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Tuberkuldza i mykobakteridzy jsou zavazna infekéni onemocnéni, zejména u imunologicky oslabenych pacienti a u pacientt s AIDS
(Acquired Immune Deficiency Syndrome). Jejich véasna klinicka i laboratorni diagnostika, véetné vyuziti metody slouzici ke zjisténi
stavu imunity, vyznamné pfispivaji k jejich spravné lécbé. Pro mikrobiologickou diagnostiku jsou dulezité spravné odebrané biologické
materialy a jejich spravny a rychly transport do laboratofe. Laboratorni diagnostika mykobakterii je mozna klasickymi mikrobiologic-
kymi metodami jako je mikroskopické a kultiva¢ni vysetieni, ddle automatizovanymi urychlenymi kultiva¢nimi systémy a molekularné
biologickymi metodami s pomoci kterych Ize prokazat néktera mykobakteria béhem nékolika hodin pfimo v odebraném biologickém
materialu nebo provést identifikaci jiz narostlych mykobakterii. Cilem predloZené prace je ukazat souc¢asné moznosti mikrobiologické
a molekuldrné biologické diagnostiky tuberkul6zy a mykobakteriéz.
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Current laboratory diagnostic possibility of tuberculosis and mycobacterioses

Tuberculosis and mycobacterioses are serious infectious diseases, especially inimmunologically compromised patients and patients with
AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome). Their early clinical and laboratory diagnosis, including the use of the method used to
determine the state of immunity contribute significantly to their proper treatment. For microbiological diagnosis is important to collect
biological materials properly and to deliver them properly and quickly to the laboratory. Laboratory diagnosis of mycobacteria can be
performed by classical microbiological methods such as microscopic and cultivation examination as well as by automated accelerated
cultivation systems and by molecular biological methods by which can be proved some of mycobacteria within a few hours directly in
the collected biological material or to identify already accrued mycobacteria. The objective of presented work is to present the current

possibilities of microbiological and molecular biological diagnosis of tuberculosis and mycobacterioses.
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Uvod

Tuberkuléza (TB) od ddvnych dob pa-
ti mezi nejrozsitenéjsi infekéni onemocnént
na svété. Dle Svétové zdravotnické organizace
se odhaduje, Ze je v soucasnosti nakazena asi
1/3 veskeré populace, ro¢né pfibyva asi 6-8
miliond novych pfipadd a kolem 2-3 milion( lidf
na celém svété na TB umira (1). PGvodcem TB je
Mycobacterium tuberculosis (M. tbc), jehoz objevi-
telem byl v r. 1882 Robert Koch a ddle geneticky
pfibuzna mykobakteria M. bovis, M. bovis BCG,
M. africanum a M. microti, ktera spolu s M. tbc
jsou oznacovana jako komplex M. tbc (2, 3). TB
soucasnosti je pfedevsim velikym problémem
u 0s0b se snizenou imunitou a u pacient( s AIDS
nejen v rozvojovych, ale i ve vyspélych zemich.
K jejimu Sifeni pfispiva i migrace lidf, abuzus
drog, alkoholu, podvyziva apod. Siteni plivod-
ce zfejmé podporuje i jeho odolnost k zevnim
vlivlim a mald infekénf davka, nebot kinfikovani
neimunniho jedince postaci jen nékolik mélo
bakterif (4). Zdrojem onemocnéni je nejcastéji
nemocny ¢lovék. Pfenos plvodce probiha vét-
sinou respiracnf cestou, méné jinym zptsobem.
Po prliniku do organizmu, coz je vétsinou do plic,

jsou mykobakteria prostfednictvim makrofag
zanesena do lymfatickych uzlin plicniho hilu
(2, 4). Ve spolupréci makrofagt se specifickymi
lymfocyty (T i B) se rozviji bunécna imunitni
odpovéd, pii které dochézi k uvolnéni mediator(
zanétu (interleukiny, interferon gama, tumor
nekrotizujici faktor a dal3f) a aktivaci bunécné
obranné reakce, jejimz vysledkem je tvorba spe-
cifickych lozisek — granulom? (GR). Infikované lo-
Zisko a infikovand spadové lymfatickd uzlina jsou
oznacovany jako primdarni komplex (2, 4). Odtud
se mohou mykobakteria $ifit lymfatickymi ces-
tami do dalsich orgdnd (meningy, urogenitaini
systém, klouby, kosti, kiize), kde vznikaji GR se-
kundéarni. GR mohou ve svém centru znekroti-
zovat a rozpadnout se, oz je oznac¢ovano jako
kaseifikace nebo-li zesyrovaténi (4). Mykobakteria
v malych GR jsou zpravidla imunitni reakcf zni-
Cena, velké GR se opouzdii a posléze kalcifikuiji.
Mykobakteria v jejich centru jsou pro imunitnf
bunky nepfistupnd a v dorminantni podobé
preZivaji v organizmu po rizné dlouhou dobu.
Pfi oslabenfimunity z rdznych pricin maze dojit
k reaktivaci nebo reinfekci onemocnéni. Pokud
se dostanou mykobakteria do krevniho feciste,
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dochazf k milidrnimu rozsevu, kdy se nésledné
GR vytvofi prakticky ve vSech orgénech a do-
chézi ke generalizaci infekce (2, 12). Klinicky je
zpravidla aktivni TB chronicky proces, ktery
mUZe unikat pozornosti a na toto onemocné-
ni by mélo byt pomysleno vzdy pfi chronické
unavé, subfebriliich, profuznich noc¢nich potech,
pfi hubnutf a pfi déletrvajicim kasli z poc¢atku
bez a pozdéji s produkei sputa (4). U nékterych
pacientl, zejména imunologicky oslabenych,
mohou plicnii mimoplicnf onemocnéni pasobit
téZ podminéné patogenni mykobakteria, kterd
mohou vyvoldvat onemocnéni u zvifat nebo
se nachdzeji v zevnim prostiedf a jsou pfenos-
na na clovéka. Patfi sem predevsim komplex
M. avium-intracellulare, M. scrofulaceum, M. xeno-
pi, M. malmoense, M. kansasii, M. szulgai, M. ma-
rinum, M. gordonae a fada dalsich mykobakterii.
Onemocnéni vyvolana témito mykobakteriemi
jsou nazyvana mykobakteridzy (3). Nelécena ¢i
pozdé rozpoznana TB i mykobakteridzy vedou
ke smrti pacienta. Nezbytnym predpokladem
spravné a ucinné terapie je v€asna diagnostika
onemocnéni a zahajeni vhodné antituberku-
|6zni terapie. Pfi podezienf na TB musi byt pa-



cient komplexné vysetfen klinickym lékafem
(dtkladnd anamnéza, rtg plic, biochemické,
hematologické, pfipadné histologické vysetfe-
ni), ktery na zékladé zjisténych obtizi ordinuje
ve spolupréci s klinickym mikrobiologem labo-
ratorni vysetfeni k urcenf etiologického agens
onemocneni (5).

Laboratorni diagnostika

Zé&kladem kvalitniho mikrobiologického
vysetfentje spravny odbér vhodného biologic-
kého materidlu, pokud mozno pfed nasazenim
antituberkulotické 1é¢by a jeho spravny trans-
port do laboratofe, nejlépe v chladicich boxech
(3). Pfi podezfeni na TB nebo mykobakteriézy
jsou odebirdny rézné biologické materidly.
U respiracnich a plicnich forem se nejcastéji
odebird sputum, pfipadné indukované sputum,
pokud mozno pred jidlem a hygienou dutiny
ustni. Déle Ize odebrat bronchoalveoldrni la-
vaz, pleurdini vypotek, méné casto laryngdini
vytér. Pfi podezieni na meningitidu se odebird
mozkomisni mok. Pfi suspekci na urogenitaini
TB stfednf proud moci, pfipadné jiné materia-
ly z urogenitalniho traktu (prostaticky sekret,
ejakulat, menstrua¢nikrev) (3, 5). Zaludeéni ob-
sah je odebiran zalude¢ni sondou téz nala¢no
a do laboratofe musi byt transportovan nejpoz-
déji do 4 h po odbéru (pro neutralizaci vzorku).
Stolice je odebirana do sterilnich zkumavek.
K mykobakteriologickému vysetfeni Ize zasilat
vytéry a stéry z hnisavych proces(, ran, pistélf.
K jejich odbéru Ize pouZit laryngedlni sondy
zvlh¢ené ve sterilni destilované vodé. Pevné
kousky tkénf jsou vzdy odebirdny do sterilnich
zkumavek bez pridani konzervacnich nebo fi-
xacnich prostfedkd. U materidl(, kde se pfed-
poklada intermitentni vyluc¢ovani mykobakterif
(mo¢, sputum), je vhodné odebirat vice vzorkd
v nékolika po sobé jdoucich dnech a ve vétsim
mnozstvi. K odbéru tekutych materidll Ize pou-
zitiinjekenich stfikacek, které mohou zaroven
slouzit k transportu (3). Pro odbéry na mykobak-
teriologické vysetienfjsou naprosto nevhodné
odbérové soupravy s transportnimi pldami.
Krev se odebird ke zjisténi stavu bunécné imu-

nity pacienta (6, 7). Diagnostické laboratornf
metody v mykobakteriologické laboratofi za-
hrnujf klasické metody mikroskopického a kul-
tiva¢niho prikazu mykobakterii v biologickém
materialu a v poslednich letech té7 jejich pra-
kazu pomoci molekuldrné biologickych metod
(MBM) (3, 10). Mikroskopické vysetfeni umoz-
nuje prokdzat pfitomnost acidorezistentnich
tycek (ART) pfimo v odebranych materidlech
v barvenych mikroskopickych preparatech
(fluorescencni barveni, méné Ziehl-Neelsen)
béhem nékolika mélo hodin. Kultiva¢ni vyset-
feni na pevnych i tekutych padach umoznuje
prlikaz Zivych mykobakterii. Jejich genera¢nf
doba je dlouhd, proto i kultiva¢ni vysetieni trva
dle typu mykobakterii az 6-9 tydnd. Metody
urychlené kultivace zalozené na detekci me-
tabolickych produktd rostoucich mykobakteri
v uzavienych systémech (BacT/ALERT) nebo
na detekci spotfeby kysliku v prébéhu jejich
rstu (Bactec), prokazuji zivd mykobakteria
v krat$i dobé nez klasické kultivacni vysetie-
ni (8, 9). Jejich nevyhodou je, Ze na negativni
vysledek je nutné pockat 6 tydnl. Modernf
MBM, zalozené na detekci specifickych Usekd
nukleovych kyselin (NK) typickych pro konkrét-
ni mykobakteria, jsou rychlé metody prikazu,
kdy fadoveé v rozmezi nékolika hodin Ize pro-
kdzat jejich pfitomnost (komplex M. tbc) pfimo
v odebraném biologickém materialu. Jedna
se o Mycobacterium tuberculosis Direct (MTD)
testy nebo Polymerase Chain reaction (PCR)
(tabulka 1). Tyto testy prokazuji v pfipadé po-
zitivity specifické Useky NK, pomociznacenych
genetickych sond, které jsou komplementarni
khledanému useku NK (3, 7). MBM Ize detekovat
geneticky materidl nejen ze Zivych, ale i z ne-
Zivych mikroorganizmd, a proto je nutné vzdy
vysetfeni doplnit kultiva¢nim vysetfenim, které
prokazuje zivd mykobakteria, nebot jenom Ziva
mykobakteria mohou vyvolat onemocnéni (3,
5). Narostlé mikroorganizmy jsou identifiko-
vany MBM (genotypizace, sekvencni analyza),
které umoznuji urcit species komplexu M. tbc
a dalsi netuberkulozni mykobakteria (NTM)
(7). Bakteriologicka identifikace hraje vyznam-

Tabulka 1. Laboratorni metody pro diagnostiku tuberkuldzy a mykobakteriéz
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nou roli pfi stanoven( etiologie onemocnént.
Stejny diagnosticky vyznam ma i histologické
vysetfeni, kdy jsou ve vysetfovaném vzorku
prokdzany burnky a zmény typické pro spe-
cificky granulomatoézni zanét (Langhansovy
bunky, kasedzni nekréza), pfipadné ART (5, 14).
Soudasti laboratorniho vysetfeni je stanovenf
citlivosti ¢i rezistence mykobakterif na antitu-
berkulotika (AT) prvnia druhé fady, dle potfeby
i dalsich AT. Stanoveni citlivosti na AT se provadi
u vsech novych pfipadd onemocnéniTB, potvr-
zenych bakteriologicky (komplex M. tbc), a u re-
zistentnich kment. Kromé klasickych metod
Ize multirezistentni kmeny M. tbc prokazovat
molekuldrnimi metodami, jejichZ pfednostf je
rychlé ziskani vysledku, v rutinni praxi viak za-
tim nejsou vsude dostupné (10). U onemocnént
vyvolanych NTM se testy citlivosti provadéjf
v souladu s doporucenymi postupy pro terapii
NTM a dle vysledku empirické 1écby (15, 16).

Nepfimé diagnostické testy

Ke zjisténi stavu bunécné imunity, kromé
kozniho tuberkulinového testu (Mantoux), jsou
v poslednich letech pouzivany IGRA (Interferon
Gamma Release Assay) testy, kterymilze prokazat
zkrve pacienta interferon gama (IFN-y), produko-
vany specifickymi lymfocyty, pokud pfisly nékdy
do kontaktu s M. tbc (6, 11, 17). Tuberkulinovym
testem je hodnocena koznf reakce pozdni pfe-
citlivélosti po aplikaci PPD (proteinovy purifiko-
vany derivat), pfipraveného z vybranych kmen(
M. tbc (18). Po 72h se méfi pramér indurace,
pfi¢cemz za pozitivni je povazovéna indurace
vetsi nez 5mm. Test mUze byt pozitivni nejen
po infekci M. tbc, ale téZ u osob ockovanych
BCG (Bacillus Calmette-Guérin) vakcinou (12,
17) nebo po infekci jinymi mykobakteriemi,
pfipadné z nezndmych ddvodu. Kritériem pro
rozliseni postvakcinacni a postinfekéni imunity
je velikost indurace. Vysledek testu muze byt
ovlivnén i zpsobem aplikace i hodnocenf (19).
U osob se sniZzenou imunitou z nejriznéjsich
ddvod, véetné pacientl infikovanych HIV, mize
byt test negativni (17). Nejznaméjsi IGRA test je
QuantiFERON®-TB Gold, ktery pouzivé proteino-

Laboratorni metoda

Biologicky material

Doba do ziskani vysledku Hodnoceni - priikaz

Mikroskopicky preparat vSechny materialy

2h

mog¢, krev, menstruacnf krev, stolice na vyzadani

acidorezistentni tycky

Kultiva¢ni vysetieni viechny materidly

2-9 tydnt

Zivd mykobakteria

Urychlena kultivace

BacT/ALERT, Bactec vsechny materidly

nékolik dndl — 6 tydnd

ziva mykobakteria

MTD, PCR

vsechny materidly — u nékterych textd kromé krve

6-8 hodin

geneticky materidl specificky pro M. tbc komplex

QuantiFERON

krev do tif specialnich zkumavek

24h

interferon gama (IF N-Y) stav buné¢né imunity
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vé antigeny, specifické pouze pro M. tbc a pfi-
tomné téz u M. kansasii, M. marinum a M. szulgai.
U ostatnich mykobakterif, v¢etné M. bovis BCG
tyto antigeny pfitomny nejsou. Metoda vyznam-
né prispiva k diagnostice latentni TB, pozitivni
vysledek je viaki u aktivni TB. Test jejich rozlisent
neumoznuje. Negativnf vysledek neznamen3,
7e pacient nemUze mit TB (17).

Zaver

Laboratorni diagnostika TB i mykobakteri¢z
je dulezitou soucasti viech dalsich diagnostic-
kych metod (histologickych, zobrazovacich,
biochemickych, hematologickych a klinickych),
jejichz vysledkem je sprdvnd diagnosa téchto
zavaznych onemocnéni (5, 14). Vyznam MBM
pro rychlou diagnostiku TB, multirezistentni TB
i mykobakteriéz je nesporny.
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