opatfeni, mezi néZz se fadi rentgenologické

vySetieni plic, se poté pouzivaji pouze pro osoby z rizikovych skupin (24).
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6.1.1 Ockovani

Jedno z vyznamnych a nejvice diskutovanych preventivnich opatieni proti tuberkuldze
piedstavuje ockovani, jehoz indikace byla ur¢ena predevsim k aktivni imunizaci déti ve véku
od ctyf dni do Sesti tydnl, pfipadné starSich tuberkulin negativnich déti ¢i dospélych
vystavenych zvySenému riziku tuberkulézy. K ziskani této vakciny je zapotiebi pasdzovani z
zivého puvodniho kmene Mycobacterium bovis a jeho postupna atenuace, kterou se dosahne

ztrata virulence a rezidualni invazivnosti se zachovanim puvodni protektivni G¢innosti (24).

Dne 1. listopadu 2010 bylo vyhlaskou ¢. 299/2010 Sb po témét 60 letech celoplosné

o¢kovani v Ceské republice zruseno a byla zavedena vakcinace selektivni (54).

6.1.1.1 Imunitni reakce na o¢kovani

BCG vakcina se aplikuje intradermdln€, po vpichu vznikne v jeho misté zanétliva
reakce. Jakmile mykobakteria osidli lymfatické uzliny, nasleduje jejich rozsifeni do celého
téla. V misté aplikace vakciny preziva a pomnozuje se piiblizné 10 % zarodkd, které
chemotakticky pfitahuji lymfocyty a monocyty z krevniho fecisté. Nedochdzi k tvorbé
protilatek, ale zvySuje se a aktivuje bunécnd imunita, kterd by mohla plsobit protektivné
Vv ptipad¢ pozdéjsiho kontaktu s infekci. Dendritické buiiky sidlici na pomezi organismu s
jeho okolim spusti imunitni reakci na periferii, kterd déale pfechazi do lymfatickych organt a
graduje v proliferaci naivnich lymfocyti. Thl bunééna odpovéd’ je zarukou kvalitni ochrany
ockovanych osob, kdeZto tvorba Th1l dohromady s Th2 ¢i pouze Th2 ve vysledku piedstavuji
nezdar, jelikoz prevazuje-li zrani T-helper bunék v klon Th2, BCG ockovéani dostate¢né
nechrani a vede k rozvoji vedlejSich U€inkl. Prevaha tvorby Thl bunééné odpovédi, jejiz
vznik zavisi z velké ¢asti na v€ku ockované osoby ¢i genetické dispozici a tedy Gzce souvisi
s divody, pro¢ o€kovat novorozence ¢i velmi malé déti, je také pfi¢inou pro vakcinaci této

vékové skupiny (53).
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6.2 Lécba tuberkulozy

Na tuspéch streptomycinu navéazala ftada dalSich preparatl, které se snazily
kompenzovat nedostatky prvniho antituberkulotika. V soucasnosti pouzivana terapie byla
vyvinuta jiz v 60. letech 20. stoleti a je kombinaci ¢tyf druhti antituberkulotik - rifampicinu,
pyrizinamidu, isoniazidu a ethambutolu. Tato kombinace se postupem let ukazala jako velmi
ucinna pii dodrzeni délky terapie 6 az 9 meésicli. V zavislosti na rozsahu onemocnéni
tuberkul6zou a pridruzenych chorobach 1é¢eného pacienta miize doba 1€¢by trvat po dobu 4 az
12 mésici. Vysoka uc¢innost antituberkulotické terapie vedla v 70. letech k nazoru, Zze byla
tato zaketna nemoc potlacena az vymycena. Tento nazor se vSak ukéazal jako mylny a naopak
svét v této oblasti cekala a ceka tada uskali. Jednim znich byl vzestup mnozstvi HIV
pozitivnich osob ve spole¢nosti. Osoby nakazené virem HIV jsou diky oslabeni imunitniho
systému 10-15Xx vice nachylnéjsi k propuknuti tuberkul6zy. V ojedinélych piipadech muze
dojit k nebezpecnym interakcim mezi antivirotiky a antituberkulotiky, které HIV pozitivni
osoby ohrozuji na zivoté a nuti je odlozit antivirotickou 1é¢bu az na dobu po vylééeni TBC (4,

23).

6.2.1 Lécba rezistentnich forem TBC

Vyzvou pro vyvoj novych 1ékti byl objev mykobakterii, které jsou rezistentni ke
standardni terapii. Tyto kmeny vznikaji nedodrZzenim léCebnych protokolii a podle statistiky
WHO je zhruba 5 % novych ptipadi tuberkulozy zptisobeno kmenem Mtb, ktery je rezistentni
k izoniazidu a rifampicinu. LéCba pacientl nakazenych témito kmeny ozna¢ovanymi jako
MDR (z angl. Multidrug-resistant) probiha az né€kolik let. K 1é¢bé jsou pouzivana
antituberkulotika druhé fady a cena terapie je mnohonasobné¢ vyssi, nez je tomu u klasickych
kmentt Mtb, coz tuto formu 1é¢by naprosto vyfazuje z moznosti vyuziti v chudych ¢astech
svéta. Skutecnost, Ze vétSina nakaZenych multirezistentnimi kmeny pochézi z chudych oblasti
svéta, nemotivuje farmaceutické spolecnosti k vyraznému vyzkumu novych 1é¢iv. Také proto
se odhaduje, Ze jsou adekvatné 1éceny pouze 2 % pacientll nakazenych MDR kmeny. Toto
procento by v budoucnu mohly zvysit nové, kratsi a efektivnéjsi 1écebné postupy v podobé

kombinace nejnovéjsich 1ékt proti MDR - Bedagilinu a Delamanidu (18, 23, 45, 55).
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Sjest¢ hor$i situaci se setkavdme u kmenti oznacovanych jako XDR (z angl.
extensively drugrezistant). Tyto Dbakterie jsou rezistentni prakticky ke vSem
antituberkulotikim 2. fady a podle WHO byly v roce 2008 zaznamenany jiz ve 49 zemich
svéta. Odhaduje se, ze toto Cislo je vyrazné snizeno skutecnosti, ze laboratorni vybavenost
neumozinuje v mnoha ¢astech svéta XDR kmeny viibec diagnostikovat. Jednim z efektivnich
nastroju pro lécbu rezistentnich forem tuberkuldzy je napiiklad 1€k Linezolid, ktery se ukazal

jako u¢inny 1€k proti MDR i XDR kmentim (23, 55).

6.3 Vyvoj novych 1€kt

Pro vyvoj novych 1€kt se jako zakladni jevi pochopeni komplexnich vztahli mezi
bakterii a organismem. Rada novych 1ékii pii svém vyvoji selhala totiz pravé ve chvili, kdy
testovani v laboratoii pfeSlo na testovani na zivém organismu. V dne$ni dobé& pifi vyvoji
novych 1éki pomahaji také poznatky z vyzkumu mykobakteridlniho genomu, diky nimz se
védci dozvédeli o nékolika slabych mistech mykobakterii, kterd by v budoucnu mohla byt
vyuzita v boji s touto bakterii. Kromé novych metod inhibice syntézy ATP a niacinu také

probiha vyzkum sloucenin, jez vedou v bakteriich ke vzniku vét§tho mnozstvi oxidu

MIw e
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7. LABORATORNI DIAGNOSTIKA MYKOBAKTERII

Vcasna a spravna laboratorni diagnostika tuberkulézy mé zasadni vliv na jeji pozd¢jsi
1é¢bu. K ziskani optiméalnich laboratornich vysledkt je dulezitd preanalyticka faze vysetieni,
kterd zahrnuje predevsim spravny odbér biologického materidlu, ze kterého ma byt vysetfeni
provedeno a také jeho rychlé dopraveni do laboratofe pfi zachovani vhodnych transportnich
podminek. Dnesni laboratorni diagnostika mykobakterii stale vyuziva klasické metody,
kterymi jsou mikroskopické vySetieni a kultivace. Kultivace je v poslednich letech urychlena
vyuzitim automatickych kultiva¢nich systému typu Bactec. V laboratorni diagnostice latentni
formy tuberkuldzy se uplatnuji predevsim tzv. IGRA testy, které umoznuji méfit imunitni

odpovéd’ organismu na styk s mykobakteriemi (25, 47).

Velky rozvoj v laboratorni diagnostice tuberkuldzy pfinasi molekularné genetické
metody, které jsou stale vice vyuzivany pfi rutinni diagnostice i epidemiologickych studiich a
umoziuji béhem nékolika mdlo hodin prokdzat mykobakterie v biologickém materidlu ¢i
identifikovat vykultivovand mykobakteria. Ptehled laboratornich metod pouZivanych

v diagnostice tuberkulozy je uveden v tabulce 2 (25).

Tabulka 2: Srovnani nejpouzivangjsich laboratornich metod k diagnostice M. tuberculosis (25)

Doba do ziskani

Laboratorni metoda vysledku

Biologicky material Hodnoceni — priikaz

vSechny materialy
mo¢, krev, menstrua¢ni 2h

Mikroskopicky preparat

krev, stolice na vyzadani

acidorezistentni tycky

Kultivaéni vySetieni

vSechny materialy

2-9 tydna

ziva mykobakteria

Urychlena kultivace
BacT/ALERT, Bactec

vSechny materialy

nékolik dnéi — 6 tydné

ziva mykobakteria

vSechny materialy — u

geneticky material

AMTD, PCR nékterych testd kromé 6-8 hodin specificky pro M. thc
krve komplex
QuantiFERON krev do &tyf specidlnich | ,,, interferon gama (IFN-Y)

zkumavek

stav bunééné imunity
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7.1 Biologicky materidl k zachytu tuberkul6zy

Pro zachyt nejCastéjsi, plicni formy TBC, odebirame ranni sputum. Zpocatku
odebirame vzorek sputa tfikrat po sobé do mensi plastové nadobky urcené k prepravé a
Vv mnozstvi alesponi 2 ml. Poté staci odbér opakovat jednou tydn€. Ptiblizn¢ jednou mési¢né se
provadi kontrolni odbér od 1éenych pacienti. K indukci sputa v pfipadé nemoznosti
vykaslani se pouzije 3% NaCl. Dalsi variantou pii nemoznosti ziskani sputa je laryngélni
vytér, ktery vSak jako jeho ndhrada slouzi pouze vyjimecné. Dale se provadi odbér
bronchidlniho vyplachu ¢i bronchoalveolarni lavazni tekutiny nebo zalude¢ni aspirat sondou.
Protoze TBC muze mit mnoho podob, provadime odbéry biologického materialu také u osob
s podezienim na jeji mimoplicni varianty. Podle lokalizace zvolime odbér nékteré¢ho z téchto
materiali: moc¢, menstruaéni krev, likvor, hnis, krev, pleurdlni vypotek, kloubni vypotek ¢i
biopticky, sekéni materidl. Veskery material se odebira do sterilnich zkumavek ¢i na sterilni

tampony. Vhodnymi vzorky pro vySetfeni na mykobakteria neni stolice a krev (4, 26).

7.2 Ptiprava vzorku pro diagnostiku

Z dtivodu bezpecnosti musi byt veskeré laboratorni prace s biologickym materidlem
provadény Vv biohazard boxu. Pfed zpracovanim vétSiny druhtt do§lého materidlu pro
kultiva¢ni, mikroskopickda a amplifikaéni vySetfeni je nezbytné pfijaté vzorky podrobit
dekontaminaci, homogenizaci a neutralizaci. Dekontaminaci se za pouziti sodného louhu
popf. anorganickych kyselin potla¢i rast privodni nespecifické mikroflory. Po dekontaminaci
1ze sediment pouzit ke zhotoveni natéru pro mikroskopii, k o¢kovani na kultivacni média ¢i
pouziti jeho ¢asti jako vstupniho materialu pro amplifika¢ni vySetfeni. Bez dekontaminace je
mozné inokulovat pfimo na plidy pouze likvor, punktaty nebo jiné sterilné odebrané vzorky,

kde predpokladame, ze budou bez dalsich ptimési (26).

7.3 Mikroskopicky prikaz mykobakterii

Vyhodou mikroskopie je jeji ¢asova nenarocnost, finan¢ni dostupnost a jednoduchost.
Vysledek mikroskopie je dostupny obvykle do dvou hodin po zpracovani vzorku. Metoda
slouzi k identifikaci osob s aktivni tuberkulézou a umoziuje piehled kvality jejich 1écby.

Nemocni s mikroskopickym zachytem acidorezistentnich tyc¢ek (ART) se stavaji vyznamnym

28



zdrojem infekce a mikroskopie tak mutze byt také dulezitym epidemiologickym ukazatelem.
Na druhou stranu u tohoto typu vysetieni je nemozné mykobakteria blize specifikovat a
identifikovat jejich vitalitu. Rovnéz se jedna o nejméné citlivou metodu, kdy nizs§i hodnoty
ART, nez u pacienti s nalezem 50 000-100 000 mykobakterii v 1 ml, neni mozné timto
vySetienim podchytit. Pokud neni mikroskopicky nalez potvrzen pozitivni kultivaci, jsou
acidorezistentni tycky biologicky inaktivni. Z toho vyplyva, ze touto metodou nelze nahradit
kultivani vySetfeni, pouze jej doplnit. Zjisténé¢ acidorezistentni tyCinky se hodnoti
kvantitativné poctem v zornych polich a oznac¢i se, dle jejich mnozstvi, poctem kiizkda.
Pomoci mikroskopu muizeme pozorovat bakterie izolované ¢i ve formé shlukt. Typické
hadovité utvary, které mizeme vidét v preparatech z kultury virulentnich kmenti, nazyvame

cording faktor (viz obr. 5). Vétvici se formy se vyskytuji ziidka (26, 27).

BéZzné se pifi diagnostice pouzivaji dva zplsoby mikroskopického vySetfeni a to
fluorescenéni mikroskopie vyuzivajici barveni fluorochromy a jejich detekci v UV svétle
nebo mikroskopie ve viditelné ¢asti spektra svételnym mikroskopem po obarveni dle Ziehl-
Neelsena. Oba zpusoby barveni vyuzivaji acidorezistence mykobakterii (z divodu velkého
mnozstvi lipida v bunécné sténé) a s jejich schopnosti tvofit stabilni komplexy s barvivy jako
fuchsin pro svételnou nebo auramin O pro fluorescenéni mikroskopii. Vstiebani barviv
umozni napt. fenol pro fluorescencni a zvysena teplota pro svételnou mikroskopii. Nésledné
odbarvovani bazemi, zasadami nebo alkoholem neni mozné, proto se Kklasické barveni dle
Grama nepouziva. Mikroskopicky se standardné nevySetfuji mo¢ a vytéry (laryngealni a
zpravidla ani jiné). Nejcastéji se mikroskopicky preparat piipravuje z dekontaminovaného

vzorku (4, 26, 27).

P ,ﬁé‘m

Obr. 5: Cording faktor u virulentnich kment mykobakterii (28)
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7.3.1 Fluorescen¢ni metoda

Fluorescen¢ni mikroskopie se vyuziva k vySetfeni majoritniho poctu vzorkl a piindsi
oproti barveni dle Ziehla-Neelsena né€kolik vyhod. Je senzitivnéj$i a umoziuje odecitani pfi
mensim zvétSeni (200-400x). Lze tedy prohlédnout vétsi plochy piipadajici na jedno zorné
pole a tim u kazdého vzorku menSi mnoZstvi poli. Preparat se hodnoti meandrovitym
pohybem v poctu 25 zornych poli, hodnoceni se provadi semikvantitativné na ktizky (viz
tabulka 3). Ke screeningu se pouziva barveni pomoci fluorochromd (smés auraminu O
s rhodaminem B). Pod fluorescen¢nim mikroskopem se mykobakteria zobrazi jako zarivé
stiibtité, zlutozelené tyCinky na tmavé rudém pozadi (viz obr. 6). Jelikoz se fluorochromy
vazi 1 na nckteré jiné bunécné struktury, hrozi zde faleSna pozitivita, kterou je potieba

vyloucit metodou dle Ziehl-Neelsena a ovéfit tak spravnost ve svételném mikroskopu (29).

Obr. 6: Obraz Mtb po obarveni fluorescenéni metodou (30)

Tabulka 3: Hodnoceni ndlezu mykobakterii po barveni fluorescen¢ni metodou (29)

0 ART nenalezeny (nebo 1 - 4 ve 25 zornych polich)

+ ojedinélé ART (5 - 20 ve 25 zornych polich)

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

+++ velmi pocetné ART (vice nez 100 ve 25 zornych polich)
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7.3.2 Metoda dle Ziehl-Neelsena

Ve srovnani s predchozi metodou pomalejsi barvici technika dle Ziehl-Neelsena se
vyuziva predevsim pii mikroskopii kultur a jejich kontrole. Pfipraveny preparat se vySetiuje
pomoci binokuldrniho mikroskopu s pouzitim imerzniho oleje, kde miizeme acidorezistentni
tycky pozorovat jako Cervené zbarvené na zeleném ¢i modrém pozadi (obrazek 7). Hodnoti se
nejméné 50 zornych poli meandrovitym pohybem ve tfech podélnych pruzich a pozitivita

Vv preparatu se udava v poctu kiizk podle mnozstvi nalezenych ART (viz tabulka 4) (29).

Obr. 7: Obraz Mtb po obarveni metodou dle Ziehl-Neelsena, zvétseno 1000x (31)

Tabulka 4: Hodnoceni nalezu mykobakterii po barveni metodou dle Ziehl-Neelsena (29)

0 ART nenalezeny (v 50 zornych polich

1-9 ojedinélé ART (udava se pocet v 50 zornych polich)
A 10 - 20 v 50 zornych polich

++ 21 -100 v 50 zornych polich

+++ vice nez 100 v 50 zornych polich
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7.4 Kultivace Mycobacterium tuberculosis

Aby nedoslo k naruSeni kultivace kontaminaci pterostlou flérou ostatnich bakterii, je
potieba provadét dekontaminace odebraného materialu. Potlaceni ristu Mtbh mohou zpusobit
také produkty cizi nespecifické mikroflory a kultivace by se jimi mohla snadno znehodnotit.
Dekontaminaci je mozné provadét z divodu zvysené rezistence Mtb k zasadam a bazim. To je
dano diky znacnému obsahu lipidi v bunééné sténé mykobakterii. Zavedené metody, které
tohoto vyuzivaji, jsou pfedevs§im modifikovana metoda dle Petroffa nebo metoda s N-acetyl-
L-cysteinem (se 4% NaOH + 0,9% citronanu sodného) ¢i postup s laurylsulfaitem sodnym.

Sediment, ktery vznikne po centrifugaci, se nasledné oc¢kuje na kultivaéni media (4, 5, 32).

Objem 0,2 ml vzorku ve formé sedimentu lze oCkovat na pevné a tekuté kultiva¢ni
pudy. Bézné uzivanymi médii pro kultivaci M. tuberculosis jsou Lowensteinova-Jensenova,
Ogawova, popiipadé tekuté pudy Sulova a Middlebrook 7H9 ¢&i lahvicky automatickych
systémil. Lahvicky metabolickych systémil se ockuji a zavadeji do automatického pfistroje dle
pokyntl vyrobce z ndvodu. Po naockovani pevné plidy inokulem, ulozime vzorky ve vertikalni
poloze do komorového termostatu. Dlouha generacni doba 20-30 hodin, ktera je vzhledem
k ostatnim mikrobiim (20-30 minut), pro mykobakteria specificka, vyzaduje kultivaci po dobu
9, piipadné 12 tydnu. Optimalni teplota rastu druhu M. tuberculosis je 35-37 °C. Odecet se
provadi ve 3., 6. a 9. tydnu. U metabolickych systémi je doba kultivace dana vyrobcem a je

mozné ji dle potieby prodlouzit (napft. u likvoru) (15, 26).

7.4.1 Kultivace na pevnych ptidach

Pro optimalni riist mykobakterii jsou ptidy specialné obohacené o asparagin, glycerol,
mineralni sole a Skrob. Naopak proti ristu nespecifické mikroflory se ptfidava malachitova
zelen. Neodmyslitelnou soucasti kultivac¢nich ptd jsou také vejce koagulovana teplem. Nartist
na pevnych vaje¢nych ptidich Ogawové a Lowenstein-Jensenoveé je obvykle mezi 3 az 9
tydny. Po jejich naockovani se ulozi do termostatu, kde je zajisténa vhodna vlhkost vzduchu a
optimalni teplota inkubace nejcastéji 37 °C (zfidka nizsi) a po 3, 6 a 9 tydnech, nékdy po 12
tydnech se provadi odecet. Pfi zachytu nartstu pozitivitu hlasime, nasleduje mikroskopicka
kontrola a hodnoceni morfologie kolonii. Rist hodnotime semikvantitativné od ojedinélych

kolonii do tfi kiizki (29, 33).
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7.4.2 Kultivace v tekutych pidach

Mezi standardni média patfila tekutd ptida Sulova. Toto komeréné vyrabéné medium
obsahuje glycerol, biogenni soli, kaseinovy hydrolyzat, L-alanin a hovézi sérum (nativni
bilkovina). Kolonie se zde objevuji obvykle az po 3 tydnech kultivace. Ptitomnost

mykobakterii se projevuje vlockovitym sedimentem ¢i ve formé drobnych zrnek (26, 27).

7.4.3 Identifikace izolovanych bakterii

U vsech nove¢ izolovanych kmeni jsou pro rozliSeni jednotlivych druhli mykobakterii
provadény identifika¢ni metody, které zahrnuji sledovani mikroskopické morfologie z kultur
metodou dle Ziehla-Neelsena, morfologii a pigmentaci kolonii a biochemické parametry.
Hodnoceni morfologie a pigmentace se provadi na pevnych a tekutych ptudach, kde se
posuzuje velikost kolonii a pigmentace. Tvar a povrch se posuzuje pouze na pevnych pudach,
kde Mtb vytvati kvétakovité tvarované kolonie s nepravidelnym okrajem, které jsou nazloutlé
a drsné, typu R s drolivou konzistenci (obr. 8). Na tekutych se dale hodnoti tvorba zakalu a
schopnost rlstu v sedimentu. Mezi biochemickd méfitka jsou zafazeny tvorba niacinu,
redukce nitratu a testy k diferenciaci Mycobacterium tuberculosis a bovis, Mycobacterium
tuberculosis a Mycobacterium avium (26, 29).

Obr. 8: Kolonie Mycobacterium tuberculosis (38)
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7.5 Metabolicke testy

Testovani metabolickych zmén, které pti kultivaci probihaji ve specidlnim uzavieném
kultivacnim systému, umoziuje vyrazné zkratit dobu kultivace. V praxi se nejvice vyuziva
testovani spotieby kysliku ¢i zmény pH kultivaéniho média pii ristu mykobakterii. Kromé

samotné detekce je mozné v systému také testovat citlivost na n¢které 1éky (34, 36).

7.5.1 Prikaz tvorby CO, - systém Bactec 460 TB

Testovany vzorek je pomoci sterilni stfikacky inokulovan do jedné ¢i vice lahvicek
obsahujicich kultivaéni mykobakteridlni médium s oznacenim 12B. Toto médium je
obohacenym zdkladem zivné pudy Middlebrook 7H9. Substratem pro metabolismus
mykobakterii je zde kyselina palmitova radioaktivng znatena **C. V ptipadé pozitivniho
vzorku je tato mastnd kyselina vyuZzita mykobakteriemi jako substrat, pfi jehoz metabolismu
vznika *CO,, Ten je uvoliiovan do atmosféry nad médiem a jeho radioaktivita je kvantitativng
méfena na stupnici 0-999. Vyslednd hodnota je oznaCovana jako index rastu mykobakterii
(GI). Pro testovani rezistence na léCiva a k odliSeni od jinych typi mykobakterii je do
kontrolni lahvi¢ky pfidavano inhibi¢ni ¢inidlo, které inhibuje metabolismus a tak snizuje
vyslednou hodnotu GI. Vysledek testu lze v priméru ziskat za 9-10 dni. V podobnych
systémech lze kromé radiometrického stanoveni detekovat vznik CO; také kolorimetricky

(MB/BacT) ¢i fluorescenéné (Bactec 9240 TB) (34, 35).

7.5.2 Prikaz spotteby kysliku - systém Bactec MGIT 960

Na rozdil od pfedchoziho testu neprobiha kultivace v lahvickach, ale testovany vzorek
je inokulovan do zkumavky se 7 ml tekutého média sklddajici se z modifikovaného
Middlebrookova média 7H9 a kasionového peptonu. Na dné kazdé zkumavky je navazano
110 pl fluorescen¢niho indikatoru, ktery je pomoci silikonové zatky ptipevnén ke dnu
zkumavky. Zkumavky jsou proplachnuty 10% CO; a uzavieny polypropylenovym vickem.
Riist mykobakterii napt. jako na obrazku 9 je spojeny s ibytkem O, a vyvola fluorescenci. Jeji

intenzita je detekovana na UV transiluminatoru (36, 37).
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Obr. 9: Rust mykobakterii v ptistroji Bactec MGIT 960 (39)

Legenda: Typicky vzhled mykobakterialniho ristu v piistroji. Organismy maji sklon tvofit kolonie, jako shluky

(8ipky) v dolni ¢asti zkumavky, podél povrchu fluorescenéniho indikatoru.

7.5.3 Prikaz zmény pH — systém MB

Tato neautomatickd metoda je zaloZzena na zméné€ pH pfi ristu mykobakterii v tekutém
MB Redox médiu. Testovaci zkumavky obsahuji 4 ml modifikované tekuté Kirchnerovy
pudy, ktera obsahuje glukozu, koiiské sérum, kombinaci vitamint, kyselinu olejovou,
dextrozu, hovézi albumin a katalazu. Navic je do média pfidan redoxni indikator, kterym je
bezbarva tetrazoliova sul. Ta je v pfipadé aktivniho ristu mykobakterii redukovana na
barevny formazan. Formazan se akumuluje na povrchu acidorezistentnich bakterii a
mikrokolonie jsou tak jednoduSe detekovatelné jako rizovofialové castice velikosti
Spendlikové hlavicky. Pro inhibici ristu ostatnich bakterii je do MB Redox média pfidavana
smés antimikrobnich latek, jakymi jsou napf. polymyxin B, amfotericin B a trimethoprim (40,
41).
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7.6 VySetieni citlivosti na antituberkulotika

Citlivost na antituberkulotické 1€ky je jednim z nejvétSich problémil, se kterymi se
Iékari pii 1écb¢ tuberkulozy setkdvaji. Je proto bezpodminecné nutné u kazdého nové
zjisténé¢ho piipadu tuberkuldzni infekce provést testovani citlivosti na zékladni
antituberkulotika. Pokud je vsak zjisténa polyrezistence, je provadéno vysetfeni na dalsi 1éky,
piedev§im na fluorochinolony. Bézné testovani cCitlivosti se muze provadét ze suspenze
primokultur z vaje¢né puady, jestlize je s dostateénym narustem pro piipravu zakladniho
fediciho inokula. Toto testovani se provadi na pevnych vaje¢nych pidach. Jeho vyhodou je
finan¢ni nenaro¢nost, naopak nevyhodou je dlouha doba kultivace. Mezi souc¢asné konvencni
metody patii propor¢ni metoda dle Canettiho. Do modernich a rychlych metod testovani
fadime vySetfeni citlivosti v uzavienych automatickych systémech typu Bactec C¢i
molekularné genetické vysetfeni genti zodpovédnych za 1ékovou rezistenci. Zjisténou

rezistenci je vzdy nutné oveéfit jesté dalsi metodou (4, 26).

7.6.1 Propor¢ni metoda testovani citlivosti dle Canettiho

Testovani citlivosti mykobakterii podle Canettiho je obvykle provadéno na komercéné
dodavanych Lowenstein-Jensenovych vajecnych pidach, které jsou nality do zkumavek.
Nejbeznéji je timto testem zjiStovana citlivost na INH, RIF, EMB, PZA a STM. Principem
metody je porovnavani mykobakterialniho ristu na ptidach, které obsahuji tzv. kritické 1ékové
koncentrace s mykobakterialnim rustem na kontrolnich ptidach, které tento 1€k neobsahuji.
schopna inhibovat divoké subpopulace, které se nikdy nedostaly do styku s danym 1ékem, ale
soucasné tato koncentrace neni schopna inhibovat rist mutantnich rezistentnich subpopulaci v
izolatech ziskanych od pacientil, jez nereaguji na 1écbu. Odecet se provadi po 3-4 tydnech
kultivace a vysledek vySetieni se uvadi v tzv. kritickych proporcich, ktera je u rezistentnich
kment 1 %. V ptipad¢, Ze je hodnota mensi nebo rovna 1 %, kmen se hodnoti jako citlivy na
dany 1ék. Pokud je vSak hodnota vyssi nez 1 %, kmen je hodnocen jako rezistentni na danou
1é€bu. Hodnoceni testu je zaloZené na tom, Ze pokud je pii testu vice nez 1 % bakterii
odolnych vici 1éCivu, snizuje to pravdépodobnost G¢innosti 1écby danym lékem. Pokud na
kontrolni pidé vyroste méné nez 20 kolonii, nelze vysledek testu povazovat za relevantni a

test je nutné opakovat (26).
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7.6.2 Testovani citlivosti v uzavieném systému typu Bactec

Metoda je zalozena na porovnavani ristu mykobakterii v kultiva¢ni zkumavce
s antituberkulotikem a v kontrolni zkumavce bez 1éku. Testovani probiha v uzavieném
systému, kdy jsou detekovany produkty metabolismu vznikajici pii rtstu mykobakterii.
Jednotlivé principy detekce jsou popsany vyse. Hlavni vyhodou této metody je jeji rychlost.
Vysledky vysetfeni mizeme ziskat pii pouziti soupravy BACTEC MGIT 960 SIRE v rozsahu
4-13 dni (42).

7.6.3 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)

Jedna se o doplikovou metodu, kterd se provadi v 96 jamkovych mikrotitracnich
destickach. Jednotlivé jamky obsahuji testované léky nafedéné geometrickou fadou.
Hodnotime rast mikrokolonii v pfitomnosti 1éku, ktery porovnavame s kontrolou bez 1éku.
inhibi¢ni koncentrace. Vyhodou metody je nizka spotieba Sulovy tekuté piidy a také pomérné

kratka inkubac¢ni doba, ktera je priblizn¢ 14 dni (43).

7.6.4 Molekularné genetické vysetieni rezistence

Dodnes bylo v mykobakterialnim genomu popsano pies 80 genti zodpovédnych za
rezistenci K riznym lé¢ivim. Komer¢ni sety uréené pro testovani rezistence na molekularni
urovné jsou vétSinou zalozeny na PCR amplifikaci dané oblasti DNA s néslednou analyzou.
V soucasnosti jsou nejvice pouzivany kity pro detekci mutaci zodpovédnych za rezistenci
proti RIF a INH. Vysledek molekularné genetické analyzy rezistence je vzdy nutné porovnat

s fenotypovym testovanim (26, 44).
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7.7 Testovani imunitni odpovédi organismu

Vysetfovaci metody, které testuji imunitni odpovéd organismu na setkani
s mykobakteriemi, oznaCujeme jako metody nepiimé diagnostiky. Nejvétsi vyznam v této
oblasti maji tzv. IGRA testy (Interferon Gamma Release Asssays), pfi nichZ je méfena hladina
interferonu vy, ktery je produkovan specifickymi T-lymfocyty po jejich stimulaci
tuberkul6znimi antigeny. Z IRGA testu se u nas uplatiuji dva testy - QuantiFERON-TB Gold
(Qiagen, USA) a T-SPOT.TB (Oxford Immunotec, UK). Mezi tyto testy lze zafadit také
tuberkulinovou zkousku MT (Mantoux kozni test), pii niZ je mikrobidlni antigen vpichem
aplikovan do kize a je hodnocena imunitni odpovéd’. MT test neni vSak vhodny pro prikaz
LTBI, protoze je malo senzitivni (u rizikovych pacientll) a nespecificky. V soucasné dobé je

tato metoda Casto nahrazovéana pravé testem QuantiFERON (46, 47).

7.7.1 QuantiFERON-TB Gold

Serologicky test soznacenim QuantiFERON (Qiagen, USA) hodnoti imunitni
odpovéd” v plné heparinizované krvi. Slouzi k diagnostice infekce Mtb, jak latentni, tak
aktivni formy. Urcen je vSak pfevazné pro LTBI. Principem testu je pouziti smési peptidd,
které¢ simuluji bilkoviny ESAT-6, CFP-10 a TB7.7(p4). Tyto bilkoviny nejsou piitomny u
zadného kmene BCG a chybi také u vétSiny netuberkuléznich mykobakterii s vyjimkou
M.kansasii, M.szulgai a M.marinum. Reakci na tyto peptidy dochazi ke stimulaci T-lymfocyti
typu Thil, které produkuji interferon-y (IFN-y). Jeho hladina je poté méfena in-vitro pomoci
metody ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (46, 47).

Cely test probiha ve 3 zkumavkach po dobu 16-24 hodin. VySetfovana krev je
odebirana do zkumavek oznacenych NIL (kontrolni zkumavka bez antigenu), TB (zkumavka
s lyofilizovanymi mykobakteridlnimi antigeny) a MIT (zkumavka s mitogenem). VSechny
zkumavky jsou nasledné inkubovany pfi teploté 37 °C po dobu 16-24 hodin. Po inkubaci je
krev centrifugovéana a v oddé€lené plasmé je zmétena koncentrace IFN-y (IU/ml). Za relativni
nevyhodu se povazuje vysSsi cena vySetfeni. OvSem celkové néklady jsou nizsi predevSim
vys$i specifitou oproti MT, jelikoz odpadd nutnost RTG a zbytecna profylakticka lécba
falesn¢ pozitivnich pacienti diagnostikovanych MT. V neposledni fad¢ je za vyhodu testu
povazovan zpusob metody ex Vivo a tedy minimalni zatizeni pro pacienta. Hodnoceni

vysledki testu QuantiFERON je znazornéno v tabulce 5 (46, 47).
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Tabulka 5: Hodnoceni vysledka testu QuantiFERON (47)

Nil (IU/ml) | TB Antigen minus | Mitogen minus Vysledek QFT | Zprava/Interpretace
Nil (1U/ml) Nil (1U/ml)*
<38,0 <0,35 >0,5 Negativni Infekce M. tuberculosis NENI
pravdépodobna
>0,35a<25% >0,5 Negativni Infekce M. tuberculosis NENI
hodnoty Nil pravdépodobna
>035a=225% Jakykoliv Pozitivni Infekce M. tuberculosis je
hodnoty Nil pravdépodobna
<0,35 <05 Nejednoznacny | Vysledky jsou nejednoznacné na
odezvu antigenu TB
>0,35a<25% <05 Nejednoznacny | Vysledky jsou nejednoznacné na
hodnoty Nil odezvu antigenu TB
>8,0 Jakykoliv Jakykoliv Nejednoznacny | Vysledky jsou nejednoznacné na
odezvu antigenu TB

7.8 Molekularné geneticka diagnostika

Vyvoj voblasti molekularné genetickych metod dnes umoziiuje nejen odliSeni
mykobakterii od jinych bakteridlnich druhd, ale i pfesnou identifikaci ptivodce tuberkulozy,
vcetné jeho kvantifikace. Hlavnim pfinosem molekularné genetickych metod je jejich rychlost
a citlivost, diky niz je pro diagnostiku potieba minimalni mnoZzstvi bakterii a tim i
biologického materialu. Pro rutinni diagnostiku i epidemiologické studie je dnes k dispozici
fada molekularné genetickych metod. Pro zakladni odliSeni mykobakterii od ostatnich druht
lze pouzit stanoveni sekvence genu kodujiciho 16S podjednotku ribosomalni RNA. Tato
oblast o délce 1542 nukleotidii obsahuje kromé konzervovanych oblasti, které jsou shodné
V rdmci riznych bakteridlnich druhi, také oblasti druhové specifické (viz obrazek 10). Pravé
druhové specifick¢ oblasti jsou pfi diagnostice cilem pro piipojeni specifickych

hybridiza¢nich sond ¢i pfimou sekvenaci produkti po PCR amplifikaci dané oblasti (48).

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp
vl va [ v | v [vol v [ ivi| |ve | vl

Obr. 10: Schematické znazornéni genu pro 16S rRNA. Zelené jsou vyznaceny konzervativni oblasti, Sed¢ oblasti
variabilni, neboli druhové specifické (49)
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Druhou moznosti je pouzit sondy komplementarni k tisekiim vicekopiovych inzer¢nich
sekvenci, které jsou soucasti bakteridlniho genomu. Pfitomnost téchto elementi je zptisobena
chromozomalnimi pfestavbami béhem evoluce a skutecnost, ze se v chromozomu nachéazeji
na vice lokusech, znich ¢ini vhodny diagnosticky cil vykazujici vysokou citlivost a
reprodukovatelnost. V piipadé bakterii ze skupiny Mycobacterium tuberculosis komplex Ize
vyuzit inzeréni sekvenci IS6110 ¢ IS1081. Nevyhodou inzer¢ni sekvence IS6110 je
skute¢nost, ze ji nc¢které kmeny neobsahuji. Naopak inzeréni sekvence IS1081 se velmi
podoba nékterym inzer¢nim sekvencim mykobakterii, které do komplexu MTC nepatii a
spravnost vysetieni tak musi byt ovéfena sekvenacni analyzou. Nevyhodou obou IS je také
jejich mala variabilita v ramci jednotlivych kment, proto nemohou byt pouzity k jejich
typizovani. Naopak vyhodou je citlivost vysetieni, jelikoz vyuziti multikopiové inzeréni
sekvence umoziuje ve srovnani s béznymi metodami analyzy jednokopiovych genl zvysit

senzitivitu vySetieni az 16 x (50, 51).

Dalsi moznosti molekularné genetické diagnostiky, ktera je vyuzivana piedevsim pro
epidemiologické studie, je vyuziti repetitivnich sekvenci, které jsou rozptyleny v genomu
mykobakterii. Metody, které se zamétuji na repetitivni sekvence kategorizuji pocet a velikost
opakovani téchto sekvenci v jednotlivych lokusech (MIRU-VNTR) nebo jsou zaloZeny na
polymorfismu v oblasti pfimé repetice a detekuji pfitomnost ¢i nepfitomnost nerepetitivnich
sekvenci v této oblasti (spoligotypizace). Krom¢ vysSetfeni specifickych usek
mykobakteridlniho genomu je moZné vyuzit také celogenomové sekvenovani a precist tak

cely genom bakterie (52, 56).

7.8.1 Izolace nukleovych kyselin

Vétsin€ molekularné genetickych vySetfeni predchazi izolace DNA, ptfipadné RNA
Z biologického materidlu. Vhodna izolace nukleovych kyselin ma zasadni vliv na kvalitu
findlnich vysledkl. K izolaci je dnes mozno pouzit celou fadu komer¢nich kitl, které jsou
uréeny pro manudlni i automatickou izolaci. V pfipad¢ izolace chromozomalni DNA z
bakterialnich bunék, mizeme postup rozdélit do tii zakladnich krokt. V prvnim kroku je
nutné rozruSit bakterialni buniky a bunéné membrany. Tuto lyzu je mozné provést
enzymaticky, pomoci detergentd, alkalickou hydrolyzou, osmotickym Sokem ¢i mechanicky.

Po rozruSeni bunék je v druhém kroku potieba odstranit rusivé slozky, kterymi jsou proteiny,
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polysacharidy ¢i RNA pomoci precipitace, enzymaticky, gradientovou centrifugaci nebo
iontoméni¢ovou chromatografii. V dalSim kroku je DNA precipitovana nejcastéji etanolem ¢i
izopropylalkoholem, rozpusténa ve vhodném pufru a je spektrofotometricky ¢i fluorescenéné
meiena jeji koncentrace a Cistota. V piipadé izolace RNA jsou nejvétSim problémem
vSudyptitomné RNdazy, které izolovanou RNA degraduji. VSechny roztoky a material pouzity

pfi izolaci RNA proto musi byt RNaz zbaveny (48).

S nejveétsim problémem Se V praxi setkavame v piipadech, kdy je v materialu jen velmi
malé mnozstvi bakterii k izolaci. Jednim z téchto pfipadu je i tuberkul6zni meningitida, kdy je
jako material pro izolaci DNA pouzivana cerebrospinalni tekutina. V roce 2011 byla
v mikrobiologické laboratofi Ustavu lidského chovani a spiiznénych véd v indickém Dili
provedena studie, kterd srovnavala vytéznost Ctyf dostupnych metod pro izolaci DNA
Mycobacterium tuberculosis z mozkomisniho moku. Byly pouzity kity QIAamp DNA
purification kit (Qiagen, USA), AMPLICORR respiratory specimen preparation kit (Roche,
USA), MagNA Pure LC DNA Isolation Kit (Roche, USA) a kombinace dvou manudlnich
extrak¢énich krokl s protokolem automatick¢é DNA extrakce kitem MagNA Pure LC DNA
Isolation Kit. Extrahované DNA vzorky byly analyzovany pomoci real-time PCR reakce (57).

Bylo zjisténo, Ze nejlepsi citlivosti dosdhly vzorky extrahované kombinaci dvou
manudlnich kroka extrakce s MagNA Pure kitem, kdy pfi pouziti tohoto kitu byl detekéni
limit pouze 100 kopii Mtb v reakci, zatimco u ostatnich zpuisobi izolace DNA bylo zapotiebi
1 000 kopii, tedy 10 krat vice. Modifikace izola¢niho protokolu spoc¢iva v piidani dvou krokt
pted originalni izola¢ni protokol MagNA Pure LC DNA Isolation kit. Nasledné standardni

kroky jsou znazornény na obrazku 11 (57).

1. Vzorek byl vystaven teploté¢ 95 °C po dobu 5 minut, nasledné zmrazen pfi teploté -80 °C

na dobu 5 minut a poté podroben tani.

2. Vzorek se nechal reagovat s 50 pl lysozymu a inkubovat pii 37 °C po dobu 30 minut
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Rozruseni bunék Navazani DNA Magneticka Odstranéni zbytkd Magneticka Eluce DNA
a natraveni na povrch pridanych separace bunék a necistot separace za vysoke teploty
proteind pridanim magnetickych komplexu promyvacim krokem komplexu
proteinazy K sklenénych kulicek DNA-kulicka DNA-kulicka

a lyzacniho pufru

Obr. 11: Postup izolace DNA kitem MagNA Pure (58, ptevzato a upraveno)

7.8.2 Rychlé amplifika¢ni metody

V rutinni molekularné genetické diagnostice tuberkul6zy se dnes v laboratofich velice
Casto setkdvame s metodami rychlé amplifikace specifického tseku DNA pomoci
polymerazové tetézové reakce (PCR, z angl. Polymerase Chain Reaction) ¢i RNA pomoci
transkripci  zprostiedkované amplifikace (TMA, 2z angl. Transcription-mediated
amplification). Tyto metody jsou oblibené piedevsim diky své rychlosti, kdy je mozné Casto
ziskat vysledek za nékolik malo hodin a také diky své citlivosti. Po namnoZeni cileného useku
nukleové kyseliny je vznikly produkt analyzovan a vizualizovéan. Pro urceni pfesné sekvence

nukleotidl je navic v potfebnych ptipadech mozné provést sekvenéni analyzu (59).

7.8.2.1 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Metoda umoziiujici mnohonasobnou specifickou amplifikaci useku nukleové kyseliny
byla vyvinuta v 80. letech 20. stoleti americkych biochemikem Kerry Mullisem, ktery za sviij
objev obdrzel v roce 1993 Nobelovu cenu v oblasti chemie. Metoda vyuZiva schopnosti DNA
polymerazy syntetizovat komplementarni vldkno DNA ve sméru od 5" konce ke 3" konci.
Nejcastéji je vyuzivana Taq polymeraza, ktera je ziskavana z termofilni bakterie Thermus
aquaticus. Praveé vyuziti enzymu z termofilni bakterie umoziuje, aby enzym nemusel byt

pfidavan na zacatku kazdého cyklu. Reakce probiha vétSinou v 18-33 cyklech, které se vzdy
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skladaji ze tfi fazi — denaturace, annealing, ampliface. Na zacatku cel¢ reakce je jesté

provedena pocatecni denaturace (60).

Pfi denaturaci dochazi vlivem teploty krozpojeni vodikovych vazeb mezi
jednotlivymi vlakny DNA a vznikaji dv€ vlakna. Pii nasledujicim snizeni teploty — annealingu
dochazi k pfisedani primert ke specifickym oblastem na zakladé¢ komplementarity. Primery
jsou specifické oligonukleotidy o délce 16-20 bazi, které¢ jsou komplementarni k zacatku a
konci amplifikovaného useku, ktery tak ohranicuji. Ve treti fazi kazdého cyklu dochazi
k zabudovavani jednotlivych deoxyribonukleotida (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) pomoci
polymerazy a vznikd novy komplementéarni fetézec. Tento postup se cyklicky opakuje, az
mame ve vysledku k dispozici nékolik milionti kopii daného useku DNA a je zobrazen na
obrazku 12 (60).
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Obr. 12: Polymerazova fetézova reakce (60, pfevzato a upraveno)

Mycobacterium tuberculosis PCR kit od firmy GeneProof pro PCR diagnostiku
bakterii patfici do skupiny Mycobacterium tuberculosis komplex je zalozen na tzv.
jednozkumavkové nested PCR pii niz dochéazi k amplifikaci multikopiové inzeréni sekvence
ITS6110. Nested PCR je metoda, pfi niZ jsou pouZzity 2 pary primeri. Pfi prvni amplifikaci je
namnozen vétsi Usek vySetfované DNA a pomoci druhého paru primeri je poté amplifikovan
usek uvnitt prvniho Gseku. Jedna se tak o jesté citlivéjsi metodu, nez je samotnd PCR. Reakce
je tak pro kazdy vzorek provadéna pouze v jedné zkumavce, do niz je napipetovano 36 pl
PCR master mixu a 4 ul DNA. Nasledna reakce je popsana v tabulce 6. Spolu

s vySetfovanymi vzorky je vySetiovana také pozitivni kontrola. Pro kontrolu ptipadné
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kontaminace PCR produktem je do mixu pfidavana uracil-DNA-glykosylaza (UDG), ktera je
neutralizovana tésné pred samotnou reakci. Pro minimalizaci nespecifickych reakci je v mixu
pouzita tzv. ,hot start“ polymeraza, tedy enzym, ktery ma reverzibiln¢ blokovanou
enzymatickou aktivitu. K odblokovani této aktivity dochazi az pfi prvnim cyklu PCR reakce
(61).

Tabulka 6: Postup jednozkumavkové nested PCR pii analyze M. tuberculosis (61, pfevzato a upraveno)

Krok PCR reakce: Teplota: Cas: | Pocet cykli:
UDG dekontaminace 37°C 2 min.

Pocatecni denaturace 96°C 10 min.
Denaturace 96°C 20 sek.

Piipojeni primert 70°C 20 sek. 30x
Extenze 72°C 40 sek.

Konec¢na extenze 72°C 30 sek.
Denaturace 96°C 20 sek.

Ptipojeni primert 70°C 20 sek. 40x
Extenze 72°C 40 sek.

Konec¢na extenze 72°C 2 min.

Po reakci jsou vzniklé amplikony analyzovany elektroforézou na 2% agarézovém
gelu, obarveny ethidium bromidem a detekovany pomoci UV zafeni. Ethidium bromid je
mozné pridat do gelu v pribéhu jeho ptipravy v koncentraci 5 ul/ml ¢i je mozné vytvorit
vodni lazen, v niZ jsou gely obarveny. K analyze je pouZzito 10 pul PCR produktu, ktery je
smisen solejem a napipetovan do samostatné jamky v gelu. Spolu s produkty je do

samostatné jamky napipetovan také ladder (zebticek), ktery slouzi jako ukazatel vzdalenosti,

do niz produkty doputovaly. Vysledky analyzy jsou znazornény na obrazku 13 (61).

460 bp

197 bp

Obr. 13: Vysledek analyzy PCR produktu M. tuberculosis (61)

Legenda: Produkt o délce 197 bp detekuje amplifikaci cilené sekvence ITS6110, produkt o délce 460 bp detekuje
amplifikaci interniho standardu. Vzorky v drahach 1, 2, 5 a 8 jsou negativni, vzorky v drahach 3 a 4 pozitivni na
ptitomnost Mycobacterium tuberculosis ve vzorku a u vzorku v draze 6 doslo k ¢aste¢né inhibici vzorku.

V draze M je 100 bp velikostni marker.
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7.8.2.2 Real-time PCR

Modifikace klasické polymerazové fetézové reakce umoznuje v redlném case sledovat
narust fluorescence v kazdém amplifikaénim cyklu. Tento narust je pfimo imérny mnozstvi
vznikajiciho PCR produktu. Na rozdil od klasické PCR, kde pomoci gelové ¢i kapildrni
elektroforézy vétSinou hodnotime pfitomnost ¢i nepfitomnost specifického produktu
amplifikace, lze timto postupem ziskat kvantitativni informaci o vznikajicim produktu. Pro
detekci fluorescencniho signalu lze vyuzit nékolik moznosti. Nejsnadnéjsi je vyuziti tzv.
interkalacnich barviv typu SYBR green, EVA green ¢i ethidium bromid, které se v pribéhu
reakce zaclenuji mezi vznikajici fetézce DNA a dochazi ke zvySovani signalu fluorescence.
Detekce signdlu je vSak pfi pouziti interkalacnich barviv nespecifickd, proto se casteji

setkavdme s pouzitim fluorescencnich sond, které hybridizuji se specifickymi

jednovlaknovymi tiseky DNA a také s pouzitim fluorescen¢nich primert (62).

Mycobacterium tuberculosisreal-time PCR kit od firmy GeneProof, pro kvalitativni i
kvantitativni detekci bakterii spadajicich do skupiny Mycobacterium tuberculosis komplex i
vakcinac¢nich kment, umoziuje citlivou analyzu z klinického materidlu pro vySetieni plicni
formy — sputum, bronchoalveolarni lavaz, ale i mimoplicni formy TBC — tkané, mozkomis$ni
mok, kostni dfei, stolice apod. Je zaloZen na metod¢ real-time polymerazové fetézové reakce
(rt-PCR). Podobn¢ jako v piipadé kitu pro klasickou PCR, dochazi i vtomto piipadé
k amplifikaci multikopiové inzeréni sekvence IS6110. K méfeni narustu fluorescence
Vv pribéhu amplifikace produktu jsou zde vyuzity fluorescenéné znacené sondy a ptitomnost
testovanych bakterii detekovana diky zvySeni fluorescencniho signalu barviva FAM. Soucasti
kitu je také interni standard, jehoz amplifikace je detekovana barvivem HEX. Interni standard
je dodavan ve dvou provedenich a muze byt kontrolou inhibice PCR reakce (verze ISIN), ale
muze byt také pouZit pii kontrole kvality izolace DNA (verze ISEX). Postup pfipavy vzorku
k analyze je znazornén na obrazku 14. Stejn¢ jako v pripadé mixu pro klasickou PCR, je i zde
pouzita hot-start polymerdza pro omezeni nespecifickych reakci a uracil-DNA-glykosylaza

(UDG) pro kontrolu kontaminace reakce produkty z piedchozi analyzy (63).
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VZOREK
pozitivni vzorek obsahuje
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IZOLACE DNA
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PCR AMPLIFIKACE
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primeri <= k amplifikaci DNA patogenu
i DNA Interniho standardu

Obr. 14: Piiprava vzorka a amplifikace kitem M. tuberculosis real-time PCR kit od firmy GeneProof (63)

7.8.2.3 Amplified Mycobacterium tuberculosis direct test (AMTD)

Dvoukrokova metoda je zalozena na specifické amplifikaci a detekci mykobakterialni

16S rRNA. V prvnim kroku jsou uvolnény nukleové kyseliny z mykobakterii pomoci

ultrazvuku. K denaturaci nukleovych kyselin a rozruseni sekundarni struktury rRNA je

pouzita vysoka teplota. Transkripci zprostfedkovana amplifikace pii teploté¢ 42 °C poté

specificky amplifikuje cilovou mykobakteridlni rRNA transkripci intermediati DNA.

Vysledkem je vznik mnoha kopii amplikonu mykobakterialni RNA. Specifické sekvence jsou

V druhém kroku detekovany metodou HPA (Hybridization Protection Assay), pii niZ dochazi

ke vzniku komplexu chemiluminiscenéné akridinem znacené jednotetézcové DNA sondy a

RNA mykobakterie. Stabilni komplex je poté identifikovan a méfen v luminometru

GeneProbe Leader (64).
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7.8.2.4 Porovnani amplifika¢nich metod s kultivaci

Hlavni nevyhodou amplifika¢nich metod je mozZnost fale$né pozitivity. Na toto téma
byla v roce 2006 na Klinice infekénich nemoci 2. LF UK provedena studie, ktera se zabyvala
jak porovnanim citlivosti amplifika¢nich metod s klasickymi kultivaénimi metodami, ale také
pravé moznosti faleSné pozitivity tohoto typu vySetfeni. Béhem studie bylo kultivacné
vysetieno 647 vzorkl. Z tohoto poctu bylo paraleln¢ 275 vzorkti podrobeno PCR analyze
s pozitivnim vysledkem u 18 vzorkd (6,5 %) a 372 vzorkli bylo podrobeno AMTD
diagnostice s pozitivnim vysledkem u 27 vzorkt (7 %). Z pozitivnich 18 vzorkd
identifikovanych metodou PCR mykobakterie nebyly vykultivovany v 6 ptipadech (33 %) a
z pozitivnich 27 vzorkt identifikovanych AMTD metodou nebyly mykobakterie
vykultivovany u 17 vzorkll (62 %). Naopak shodné obé amplifika¢ni metody nedokazaly
identifikovat M. tuberculosis u 2 vzorku (0,7 % u PCR a 0,5 % u AMPTD), u nichz byla
pozitivni kultivace. Vysledky studie jasné ukazuji, ze je potieba vyuzivat rychlé amplifika¢ni
metody pouze jako doplnék diagnostiky a mély by byt vzdy provadény paralelné

s mikroskopickym ¢i kultivacnim vySetfenim (65).

7.8.3 Metody bliz§iho urceni mykobakterii

Metody blizsiho urceni mykobakterii na zakladé mutaci v jejich genomu se Vv rutinni
diagnostice vyuzivaji na rozdil od rychlych amplifikaénich test jen ziidka. Je to dano jejich
manualni, ¢asovou, ale i1 finanni ndro€nosti. Nezastupitelny vyznam vSak maji mimo
presného odliseni jednotlivych mykobakterialnich druhti pfedevsim v epidemiologii a to

napfiiklad pfi ovéfovani interpersonalni transmise u tuberkul6znich epidemii.

7.8.3.1 Sekvenacni analyza

Pomoci sekvenaéni analyzy je mozné rozlisit vétSinu mykobakteridlnich druhti, urcit
pritomnost specifickych sekvenci v genech zodpovédnych za rezistenci k antibiotikiim ¢i urcit
puvodce epidemie. Je to umoznéno diky specifickym sekvencim v urCité oblasti
mykobakteridlniho genomu. Klasicka metoda sekvenovéani probihd na zakladé Sangerovy
metody, kdy jsou do reakce ptidavany fluorescencné znacené 2,3 dideoxynukleotidy. Kazdy
typ dideoxynukleotidu je znacen jinou fluorescencni barvou, coz umoziuje jejich nasledné

rozliSeni pii detekci laserem po analyze kapilarni elektroforézou. Vysledek analyzy
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Sangerova sekvenovani je znazornén na obrazku 15. Bakterie jsou po analyze identifikovany
na zaklad¢ shody ziskanych sekvenci ve FASTA formatu se sekvencemi ve voln¢ i komercéné

dostupnych databazich (napt. www.nchi.nlm.nih.gov/blast/) (66, 67).

1040 1120 1200 1280 1360 1440 1520
' 1 1 ' 1 1 N 1 1 N 1 1 « 1 ' 1 ' 1 « 1

1600
1 '

TTGGCGTAATCATGGTCATAGC TGTTTCCTGTGTGAAATTGT TARTLCIC
L] 188 118 128 138

Obr. 15: Vysledek sekvenac¢ni analyzy Sangerovoumetodou (70)

7.8.3.2 Analyza délky restrikénich fragmentti (RFLP) — metoda fingerprint

V disledku evolu¢nich zmén dochéazi v genomu mykobakterii k mutacim, které vedou
ke vzniku genetického polymorfismu a tim ke vzniku ¢i naopak k zaniku tzv. restrikéniho
mista. Restrikéni misto je usek tvofeny pfesnym potfadim nékolika malo nukleotidl v fetézci,
kde dochazi ke Stépeni fosfodiesterové vazby ftetézce DNA specifickou restrikéni
endonukledzou. Vznikaji rGzn€¢ dlouhé fragmenty, které jsou nasledné analyzovany
V agardézovém ¢i akrylamidovém gelu. Poté je DNA metodou Southern blotting pfenesena na
membranu, na niZz dochézi k hybridizaci pfislusnych chemiluminiscenéné znacenych sond a
nasledné k vizualizaci pomoci radiografie (obrazek 16). Tato metoda slouzi ¢asto jako nastroj
pro zjisténi ptivodu a Sifeni epidemii tuberkuldzy v populaci, postupné je vSak nahrazovana
celogenomovym sekvenovanim metodou NGS (67, 68).

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

- — ——- —
—— o=ttt — % = e—=
— — — — — — — -— o S =
b - — — -
-——— -—— —
— — — — e — e
bt — — — — . — d
—— - —— s — — E =3 —3 =
- —— — — e — s -
— - - - -— —
izeee. Wwmm weai..— — =
—— — — —— — -
== - . - - _.-‘
- - -—
S g - g - — "--
- - - -
T unE EEe- u
-— -
- — - - —
. " —

Obr. 16: Vysledek analyzy oblasti IS6110 metodou RFLP (69)
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7.8.3.3 Spoligotypizace (Spacerova oligonukleotidova typizace)

Tato metoda je zaloZena na genetickém polymorfismu oblasti mykobakteridlni DNA,

ktera obsahuje mnozstvi tzv. piimych repetic (direct repeats, zkracen¢ DR) o délce 36 bp.

Mezi témito repeticemi se nachazeji tzv. mezerniky (spacery) o délce 35-41 bp. Na zakladé

pritomnosti specifického po¢tu a umisténi téchto spacert, které jsou dusledkem inzerce c¢i

delece useku nukleové kyseliny, je mozné identifikovat zastupce bakteridlniho komplexu

Mycobacterium tuberculosis. Metoda spoligotypizace je provadéna na nylonové membrané se

43 navazanymi sondami komplementarnimi k jednotlivym spacerim. Na zacatku je DNA

namnozena pomoci multiplexni PCR s primery zna¢enymi biotinem. Po reakci je DNA

denaturovéana na jednofetézce a hybridizovana se sondami na nylonové membrang. V ptipadé

komplementarity jsou produkty chemiluminiscenéni reakce vizualizovany autoradiograficky a

zdznam muze byt podroben softwarové analyze. Pfitomnost jednotlivych skvrn na vysledném

zaznamu je dukazem pfitomnosti daného spaceru v genomu bakterie a jejich kombinace

umoziuje jeji pfifazeni k danému kmeni. Schematicky je cely proces znazornén na obrazku

17 (72).
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Obr. 17: Postup spacerové oligonukleotidové typizace (72)
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7.8.3.4 MIRU-VNSTR

V genomu M. tuberculosis se nachazi 41 tzv. MIRU (z angl. Mycobacterial
Interspersed Repeated Units) lokust, coz jsou 40-100 bp dlouhé repetitivni useky DNA
rozptylené po celém genomu mykobakterii. Metoda MIRU-VNTR umoziiuje charakterizovat
pocet a velikost téchto repetic ve 12 nezéavislych lokusech (obrazek 18). Metoda je zalozena
na diskriminac¢ni analyze, pfi které je provedeno 12 PCR reakci s ndslednou analyzou na
agarozovém gelu. Diky své snadné proveditelnosti, nizké finanéni naro¢nosti a také moznosti
interpretace vysledki v binarnin kodu, coz velmi usnadnuje mezilaboratorni spolupraci a
sdileni vysledki, se MIRU-VNTR stala referenéni metodou pro epidemiologickou

diagnostiku tuberkulézy (67, 73, 74).

MIRU alias Locus name E[.]!:'-'-Dl;i'ti;:rlifne le;:cl_t:;g,;;?glh a:do-s?:er:f;:; ¢ Size of repeat (bp)
MIRU 02 H37RV0154-53 bp 154111 508 2033 _ [ |
MIRU 04 H37TRV0580-77 bp 580546 353 3T W
MIRU 10 H37RV0959-53 bp 950868 643 EICE) B | ||
MIRU16 H3TRV1644-53 bp 1644026 671 253 1A [
MIRU20 H37RV2059-77 bp 2059429 501 2(77) 1l ||
MIRU23 H37TRV2531-53 bp 2531560 873 6(53) I .
MIRU24 H3TRV2387-54 bp 2684427 447 1(52) i
MIRU26 H37TRV2096-51 bp 2006002 614 IS B e B
MIRU27 H3TRV3006-53 bp 3006875 657 3(33) 1 . =
MIRU31 H37TRV3192-53 bp 3102168 651 3(53) I ||
MIRU39 H37RV4348-53 bp 4348401 646 2(53) || ||
MIRU40 H37TRV0802-54 bp 802104 408 1(54) ||

Obr. 18: Dvanact lokust v genomu M. tuberculosis vysetfované metodou MIRU-VNTR (75)

7.8.4 Kvantifikace genové exprese v imunitnich bunikach

Snahy o vc€asnou dignostiku latentni tuberkulézy vedou k vyvoji metod, které by
rychle, u€inn¢ a spolehlivé odhalovaly pacienty ve vysokém riziku vypuknuti aktivni formy
tuberkuldzy. V soucasné dobé je jedinym rutinné stanovovanym markerem v diagnostice
imunitni odpovédi organismu INF-gama. Takzvané IGRA testy (z angl. Interferon gamma
release assay) zjistuji pocet T-lymfocyth secernujicich interferon gama ¢i mnozstvi
produkovaného interferonu senzibilizovanymi krvinkami v reakci na stimulaci specifickymi
Mtb antigeny. Mezi omezeni spojena s timto testem patii i pozadavek na vzorky krve, které

musi obsahovat Zivotaschopné leukocyty. To omezuje pouziti IGRA testu predevSim u
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imunokompromitovanych jedinct (napt. HIV poz.), ktefi jsou vSak jednou z hlavnich
rizikovych skupin pro TBC. Z tohoto divodu existuje zna¢na poptavka po rozvoji vice

specifickych a citlivych metod pro detekci LTBI nez jsou kozni ¢i IGRA testy (76).

Pro vyuziti preventivni chemoterapie je vSak zapotiebi vice charakterizovat imunitni
status téchto jedinct. Pti studii v roce 2010 bylo pomoci kvantitativni PCR (qPCR) testovana
genova exprese 14 genli jako imunitni odpovéd’ na setkani se specifickym antigenem.
Specifickd hladina mRNA genti krevnich bun€k byla testovana u pacientt s latentni i aktivni
formou TBC, stejné jako u zdravych pacientt. U 6 testovanych gent (IL10, IL2, TNF, IFI35,
FOXP3, a IFNG) byly zjistény specifické hladiny mRNA, které dokézi odlisit pacienty
s latentni ¢i aktivni formou tuberkuldézy od zdravych jedinci. Mimo to bylo pii studii
odvozeno 86 specifickych genové-expresivnich znakii pro TBC, které umoziuji odliSeni

aktivni TBC od jinych zanétlivych a infekénich onemocnéni (77).

7.8.5 Vyzkum genomu mykobakterii

Za velky milnik v oblasti vyzkumu tuberkul6zy mlizeme povazovat rok 1998, kdy byl
kompletné osekvenovan genom bakterie Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Tato skute¢nost
s sebou pfinesla celou fadu novych informaci. Piedevsim to, ze se védci do té doby
zamétovali pouze zhruba na tietinu enzymt a chemickych reakci, které jsou pro Zivot této
bakterie v lidském téle potieba. Bylo prokazano, ze velka ¢ast z téméf 4 tisic gent koduje
proteiny, které se podili na metabolismu lipidi. Na rozdil od dosavadnich predstav, kdy je
bakterie popisovana jako obligadtn€¢ aerobni, bylo zjiSténo, ze bakterie je velmi dobie
vybavena také pro Zivot v prostiedi, ve kterém se kyslik nenachazi. V téchto anaerobnich
podminkach dochédzi ke zpomaleni metabolismu bakterie a ta se tak stavd necitlivou
k podavanym antibiotikiim. Pravé snaha o ovlivnéni metabolickych pochodt, které v téchto
podminkach zastavaji aktivni, je jednou z nejslibngjSich cest, jak zkratit celkovou dobu 1écby
tuberkulozy. Aplikace informaci ziskanych z genomického vyzkumu Mtb je zcela jisté

metodou, Ktera ve svém dusledku muize vést k zachrané fady lidskych zivota (78, 79).
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7.8.5.1 Celogenomové sekvenovani

Jesté v nedavné dob¢ bylo vySetfeni bakteridlnich genomi nakladnou a cCasové
naro¢nou zalezitosti. OvSem diky rozsifovani novych a levnéjSich metod analyzy na principu
masivniho paralelniho sekvenovani se celogenomové analyza mykobakterii stala mnohem
dostupné;jsi. Na rozdil od klasického Sangerova sekvenovani, kdy je amplifikovan urcity Gsek
DNA a nasledn¢ jsou Cteny nukleotidy jeden po druhém, pii sekvenovani nové generace
(NGS, z angl. Next Generation Sequencing) je DNA fyzikalné ¢i enzymaticky rozdélena na
malé fragmenty. Kazdy fragment je nadsledné namnozen a piecten. Na trhu dnes existuje
spolecnosti Illumina, které k amplifikaci DNA pouzivaji tzv. mustkovou (bridge) PCR, pfi niz
jsou jednotlivé fragmenty piichyceny k pritokové komirce pomoci primerd, a na ni dochézi

k amplifikaci a tim tvorbé shluki (80).

Tyto nové metody jsou dnes Casto vyuzivana pro zjisténi zdroje nédkazy pii epidemiich
tuberkulozy a umoznuji tak ziskat spolehlivéjsi informace o ptibuznosti bakterii z rtiznych
izolatd. Naptiklad vroce 2013 byla publikovana studie némeckych mikrobiologi z
Forschungszentrum Borstel, pfi niz byly ovéfovany vysledky zkoumani epidemie probihajici
v Némecku v letech 1997 — 2010. Béhem této rozsahlé epidemie onemocnélo 2 301 lidi.
Teprve po vyhodnoceni vysledkli jednonukleotidovych polymorfismi v jednotlivych
izolatech ziskanych celogenomovym sekvenovanim na sekvendtorech nové generace
spolecnosti Illumina bylo zji§téno, ze epidemie méla n€kolik zdroji. Vysledky se tak vyrazné
liSily od zavéri tradi¢niho genotypizovani bakterii, které bylo provadéno V pocatcich
epidemie pomoci metody fingerprintu a které pfitazovalo vznik epidemie jedinému zdroji (81,
82, 83).

Podobny ptipad, kdy osekvenovani celého genomu izolath bakterii pomohlo odhalit
puvodce ndkazy, byl popsén jiz vroce 2011 v Kanadé. Jednalo se o epidemii mensiho
rozsahu, kdy bylo postizeno tuberkulézou 41 lidi s tésnymi socidlnimi vazbami. Pomoci
metody fingerprintu se mezi bakteriemi ziskanymi od jednotlivych pacientl nepodafilo
odhalit Zadné odli$nosti, proto byla zvolena celogenomova sekvenacni analyza. V Centru pro
kontrolu nemoci v Britské Kolumbii bylo osekvenovano celkem 36 izolatl bakterii na
pfistroji Genome Analyzer II sequencer (Illumina, USA). Analyza sekvenacnich dat také zde
objevila dva geneticky odlisné pivodce s identickymi MIRU-VNTR genotypy, coZ naznacuje

dvé plvodni ohniska nakazy. Obé& linie vSak pochazeji ze stejného piedka, ktery byl ve
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spolecenstvi zjistén jiz pred vypuknutim epidemie. Dalsi epidemiologickd Setfeni také
odhalila, Ze doba vypuknuti epidemie se shodovala s obdobim narustd uzivani drog v této

komunité (82, 83).

7.8.5.2 Geny zodpovédné za rezistenci viici antituberkulotikiim

Nejvétsim  problémem, se kterym se Ilékafi po celém svété setkavaji, jsou
multireristentni (MDR) a extenzivné rezistentni (XDR) kmeny tuberkuldzy, jejichZ rezistence
muze vést kriziku, ze se tato nemoc stane neléCitelnou. Mechanismy rezistence M.
tuberculosis na 1éky je dnes pochopena pouze ¢asteéné, také zde mohou byt védcim velmi
napomocny nové molekularné genetické metody. V roce 2013 byly v ¢inském Biofyzikalnim
institutu  Akademie véd sekvenovany genomy bakterii ze 161 izolati s tadou profild
rezistence vuci 1ékim. Vysledky studie dokéazaly, Ze geneticky zaklad rezistence je mnohem
intergenovych oblasti (IGRs), 11 nesynonymnich jednonukleotidovych polymorfisma (SNP,
single-nucleotide polymorphysm) a 10 IGR SNP, které jsou davany pravé do souvislosti
s rezistenci na antituberkulotickou 1é¢bu. VSechny geny jsou znazornény na obrazku 19

(Gervené znamé geny, modie geny nové popsané) (44).
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Obr. 19: Nové popsané geny zodpoveédné za rezistenci v genomu M. tuberculosis (44)
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8. DISKUZE

Mezi hlavni problémy Vv boji proti vaznému onemocnéni, kterym tuberkuldza i dnes
zustava, patii zejména absence dostate¢né ucinné vakciny bez velkého mnozstvi nezadoucich
ucinkl. Pravé vysoké mnozstvi vedlejSich ucinkli po ockovani, déle klesajici relativné nizka
incidence tuberkuldzy na nasem Gzemi a fakt, Ze z hlediska prevence je Ceska republika na
velice dobré urovni a ma zaveden kvalitni systém hlaseni zachytu onemocnéni, bylo po vzoru
evropskych stati v CR celoplogné o¢kovani v roce 2011 zruSeno. Prispély k tomu zavéry
Svétové zdravotnické organizace, ktera do té doby pouzivanou vakcinu oznacila jako
neucinnou. Na druhou stranu vSak pfiznivci celoplosné vakcinace argumentuji prizkumy,
které dokazuji vyznamné zvysujici se incidenci onemocnéni v zemich, kde jiz bylo celoplosné
ockovani zruSeno diive. Je tedy otdzkou, zda z divodu zruSeni celoplo$ného ockovéni,

nedojde ke zvyseni vyskytu TBC vcetné jeji latentni formy v nasi populaci.

Pochybnosti 0 udrzeni klesajici incidence v CR jsou diivodem k otevieni diskuze také
v souvislosti s aktudlni uprchlickou vlnou, kdy do Evropy mifi statisice béZenct ze zemi, kde
je vyskyt tuberkulozy na daleko vyssi urovni, nez je tomu u nas ¢i v okolnich statech. Situace
je o to horsi, kdyZz se do nasi republiky s rozvojem cestovniho ruchu a migrace, dostavaji
osoby nakazené kmeny tuberkulozy, proti nimz neexistuje dostupna 1é¢ba. Dnes je ziejmé, ze
zésadngjsi prilom v celé otazce pfinese az vyvinuti nové bezpecné a ucinné vakciny proti
tomuto onemocnéni. Ve vyvoji je dnes fada ockovacich latek, jejich vyuziti v praxi je vSak

stale problematické.

Dalsi z prekazek, se kterymi se lidstvo potyka, je spolu s vyvojem ucinné vakciny i
vyvoj novych 1€kt proti rezistentnim formédm TBC. Globalni vyskyt multirezistentni
tuberkulozy (MDR-TBC) bude 1 nadale nartistat, jestlize se nezintenzivni snahy o jeji
potlaceni a nevyfesi piekazky, které brani vyzkumu lepSich kombinaci 1€ktl, rozSifovani 1écby
a vCasné diagnostiky. Zlepsit neuspokojivé vysledky mohou nové 1éky ucinné proti MDR-
TBC, které vyrazn¢ zkracuji dobu 1é€by a jsou méné toxické. Velké nad¢je jsou také vkladany
do vyzkumu gent, které odpovidaji za rezistenci mykobakterii a jejichz studium by mohlo
vést ke zjednoduSeni boje proti multirezestentnim a extenzivné rezistentnim formam
tuberkulozy. Naptiklad v roce 2013 se pravé diky modernim metodam sekvenovani podatilo

odhalit fadu gent, které jsou za rezistenci zodpovédné. Vyzkum v této oblasti trva a lze
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predpokladat, ze vysledky téchto studii budou silnym nastrojem pro uc¢innou a cilenou terapii

pro boj s rezistentnimi kmeny.

Stejné¢ jako v oblasti prevence, tak i v diagnostice nezaostavaji naSe laboratoie za
svétovou Spi¢kou. V rutinni diagnostice jsou vyuzivany amplifikani testy pro rychlou
identifikaci plivodcti tuberkulézy. Tyto testy vsSak vykazuji vysoké procento falesné
pozitivnich vysledkii, které je tak vzdy nutné ovéfovat paralelné¢ dalSimi kultivaénimi a
mikroskopickymi vySetienimi (65). Tuto skute¢nost vSak vyvazuje moznost okamzitého
zavedeni preventivnich opatfeni pfi podezieni na tuberkulozu. Mezi hlavni vyzvy v oblasti
diagnostiky muzeme zafadit vCasny prukaz latentni tuberkulozy a testovani rezistence

mykobakteridlnich kment na rizné skupiny lékii.

Pro diagnostiku latentni tuberkuldzy se velmi osvéd¢il QuantiFERON-TB Gold test,
ktery byl jiz do dnesniho dne schvalen fadou narodnich autoriza¢nich instituci (napt. FDA a
EU) a jehoZz citlivost je vyrobcem uvadéna u aktivni formy tuberkulozy 89 %. Bylo vsak
zjisténo nckolik uskali pfi pouZivani tohoto typu testu. Jednim z nich jsou problémy pfi
testovani osob mladsich 18 let, kde bylo pozorovano zvysené mnozstvi fale$sné pozitivnich i
falesné¢ negativnich vysledkli oproti dospélé populaci. Dalsi nevyhodou je jeho relativné
vysoka cena. Naopak mezi vyhody testu patii mald zatéZ pro pacienta, vysoka specifita a
nizké mnozstvi fale$Sné€ pozitivnich reakci u dospélych pacientii. Vysledky v oblasti vyzkumu
genoveé exprese dnes naznacuji, Ze by brzy mohly byt uvedeny na trh i dalsi testy podobné
metod¢ Quantiferon, které by zjiStovaly hladiny jinych latek tvofenych imunitnim systémem
jako odpovéd’ na styk s mykobakteriemi a byly by tak vyznamnym pomocnikem v detekci

pacientti s LTBI (84, 85).
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9. ZAVER

V této bakalaiské praci jsem shrnula dosavadni poznatky o tuberkuldze, jejich
puvodcich a diagnostice. V jednotlivych kapitolach jsem se vénovala historii, prevenci, 1é¢bé,
ale pfedevsim rutinnim i novym vySetfovacim a lécebnym postuptim, které jsou vyuzivany
V boji proti tomuto zadkeinému onemocnéni. Z hlediska prevence a sledovéni tuberkul6zy dnes
mizeme konstatovat, ze je v Ceské republice na velmi vysoké trovni. K zachovani tohoto
stavu je vSak bezpodminecné nutné zlepsit diagnostiku latentn¢ nakazenych jedinct. Zde je
vyznamnym piinosem rutinni zavadéni testu Quantiferon. Diky vyzkumu genové exprese 1ze
vsak brzy ocekavat v rutinni diagnostice i dalsi podobné testy. Bohuzel v rozvojovych statech
je situace odlisnd. Zde musime nadale $ifeni infekce ptredevsim piedchazet a dokdzat vcas

urcit a ucinné 1é¢it nemocného jedince s aktivni tuberkul6ézou.

Nové vySetfovaci postupy, se kterymi se dnes v naSich laboratofich setkavame,
ptinesly do diagnostiky Mycobacterium tuberculosis nékolik novych faktort. Piedevsim
umoziuji zkratit celkovou dobu vySetieni, coz je u pomalu rostoucich mykobakterii velmi
pfinosné. Tyto metody také dokézaly zvysit citlivost vysetieni, avSak mnohdy na tukor
vyS$imu procentu falesné pozitivnich vysledkd. Tretim faktorem je zptesnéni diagnostiky,
kdy jsou nové sekvenacni metody schopny piesné urcit piivodce epidemie ¢i geny, které jsou
zodpovédné za lékovou rezistenci. I ptes obrovsky védecky a technologicky vyvoj v oblasti
mikrobiologické diagnostiky, lze stale klasické metody, mezi které patii predevSim

mikroskopie a kultivace, povazovat za zlaty standard mykobakteridlni diagnostiky.
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10. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

pm
AMTD

ART
ATP
BCG
Bp
CO,
dATP
dCTP
DNA
DTP
dTTP
EMB
EU
FDA

HIV
HPA
IGRA

IL
INF-y

INH

LTBI
MDR-TBC
MGIT
MIRU-VNTR

MRNA

MT
Mth
NaCl
NaOH
NGS

Mikrometr

Amplified Mycobacterium Tuberculosis Direct, ptimy
amplifikaéni test pro diagnostiku Mycobacterium
tuberculosis

acidorezistentni tyCinky

Adenosine Triphosphate, adenosin trifosfat

Bacillus Calmette-Guerin, bacil Calmettiv-Guérintv
Basepair, pary bazi

oxid uhlic¢ity

deoxyadenosintrifosfat,

deoxycytosintrifosfat,

deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina
Deoxyguanosintrifosfat

deoxythymidintrifosfat,

Etambutol

European Union, Evropska Unie

Food and Drug Administration, Utad pro kontrolu potravin a
1éciv

Human Imunudeficiency Virus, virus lidské imunodeficience
Hybridization Protection Assay, test hybridiza¢ni ochrany

Interferon gamma release assay, vysetfeni stanovujici
uvolnéni interferonu Gama

Interleukin

interferon gamma

Izoniazid

Latent Tuberculosis Infection, latentni tuberkuldzni infekce
Multidrug-resistant tuberculosis, multirezistentni tuberkul6za
Mycobacteria Growth Indicator Tube

mycobacterial intersperced repetitive units - variable number
tandem repeats, variabilni pocet tandemovych repetic

messenger ribonucleic acid, mediatorova ribonukleova
kyselina
Mantoux kozni test

Mycobacterium tuberculosis
chlorid sodny
hydroxid sodny

Next Generation Sequencing, sekvenovani nové generace
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NRAMP1

PCR
pH
PZA
gPCR

RFLP

RIF
RNA
rRNA

RTG
rt-PCR

SNP

STM
TBC
Thl
Th2
TMA

TNF
UbG
UK
USA
uv
WHO

XDR-TBC

natural resistence-associated macrophage protein 1,
makrofagovy protein asociovany s pfirozenou rezistenci

Polymerase Chain Reaction, polymerazova fetézova reakce
potential of hydrogen, potencial vodikovych iontt
Pyrazinamid

quantitative PCR, kvantitativni polymerazova tetézova
reakce

Restriction Fragment Length Polymorphism, analyza délky
restrikénich fragmentt

Rifampicin
ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

ribosomal ribonucleic acid, ribozomalni ribonukleova
kyselina

vySetfeni rentgenovym zarenim

Real-time PCR, polymerazova fetézova reakce v realném
Case

single-nucleotide polymorphism, jednonukleotidovy
polymorfismus

Streptomycin
Tuberkuloza
T helper cells, Th lymfocyty typu 1
T helper cells, Th lymfocyty typu 2

Transcription-mediated amplification, transkripci
zprostiedkovana amplifikace

tumor necrosis factor, tumor nekrotizujici faktor
uracil-DNA-glycosylase

United Kingdom, Spojené kralovstvi

United States of America, Spojené staty americké
ultraviolet, ultrafialové

World Health Organisation, Svétova zdravotnicka
organizace

Extensively drug-resistant tuberculosis, $iroce rezistentni
tuberkul6za
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