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Ugel vysetieni

Narodni standard byl vytvofen pro detekci a izolaci mykobakterii z riznych typu klinickych
vzorkl. Pro vétsi zachyt mykobakterii je doporu¢ovano pouziti automatického systému
kultivace v tekuté padé v kombinaci s pevnymi pudami. Pro laboratorni diagnostiku
tuberkuldzy a onemocnéni zpusobenych netuberkul6znimi mykobakteriemi je nejefektivnéjsi
kombinace fenotypickych

a genetickych metod.

Klinicka diagnostika, prevence a kontrola TBC nejsou soucasti tohoto dokumentu.
Tento dokument by mél byt pouzivana spolu s ostatnimi narodnimi standardnimi postupy.

Typa vzorku

Sputum
Jiny respira¢ni material
Laryngealni vytér

Mo¢
Pleuralni punktat
Likvor

Uzlina lymfaticka
Kdze

Zaludeéni vyplach
Stolice, vyplach stfeva

Jiny material — punktat jiny nez pleuralni, vytéry a stéry, tkan — biopticky a nekropticky
material v&. gynekologického, kosti, kostni diené

Krev - (Pozn. Krev neni ve vétSiné pfipadl vhodny vzorek pro vySetfeni na mykobakterie
(ani na klasickou kultivaci a mikroskopii ani_na PCR)! V rutinnich mykobakteriologickych
laboratofich se hemokultivace neprovadi. VySetfeni krve je tak prakticky omezeno na IGRA
testy — viz nize)

Preferuje se tekuty vzorek pred vytéry, stéry z loziska. Je-li odbér na tampon nezbytny,
doporu€uje se odbér na minimalné dva tampony zvlihéené SDV nebo FR, popfipadé jejich
zanofeni do nadobky s 1-2 ml SDV nebo FR.

Uvod

Tuberkuléza (TBC) patfi mezi nejstarSi znama onemocnéni a po fadu stoleti suZovala
zejména evropské narody. Jednim z nejvétSich uspéchli moderni mediciny bylo zavedeni
oCkovani a ucinné terapie. Spole¢né s dalSimi faktory, jako jsou systém zdravotni péce a
epidemiologicky dohled nad vyskytem a Sifenim nemoci, doSlo ve dvacatém stoleti

k podstatnému snizeni vyskytu tuberkulézy. Tento pokles jizZ neni v poslednich letech tak
vyrazny. TBC vS8ak stale predstavuje nebezpeci a mulze vyvolavat lokalni vzplanuti

. Zpracoval: . L
Verze: 1 doc. MUDT. Pavel Cerrmak, Kontroloval: Schvalil: Str.  4/45

Vytisk €.: 1 CSe. Zména str.: -




Spolec¢nost pro Iékarskou

mikrobiologii CLS JEP NSVP_6

Nazev: Zakladni mikrobiologicka diagnostika mykobakterialnich onemocnéni

Verze: 1 Platné od: 30.5.2014

onemocnéni. Vyskyt TBC v populaci je nerovhomérny. Nékteré skupiny obyvatelstva (etnické
a socialni) maji podstatné vyssi vyskyt TBC. Ve svété se nachazi fada zemi s velmi vysokou
prevalenci tohjoto onemocnéni zejména tam, kde je niz§i socialné-ekonomicka uroven. V
téchto oblastech zaroven dochazi ke vzniku a naslednému Sifeni rezistentnich kmenda.
Z celosvétového hlediska predstavuje TBC zasadni problém. Ztéchto duavodli je nutné
problematice TBC vénovat pozornost. Také proto vznika Narodni vySetfovaci postup pro
diagnostiku mykobakterialnich onemocnéni.

TBC je zpusobena mykobakteriemi skupiny Mycobacterium tuberculosis komplex (MTBC).
U lidi pfevazuje M. tuberculosis, ostatni Clenové skupiny MTBC Mycobacterium bovis,
Mycobacterium africanum, Mycobacterium canettii a Mycobacterium caprae jsou vzacné.
Vakcina¢ni kmen Mycobacterium bovis BCG, pouzivany rovnéz pro terapii karcinomu
mocového méchyfe, mize byt pfi¢inou onemocnéni u imunokompromitovanych pacientu.
Mycobacterium microti a Mycobacterium pinnipedii jsou vylu¢né spojovany s infekcemi jinych
savcl a jen vyjimecné mohou zpusobit infekci imunokompromitovanych pacient(*?.

Inkubaéni doba TB onemocnéni muze byt mésice az roky. Latentni tuberkul6zni infekci
(LTBI) se nazyva stav, kdy pacient ma pozitivni kozni nebo krevni test prokazujici aktivaci
imunitnino systému, ale nema symptomy aktivniho onemocnéni’. Tuberkuléza postihuje
nejCastéji plice, mlze ale napadnout jakykoliv télesny organ. Charakteristickym
morfologickym projevem tuberkulézy jsou granulomy.

Pocatecni infekce pacienta s MTBC organizmy se nazyva primarni tuberkuléza. V pfipadé
primarni tuberkulézy vznikaji Iéze v misté vstupu mykobakterii do organizmu. Nej¢astéji jsou
to plice, ale mohou to byt také tonzily, stfevo nebo klze. V tomto stadiu jsou rovnéz
infikovany mizni uzliny (primarni komplex). Tuberkulinovy test je pozitivni 3 - 6 tydnd po
infekci a je znamkou rozvoje bunééné imunity a tkarové precitlivélosti. LoZiska zasahujici
endotel krevnich cév mohou prasknout a zpUsobit diseminaci nebo miliarni TBC.

Postprimarni tuberkuléza vznika aktivaci mykobakterii v primarnim komplexu nebo
exogenni reinfekci. Rozviji se obvykle 5 a vice let po primarni infekci a postihuje spise
dospélé nez déti. Infekce M. tuberculosis progreduje v klinické onemocnéni pouze v malém
poctu pfipadl. Predisponujicim faktorem mize byt nedostatek vitaminu D" popfipadé dal$i
vlivy jako napf. imunosuprese nebo vrozena vnimavost podminéna pritomnosti specifickych
genu®.

Sténa mykobakterii obsahuje mykolové kyseliny, které patfi mezi mastné kyseliny
s dlouhymi fetézci. ZpUsobuji, Ze se mykobakterie nebarvi béznymi postupy a k proniknuti
barviva do burfky jsou nutné specialni procedury (napf. pouziti tepla, detergentd). Jestlize
jednou barvivo pfijmou, neni mozné jej nasledné odstranit béznymi kyselymi alkoholovymi
rozpoustédly. Proto jsou oznagovany jako acidorezistentni’*°'. Tato barvici charakteristika
je velmi dulezita pro mikrobiologickou a histologickou diagnostiku mykobakterialnich
onemocnéni.

Mycobacterium tuberculosis

Plicni tuberkul6za

Infekce vznikd vdechnutim kapénkové ¢&astice obsahujici plvodce tuberkuldzy.
Mikroorganizmus je v misté vniknuti pohlcen fagocytujicimi burikami, ve kterych nejenom
preziva, ale mize se i mnozit. Z tohoto primarniho loziska se Sifi lymfatickymi cestami
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do miznich uzlin. Pokud se dostane do krevniho fecisté, infikuje plice a dalSi organy.
U vétSiny pacientd vznikaji granulomatézni loziska obsahujici zivé mykobakterie. Rozvoj
onemocnéni podporuji faktory jako je imunosuprese, alkoholismus a malnutrice.

Zakladni postup diagnostiky plicni tuberkulézy zahrnuje Kklinické vySetfeni pacienta
a laboratorni vySetfeni adekvatniho materialu. Diagnéza plicni tuberkulézy muze byt
primarné potvrzena jiz na zakladé odpovidajicich klinickych pfiznakl a nalezu na skiagramu
hrudniku v kombinaci s pfihlédnutim k vysledku mikroskopického vySetfeni sputa. Zahajeni
terapie antituberkulotiky je mozné uz na zakladé klinickych zjisténi bez ohledu na negativni
vysledek mikroskopického nebo molekularné biologického vySetfeni a zaroven jesté pred
tim, nez je znam vysledek kultivace.

Vyskyt rezistentnich forem MTBC umocfiuje vyznam odbéru adekvatnich vzorkd pro
kultivaci a stanoveni in vitro citlivosti izolovaného kmene M. tuberculosis a provedeni
genotypizace pro epidemiologické UGcely také z materialt ziskanych pfi pitvé''%'*. Bézné se
odebiraji tfi vzorky sputa pro mikroskopické a kultivaéni vy$etieni’?491214,

Mimoplicni tuberkuléza

Lymfadenitis

Lymfadenitis je v soudasnosti v CR nejcastgjsi formou mimoplicni tuberkulézni infekce.
Cervikofacialni lymfadenitidu mohou u déti zpusobit také netuberkuldézni mykobakterie,
zejména Mycobacterium avium'"®,

Miliarni tuberkul6za

Timto terminem byl dfive oznaCovan rozsev infek¢nich 1ézi na tisice loZisek. Nyni se takto
oznacuje forma progresivné diseminované hematogenni tuberkulézy®. Incidence pfipadu
miliarni TBC koreluje s narlstem poctu imunokompromitovanych pacientt s HIV infekci.

Neurotuberkul6za - tuberkuldzni meningitida

Tuberkulézni meningitida je vétSinou zplsobena hematogennim rozsevem, nebo
provalenim subependimalniho tuberkulomu do subarachnoidalniho prostoru. Klinické
pfiznaky obvykle zaCinaji zavratémi, intermitentni bolesti hlavy a mirnou hore¢kou. Po 2-3
tydnech nasleduji protrahované bolesti hlavy, zvraceni, meningealni a fokalni neurologické
priznaky?’. Nejvétsi mortalita je u malych déti a starSich pacientli a v ptipadech, kdy pfiznaky
onemocnéni trvaly déle nez dva mésice. Diagndza se odviji hlavné od klinickych pFiznakd.
Typickym nalezem v likvoru jsou bilé krvinky s pfevahou lymfocytd. Bilé krvinky ale mohou
chybét, v nékterych pfipadech mohou dokonce pfevazovat polymorfonuklearni leukocyty.
Proteiny jsou obvykle zvySeny. Diagnostické algoritmy jsou v pfipadé podezfeni
na tuberkul6zni meningitidu zaméreny na rychlou diagnostiku?'. Pravdépodobnost pozitivnich
vysledktd mikroskopie a kultivace se zvySuje odebranim velkého mnozstvi likvoru (>6 ml)
nebo jeho opakovanymi odbéry?'. Lécba tuberkulézni meningitidy, vzhledem k zavaZnosti
postizeni, ma byt zahajena jiz na zakladé klinickych pfiznakd a jinych laboratornich nalezt
bez ohledu na negativni vysledek amplifikacnich testli, nebo mikroskopie.

Gastrointestinalni TBC

Gastrointestinalni tuberkul6za zplUsobena M. bovis byla dfive Casta po konzumaci
nepasterizovaného mléka. Pokud je tato forma mimoplicni tuberkuldézy vyvolana
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M. tuberculosis, vznika zpravidla spolknutim infekéniho sekretu z plic®2. V sou¢asnosti,
v dobé ucinné antituberkulotické |€Cby, je tuberkuldza v této lokalizaci vzacna.

Diagnostikuje se endoskopicky. Mikroskopické i kultivacni vySetfeni byva pozitivni'.
Peritonealni TBC

Peritonealni tuberkul6za mize byt v ascitické (exsudativni) nebo v adhezivni (suché)
formé&. Ascitickd forma je charakterizovana pfitomnosti volné tekutiny, adhezivni forma
fibroznimi adhezemi. Cast&jsi byva forma exsudativni, ktera se projevuje zvétSujicim se
bfi$nim objemem?,

Urogenitalni TBC

Urogenitalni tuberkuléza se Castéji vyskytuje u muzu a jen vzacné pred pubertou. Interval
mezi infekci a manifestaci renalniho onemocnéni je obvykle velmi dlouhy (roky nebo
desetileti). Pfi onemocnéni mohou vznikat kazeozni loziska, ze kterych se uvolfuji
mykobakterie do ledvinnych panvi¢ek a ureter a infekce se mulze S§ifit do mocového
méchyie®. Projevuje se ¢astym mocenim doprovazenym dysurii a hematurii. V moci byvaiji
pritomny bilkoviny a krev (vice nez 50 % pfipadu), Casta je sterilni pyurie (vice nez 80 %
pfipad()'024+%,

Tuberkuléza kosti a patere

Tuberkuldza kosti a patefe je vysledkem hematogenniho Sifeni z primarni plicni infekce?’.
Predisponujicimi faktory jsou snizena imunita a intravendézni aplikace drog. Nejcastéjsi
manifestaci je tuberkuléza patefe, nasleduje postizeni velkych kloubu, jako jsou kolena a
kyCle. Diagn6éza je obvykle stanovena na zakladé klinickych pfiznaka, rentgenového
vySetfeni, mikroskopického a kultivaCniho vySetfeni bioptického vzorku nejCastéji z dolni
hrudni nebo horni bederni oblasti®. Postihuje nejcastéji star$i déti a mladé dospélé.
Zpusobuje zhrouceni obratld s naslednou deformaci patefe. Tuberkul6zni absces psoatu
vznika na zakladé onemocnéni hrudni nebo bederni patefe, Sificiho se uvnitf vazivového
pouzdra psoatu, nékdy velmi daleko.

Bakteriémie

Mykobakterie Casto zpusobuji lehkou bakteriémii, ktera je u infikovaného jedince
pfirozena a ktera pfispiva krozSifeni TBC do dalSich organd®. Detekovatelna
mykobakteriémie je pfesto pomérné vzacna. Vyjimkou jsou vyrazné imunokompromitovani
pacienti (zejm. s HIV-AIDS)®*, U pacientd sAIDS zrozvinutych zemi prevazuje
Mycobacterium avium komplex, u pacientld ze Subsaharské Afriky pak MTBC?334. Vyskyt
téchto krvi Sificich se mykobakterialnich infekci je nyni, v dobé dostupné antiretrovirové
terapie, mnohem mens$i*. Mykobakterie byly izolovany zkrve i u jinak
imunokompromitovanych pacientt (napf. s leukémii), obCas dokonce i u pacientl, ktefi
sniZzenou imunitu nemaji*’.

Multirezistentni tuberkuléza (MDR-TB)

V poslednich letech jsou z celého svéta stale Castéji hlaseny pfipady tuberkulézy odolné
vigi jednomu nebo vice antituberkulotikim®®3’. M. tuberculosis se stava vuci
antituberkulotikiim odolnym spontanné nahodnou mutaci®®. Faktory spojované s Iékovou
rezistenci zahrnuji nedokon&enou a nespravnou lé€bu a nedodrzeni pfedepsané doby lécby.
Primarni rezistence je definovana jako rezistence kmene, kterym se nakazi pacient bez
pfedchozi antituberkulozni 1éCby delSi nez 1 mésic. K sekundarni rezistenci dochazi, kdyz se
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rezistentni mutanty objevi u plvodné citlivého kmene v pribé&hu infekce, vétSinou z divodu
nespravné antituberkulozni lé€by. Multirezistentni tuberkulézni kmeny (MDR-TB) jsou in vitro
rezistentni sou€asné vici isoniazidu a rifampicinu. Kromé konvencénich fenotypovych metod
testovani citlivosti mize byt genova mutace, ktera je spojovana s rezistenci, zjiStovana také
riznymi molekularnimi metodami. Takové metody mohou byt pouzity bud na izolatu, nebo
pfimo na vzorku; zjiStovani rezistence pfimo ze vzorku poskytne rychlejSi vysledek pfi
zjiStovani Iékové citlivosti. LéCebné rezimy MDR-TB byvaji méné efektivni a ¢asové delsi
nez u citlivé TBC. Stale Castéji se objevuji kmeny tuberkuldézy extrémné rezistentni (XDR-
TB). Tyto organizmy kromé toho, Ze jsou multirezitentni (MDR), jsou navic odolné vuci
jakémukoliv fluorochinolonu a soucasné alespori vuci jednomu injekéné aplikovatelnému léku
,druhé fady“, jmenovité amikacinu, kanamycinu nebo capreomycinu®. Byly jiz hlageny
i pfipady totalné (zcela) rezistentni tuberkuldzy (TDR-TB)*.

Netuberkul6zni mykobakterie (NTM)

Tyto mykobakterialni druhy jsou nazyvany riizné: ,netuberkulézni mykobakterie (NTM)*,
.,mykobakterie z prostfedi (environmentalni)‘, ,neznamé (anonymni) mykobakterie®, ,atypické
mykobakterie a ,pfilezitostné patogenni (oportunni) mykobakterie®. NTM jsou v pfirodé
vSudypfitomné, vyznacuji se ruznym stupném patogenity pro Clovéka. Pocet infekci
zpusobenych netuberkul6znimi mykobakteriemi (NTM) se neustale zvySuje. Infekce je
environmentalniho plvodu. Zdrojem je nejCastéji voda, rostlinny a Zivo€iSny material (tkané a
exkrementy infikovanych obratlovcll). Pocet bunék mykobakterii nutny k infekci a rozvoiji
onemocnéni Clovéka je zavisly na stupni predispozice jedince, obecné je v3ak u vétSiny
druht NTM velmi vysoky. Predpokladem k infekci je tedy znacna kontaminace zdroje a/nebo
opakovany, dlouhodoby kontakt s nim. Infikovany po expozici nemusi vzdy
onemocnét. Z vySe uvedenych divodu je rovnéz interhumanni pfenos mykobakteridzy takika
vylou€eny (velmi nepravdépodobny) a dosud také nebyl pFesvédCivé dokumentovan.
Duvodem narastajiciho vyskytu a vyznamu mykobakteriéz je nejen zvysSujici se prevalence
predisponujicich faktorl v populaci, ale také prizplsobivost mykobakterii pfi osidlovani
novych substrata.

NTM jsou casto rezistentni vaci klasickym antituberkulotikim*'#2. Korelace mezi in vitro
rezistenci a in vivo G¢innosti v8ak zlstava mnohem méné definovana pro NTM nez pro
MTBC*'. Koncem roku 2013 bylo popsano 165 mykobakterialnich druht a 13 poddruh,
z nichz nékteré jsou jiz uznavany jako obligatni (vzdy nemoc zpuUsobujici) a mnohé jako
oportunni (pfilezitostné) patogeny lidi a zvifat*'*. 1zolace NTM ze vzorku jako je sputum se,
na rozdil od M. tuberculosis, nerovna nemoci. Mikrobiologické vysledky musi byt
interpretovany ve spojeni s klinickymi a dal§imi nalezy (radiologickymi apod.)*'. Taxonomie
skupiny NTM se prubézné méni a rozviji diky novym technologiim jako je 16S rRNA
sekvenovani *. Tradi¢ni rozdéleni na ,rychle rostouci“ a ,pomalu rostouci“ druhy na zakladé
schopnosti kmenu vytvofit jasné viditelné kolonie v subkultufe na pevné pudé po 7 ¢i méné
dnech inkubace v sou¢asnosti jiz postrada klinicky a taxonomicky vyznam®*'43,

Diagnostika a terapie NTM se Fidi nize uvedenymi kritérii Ceské pneumologické a
ftizeologické spole€nosti, obsazenymi v Doporu¢eném postupu pro diagnostiku a Iécbu
mykobakteriéz dospélych:

Diagnostickeé trias:

Klinicky nalez, rentgenovy obraz a pozitivni kultivaéni prikaz NTM a/nebo
histopatologicky nalez granulomatézniho zanétu z biopsie infikované tkané.
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Bakteriologické vySetireni - rozhodujici

— dvé a vice pozitivnich kultivaci NTM ze separatnich vzorku sputa
— jedna a vice pozitivnich kultivaci z bronchialniho vyplachu nebo lavaze

- transbronchialni nebo plicni &i jina biopsie s prikazem granulomatézniho zanétu,
acidorezistentnich tyek a pozitivni kultivace NTM

- histologicky prikaz granulomatézniho zanétu a jedna &i vice pozitivnich kultivaci
NTM ze sputa nebo bronchialniho vyplachu.

Mycobacterium avium- intracellulare komplex (MAIC)

Termin M. avium-intracellulare komplex se v klinické mikrobiologii ¢asto pouZziva pro
zjednodus$eni a oznacuje kmeny fenotypové se podobajici M. avium**. Existuji tfi validné
popsané poddruhy druhu M. avium: M. avium subsp. avium, M. avium subsp.
paratuberculosis a M. avium subsp. silvaticum*'*#* U imunokompetentnich pacientli mohou
MAIC organizmy, vétSinou M. intracellulare, napadnout bronchialni strom. Dochazi k tomu
pfedevSim na predisponovanych mistech, jako jsou bronchiektdzie nebo staré kavitace
(dutiny)*'. U imunosuprimovanych pacientd mohou M. avium a pfibuzné mikroorganizmy
zpUsobit i diseminované infekce ***'. M. avium mulze zpUsobit také kréni lymfadenitidu
u malych déti'®'%#'. Tyto mikroorganizmy jsou ¢asto pfitomny ve vodé a mohou kontaminovat
vzorky.

Mycobacterium gordonae

M. gordonae se bézné vyskytuje ve vodé a jen zfidka a diskutabilné zpusobuje
onemocnéni u pacientd se snizenou imunitou*'. Pfedstavuje béZnou kontaminantu klinickych
vzorku.

Mycobacterium kansasii

M. kansasii nejCastéji zpusobuje plicni infekce, zejm. u pacientd sjiz
existujicim chronickym onemocnénim plic (napf. s pneumokoniézou). MGze vSak postihnout
jakoukoli ¢ast téla*'. Je to fotochromogenni druh, tzn., Ze k vytvofeni pigmentace (Zlutého
zbarveni) kolonii potfebuje svétlo.

Mycobacterium malmoensae

M. malmoensae nej¢astéji napada plice a lymfatické uzliny. Byly ale hlaSeny i diseminace
a mimoplicni nemoci*'. Diagnostika M. malmoensae je stejna jako u ostatnich mykobakterii,
ale kultivace trva obvykle déle - na pevnych pldach zacinaji byt kolonie viditelné az za 12
tydnu®®.

Mycobacterium marinum

M. marinum zpUsobuje tzv. granulomy akvaristd (,fish tank granuloma®) a granulomy
plaveckych bazénu (,swimming pool granuloma®). Jde o lokalizované kozni léze. Vznikaji
tak, Ze se do oteviené rany nebo odérky dostane voda kontaminovana druhem M. marinum
z akvarii, bazénu nebo pfirodnich sladkych i slanych vod. Tento druh roste stfedné rychle,
optimalni rastova teplota je 28-30 °C*'.

Mycobacterium ulcerans
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M. ulcerans se vyskytuje na rlznych mistech svéta - v Australii (,Bairnsdale ulcer® -
Bairnsdalsky vied), jihovychodni Asii, v Ugandé i ostatnich ¢astech Afriky (,Buruli ulcer” -
Burulsky vied), ve stfedni a jizni Americe*'“*¢. Zpusobuje kozni léze, infekce mUlze vést
k chronickym progresivnim nebolestivym viedim, které se ob&as mohou objevit u
cestovatelll z endemickych oblasti*’*®. Tento mikroorganizmus muUze byt v laboratofi obtizné
izolovatelny, protoZe je citlivéjSi ke standardnim dekontaminaénim metodam nez jiné
mykobakterialni druhy. Roste pomalu (6-12 tydnd) a vyzaduje inkubaci pfi 30-33 °C*'“¢.
Molekularni metody mohou byt pfinosem pro potvrzeni klinické diagnozy.

Mycobacterium xenopi

M. xenopi je dalSim pomémé béznym plvodcem plicnich mykobakteriéz
(netuberkulézniho plicniho  mykobakterialniho onemocnéni) v ur€itych zemépisnych
oblastech*'*. Je termofilni, s optimalni rustovou teplotou 45 °C. Podobné jako
M. malmoense roste pomalu pfi teploté 37 °C. MGze byt izolovano z riznych pfirodnich
zdrojli, v&. vodovodnich kohoutku s teplou vodou. Je moZnou pfi¢inou kontaminace vzorku*'.

Kultivaéné naroéné druhy

UrcCité mykobakterialni druhy vyzaduji specifické suplementy nebo podminky, aby vibec
mohly byt v laboratofi uspésné vykultivovany. Patfi sem Mycobacterium genavense
(vyuziva mycobactin J) a Mycobacterium haemophilum (vyzaduje hemin nebo jiné smési
obsahujici zelezo). U obou druhd bylo prokazano, Ze se vyskytuji pfevazné u pacientu se
snizenou imunitou v¢. téch, ktefi jsou infikovani HIV*'. Nicméné M. haemophilum, které ma
optimalni rastovou teplotu 28-30 °C, mulze zpUsobit lymfadenitidu u jinak zdravych déti'®*'.
Mycobacterium leprae, puvodce lepry, nelze v souc¢asnosti in vitro vykultivovat.

Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium fortuitum

Tyto a jim pribuzné druhy jsou znamé jako puvodci infekci kGize a mékkych tkani*',
Mohou zpuUsobovat také prostetické infekce (infekce vznikajici v souvislosti s cizorodym
materialem v téle — obvykle jde o dlouhodobé zavedené cévni, moCové, dialyzaCni katetry,
drény, kanyly, implantdty a protézy) *. Tyto mikroorganizmy byly nalezeny
i v bronchoalveolarni lavazi a nékdy mohou byt pfiinou faleSné pozitivni diagndzy. Ackoli
byly nalezeny rGzné variace nékterych poddruhu, jejich optimalni ristova teplota lezi mezi
30-33 °C. Tyto druhy mohou byt pfitomny jako kolonizace dychacich cest zejm. u pacientl
s primarné zménénymi dychacimi cestami plicni chorobou (napf. cystickou fibrézou).

Mykobakterie a HIV/AIDS

Odhaduje se, Ze tfetina vSech celosvétové HIV infikovanych lidi je sou€asné infikovana
druhem M. tuberculosis*. Chudoba, prelidnéni a bezdomovectvi jsou spoleéné socialné
ekonomické faktory podporujici Sifeni TBC i HIV®. Pacienti nakazeni HIV jsou nachyini
k reaktivaci latentni tuberkulézni infekce a také k rychlému zhor$eni nedavno ziskanych
infekci®'. U pacientt se soub&znymi nemocemi (koinfekcemi) je potieba diagnostiku a 1éCbu
koordinovat®.

RGzné druhy netuberkuléznich mykobakterii, nejCastéji MAIC, byly izolovany
ze systémovych infekci u HIV pozitivnich pacientld. Vyskyt takovych diseminovanych infekci
byl v§ak vyrazné snizen zavedenim vysoce G¢inné antiretrovirové terapie®#'.
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Automatické metabolické kultivaéni systémy

Metabolické kultivacni systémy jsou doporuceny, a vSeobecné jizZ zavedeny, pro rychlou
detekci ristu mykobakterii. Princip detekce rlstu spociva v kontinualnim monitorovani
spotieby kysliku a/nebo produkce CO,. Metabolicky princip detekce rastu v tekutych médiich
je prokazatelné rychlej$i oproti hodnoceni ristu na pevnych padach®®? proto jej vhodné
doplriuji> 1418 Nékteré kmeny je mozné zachytit pouze na pevnych vajeénych médiich, jako
je napf. Lowenstein-Jensenova nebo Ogawova puda'®. Kultivace na pevnych médiich je
rovnéz vyhodna pro ty typy vzorku, které je nutné kultivovat pfi jiné teploté nez 37 °C
(napfiklad kozni biopsie).

Metabolické kultivacni systémy se s vyhodou vyuzivaji také pro testovani Iékové citlivosti,
kdy vysledek muze byt dostupny jiz 4-12 dnd po inokulaci.

Molekularné biologické metody detekce DNA, RNA M.
tuberculosis a typizace mykobakterii

Vyuziti genetickych metod pfimé detekce M. tuberculosis ve vzorku biologického
materialu muze byt v jistych pfipadech velmi pfinosné (napf. rychlé potvrzeni tuberkuldzni
meningitidy)?"*°. Vysoké spolehlivosti a presnosti vysledku amplifikacnich metod byva
dosazeno predevsSim pfi vySetfeni biologického materialu z respiraénich cest. VysSetfeni
ostatnich typu materiald je limitovano nizSi citlivosti molekularné biologickych metod.
Pozitivni vysledek vySetieni jakéhokoliv vzorku mize v kontextu klinickych nalezt s vysokou
spolehlivosti (pozor na mrtvé mykobakterie — napf. z BAL €i po [é€bé*) podpofit diagndzu
tuberkuldézy (Vyhlaska &. 233/2011 Sb.o systému epidemiologické bdélosti pro vybrané
infekce ). Na zakladé negativniho vysledku amplifikatnich metod vSak nelze onemocnéni
definitivné vyloucit. Proto je nutné vysetfit vzorek (nebo alikvotu) pacienta také_mikroskopicky
a kultivaéné**?',

*Zcela vylouceno je vyuziti genetickych metod pfi vySetfovani vzorkd jiz 1é€enych pacienttd
jako nastroje pro monitoring uspésnosti 1éCby, eventuelné pro vylouc€eni recidivy u dfive
lé€enych pacientd. V_tomto ohledu zustava kultivace rozhodujicim vySetfenim!

Pokrok ve vyvoji molekularné biologickych metod nicméné pfinasi vyrazné zlepSeni
parametr diagnostickych souprav. Posledni mezinarodni studie potvrdily az 98% citlivost pfi
vySetfeni mikroskopicky pozitivnich vzorkd sputa a 73% citlivost u vzorku negativnich. Na
zakladé téchto zjisténi vydala WHO soubor doporuceni, shrnujicich vyuziti metod pfi
diagnostice tuberkulézy. Jednim ze stézejnich bodU je zafazeni amplifikaéniho vySetieni jako
jednoho z inicia¢nich testl pro potvrzeni tuberkuldzy u pacientd s podezienim na HIV infekci
spojenou s aktivni tuberkul6zou, popfipadé u pacientd s podezienim na rezistentni formu
tuberkulozy.

SoucCasné genetické metody pfedstavuji zasadni nastroj pro pFesnou identifikaci
mykobakterialnich kultur, pfispivaji k vyvoji taxonomie a rozSifovani poznatkll o rodu
Mycobacterium***. Genetické identifikacni metody jsou pfinosem pro vyznamné urychleni
diagnostiky infekci zplsobenych pomalu rostoucimi a obtizné kultivovatelnymi druhy*'“®.

Nesporny vyznam maji amplifikaéni genetické metody pro detekci mutaci genomu
M. tuberculosis podmifiujici rezistenci na antituberkulotika (zejm. rifampicin)**°. Oproti
standardnim metodam stanoveni rezistence je mozno provest detekci pfimo ze vzorku
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klinického materialu jesSté v den dorueni vzorku a ziskat velmi spolehlivy vysledek.
VySetieni je mozno doporucit ve vSech pfipadech mikroskopicky pozitivniho sputa pacient(
s podezfenim na infekci rezistentnim kmenem MTBC. Vysoce rizikovymi mohou byt lidé
dfive na tuberkul6zu léCeni, osoby s potvrzenym kontaktem s MDR-TB a pochazejici
z oblasti s vysokou prevalenci MDR-TB'.

Epidemiologicka analyza kmenl MTBC probiha na specializovanych pracovistich.
Pro svoji naro¢nost neni predmétem diagnostiky rutinnich mykobakteriologickych laboratofi.
Uplatiiuje se zejm. metoda MIRU-VNTR (mycobacterial intersperced repetitive units -
variable number tandem repeats)®' 6365,

MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie pro identifikaci mykobakterii

Metodou MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii (Matrix assisted laser desorption
ionisation — time of flight) je analyzovan hmotnostni profil molekul strukturalnich bilkovin 16S
podjednotky mikrobialnich ribozom(. Spektrum bilkovin tvoficich ribozomy je druhové
specifické. Zmeérfené spektrum hmotnostnich profild bilkovin testovaného kmene je srovnano
s databazi znamych referen¢nich druhu. Vysledku je realné dosahnout béhem nékolika
minut. Metoda je jiz v souCasnosti rozSifena a ve stale se zvySujici mife vyuzivana
laboratofemi pro rychlou identifikaci mikroorganizmu.

Studie zamérené na prinos metody pro identifikaci mykobakterii prokazaly, ze hmotnostni
spektrometrie je potencialné vhodnym prostfedkem pro typizaci i této skupiny
mikroorganizm(®®’. Pro rutinni vyuziti MALDI-TOF v oblasti mykobakteriologie je v$ak stale
potfeba podrobnéjsi validace a standardizace postupu pfipravy kmena.

Latentni tuberkuléza

Vv wviwv

V uvodu uvedme, Ze nejb&znéjSim a dosud hojné vyuzivanym nastrojem pro diagnostiku
latentni tuberkuldzy je kozni tuberkulinovy test podle Mantoux. Metoda se pouziva v klinické
praxi predevSim pfi vySetfovani osob v riziku nakazy. Kozni test se provadi nejCastéji u
epidemiologicky vyznamnych kontakt( s pacienty s aktivni tuberkulézou, dale u osob pred
zahajenim biologické |éCby (terapie modifikatory imunitni odpovédi). Vypovédni hodnota
vysledku testu je vSak pro pfesné stanoveni diagnézy latentni infekce nizka. Postup a odecet
muze byt ovlivnén nejednoznadnosti a subjektivitou interpretace vedouci k faleSné pozitivnim
i faleSné negativnim vysledkdm. Limitujici je kratka Zivotnost tuberkulinu (antigenni smési
proteinu)

a problémem byva neochota pacientll dostavit se v fadném terminu k odeétu zkousky®:.
Casta fale$na pozitivita testu pfi kolonizaci nebo infekci netuberkuléznimi druhy
mykobakterii, a zvlasté po BCG vakcinaci, predstavuje zasadni omezeni testu’*.

Potfeba spolehlivého, dostate¢né citlivého a specifického testu k diagnostice latentni
tuberkuldzy vedla k vyvoji detekénich metod provadénych z piné krve pacientd. Principem
IGRA (interferon gamma release assay) testl je detekce T-lymfocytl, které po stimulaci
antigeny typickymi pro buriky M. tuberculosis produkuji cytokin interferon-y Dostupné jsou
dva typy komercnich testi. QuantiFERON-TB Gold umozriuje kvalitativni zhodnoceni
produkce interferonu-[] T-lymfocyty aktivovanymi smési antigend ESAT-6, CFP 10
a TB7.7(p4)"**. V pripadé soupravy T-SPOT TB je hodnocen pocet T-lymfocytd aktivovanych
antigeny ESAT-6 a CFP 10 produkujicich interferon-y.
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Detekce odpovédi bunéfného imunitniho systému je pfi pouZziti IGRA metod, oproti
tuberkulinovému testu, pfesnéjSi. Zfejmou vyhodou je vyuziti specifickych antigenu
a standardizace interpretacnich kritérii. Pouzité antigeny jsou pfitomny u M. tuberculosis
adale jen u nékolika malo druht mykobakterii, konkrétné u M. szulgai, M. marinum a
M. kansasii. Naopak chybi u vakcinaéniho kmene M. bovis BCG. Vysledky testd proto nejsou
ovlivnény pfedchozi vakcinaci nebo expozici vétSiné druhi mykobakterii z prostredi.

Stejné jako u tuberkulinového testu nelze ani pomoci IGRA metod odlisit latentni infekci
od aktivniho, nebo dfive uspésné léceneho, onemocnéni, Z tohoto dlivodu je také vylouceno
pouZziti IGRA metod ke kontrole uspé&snosti 1éCby. Vysledek je mozné mit jiZ po 24 hodinach
od obdrzeni vzorku krve. Ani jeden z testl neni primarné uren pro diagnostiku aktivniho
onemocnéni®**®, Detekce latentni TBC je povinnou soudasti vySetieni pred zahajenim
biologické lé¢by. Viz dokument CLS JEP CPFS Doporuéeni Sekce pro tuberkulézu pfi CPFS
pro biologickou lé&bu preparaty blokujicimi u¢inek TNF.

Vysvétlivky, technické informace, limity metod
Odbérové nadoby

Pouzivaji se dobfe tésnici, sterilni odbérové nadobky, vhodné pro centrifugaci.
Kultivaéni vysetreni vzorkt klinického materialu

Laboratof musi splhovat aktualné vyZzadované normy pro kvalitu prace a musi mit
zavedeny systém internich kontrol kvality. Musi se ucastnit programi externiho hodnoceni
kvality a vykazovat pfijatelnou miru uspésnosti v téchto programech.

Sestava pevnych kultivacnich pid by méla byt volena s ohledem na skute¢nost, ze urcité
slozky médii mohou potlacovat rlst nékterych mykobakterialnich druhu.

Zkoncentrovani vzorku centrifugaci zvysi citlivost pfimého mikroskopického vysSetieni.

Automatické systémy byly testovany na detekci Sirokého spektra mykobakterii. Pro izolaci
mykobakterii ale neni vhodné je pouzivat samotné *'. Divodem je pouze jedna teplota
kultivace, potfeba pfidavani rlstovych faktorli pro obtizné rostouci mykobakterie a také
rizné slozeni kultivaénich médii ve spojeni se skute¢nosti, Ze nékteré druhy preferuji urcité
Ziviny v konkrétni padé. Nékteré kmeny M. tuberculosis rostou pouze na vajeénych padach™.

Negativni vysledek testl, zvlasté u mimoplicnich vzorka (napf. likvor, pleuralni vypotek,
moc¢), tuberkulézu &i jinou mykobakteriézu nevylucuje.

Pfed zahajenim vySetfovani kontaktd by mél byt znam vysledek odliSeni NTM, nebo
potvrzeni M. tuberculosis.

VysSetieni vzorku klinického materialu molekularné biologickymi metodami

Pfi podezieni na infekci multirezistentnim kmenem MTBC je genetické vySetieni
rezistence na rifampicin opodstatnéné. V pfipadé diagnostikované MDR-TB je totiz nutné
v€as zahajit adekvatni 1éCbu, stejné jako epidemiologicka opatfeni dle platnych standardu.

VySetfeni bioptickych vzorkd amplifikaénimi testy by mélo byt provedeno u mikroskopicky
pozitivnich vzorkd, event. u zavazného podezfeni na TBC, av8ak u vzorku, které nebyly
oSetfeny fixaéni &i jinou metodou ovliviujici vysledek molekularné biologické metody.
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Postupy musi byt provadény ve shodé s pokyny vyrobce na pracovisti s mikrobiologickou
odbornosti. VSechny vzorky musi byt zaroven vySetfeny kultivacné a az na vyjimky
i mikroskopicky.

PREANALYTICKA FAZE
Pl — priruc¢ka indikaci vySetreni

Administrativni nalezitosti, technické informace /omezeni

Priorita
Stupen priority 1

PP - Instrukce k pfijmu materialu na pracovisté
Zapis do LIS

Nézvy vySetieni, operaci

PP_ znaceni vzorku a jejich zapis do systému, PP_feSeni drobnych pochybeni v
preanalytické fazi

Privodky
Zpusob archivace, zpusob vypInéni privodky klinikem, nezbytné informace

LP — Odbér materialu, PK, F — neshody na pfijmu a jejich feSeni, S_laboratof a personal,
K_Kniha zavad vzork( a pravodek v preanalytické fazi

ANALYTICKA FAZE

1.0dbér vzorku, preprava, skladovani

1.1. Bezpeénostni opatieni ">

- pfi odbérech dodrZovat zasady asepse

- vzorky odebirat do vhodnych, dobfe uzaviratelnych odbé&rovych nadob a pfepravovat
v souladu se zasadami spravné laboratorni praxe

- zadanky zasilat oddélené od vzork(, napf. v igelitovém sacku.

- v pfipadé transportu izolatd M. tuberculosis komplexu dodrzovat postovni a pfepravni
pfedpisy pro biologické Cinitele skupiny 3

Veskeré postupy jsou provadény dle vyhlasky 306/2012 Sb. o podminkach pfedchazeni
vzniku a Sifeni infekénich onemocnéni a o hygienickych pozadavcich na provoz
zdravotnickych zafizeni a ustavl socialni péce.

1.2.0ptimalizace podminek

1.2.1. Doba mezi odbérem a zpracovanim vzorku
- odbér vzorkl pokud mozno provést pred zahajenim antimikrobialni terapie
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- vzorky maji byt béhem jednoho pracovniho dne pfevezeny a pfedany do laboratofe a
tam co nejdfive zpracovany*. Mély by byt brany v Gvahu pozadavky jednotlivych testovacich
laboratofi.

1.2.2. Zvlastni doporucéeni pro minimalizaci poskozeni nebo znehodnoceni
vzorku

Pokud bude zpracovani vzorku opozdéno, je vhodné uchovavat vzorek v lednici’
z divodu omezeni prerlistani nespecifickou bakterialni florou. Zpozdéni vice nez 72 hodin je
nezadouci.

Jiné vzorky nez krev

Pokud pfevoz vzork(l ke zpracovani v laboratofi trva déle nez hodinu, mély by se,
s vyjimkou krve, uchovavat v chladu.

Zaludec€ni vyplach

Pokud od odbéru Zaludecni lavaze po jeji zpracovani uplyne doba delSi nez 4 hodiny, mél
by se vyplach neutralizovat uhli¢itanem sodnym (viz nize)™.

Stéry a vytéry
Nesmi se pouzivat soupravy s transportnim médiem (napf. médium s aktivnim uhlim)!

Biopticky a sekéni material

K odebrané tkani ani jinému materialu se nesmi pfidavat fixacni ani konzervacni latky!
Krev

Krev se ma prevézt a vloZit do automatického kultivacniho systému jak nejdfive to je
mozne.

1.3. Spravny druh vzorku a metody odbéru

1.3.1. Sputum

Nejvétsi vytéZnost maji vzorky odebrané rano po probuzeni. Proto se sputum odebira
rano, na lacno, pred cisténim zubl a bez pfedchoziho vyplachu ust vodovodni vodou
zduvodu mozné kontaminace vzorku NTM. Pro ziskani kvalitniho vzorku z dolnich
dychacich cest se doporuCuje nejprve dikladné zakaSlat se zavienymi usty. U novych
pacientl se odebiraji alespont 3 vzorky ve tfech po sobé nasledujicich dnech. U léCenych
pacientl se kontrola provadi v zavislosti na klinickém stavu, nejméné vSak 1x za mésic.
Pozaduje se 2-5 ml ranniho sputa dodaného v Sirokych sterilnich odbérovych nadobach.

Je-li kasel suchy a pacient spontanné nevykaSlava, muze ziskani sputa pomoci
fyzioterapie, posturalni drenaz nebo ,indukce sputa“ - nebulizovana inhalace (ij. inhalace
aerosolu z trysky) solného roztoku s naslednym vykas$lanim. Jde o tzv. indukované sputum,
které se takto oznaci, aby nebylo zaménéno za sliny!

Pozn. Sliny jako material na mykobakteriologické vySetifeni jsou naprosto nevhodné.
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1.3.2. Jiny respira¢ni material (bronchoalveolarni lavaz, bronchialni vyplach,
sekret odsaty z dychacich cest)

Za ucelem vysSetieni na mykobakterie se bronchoskopické vySetfeni provede v pfipadé,
Z2e nelze ziskat sputum, at uz spontanni & indukované. Odbér se provede dle metodiky
endoskopického pracovidté. Do laboratofe se zaSlou alespori 2-3 ml tekutiny ve sterilni
odbérové nadobé.

Pozn. Je tfeba eliminovat kontaminaci bronchoskopu vodou z vodovodu, ktera muize
obsahovat NTM z prostredi.

1.3.3. Laryngalni vytér

Provede se pouze, neni-li mozné ziskat néktery zvySe jmenovanych respiracnich
materiall. Technika odbéru totiz pfedstavuje vysoké riziko nakazy pro odebirajici personal
a vytéznost vySetfeni je nizka. Navic se laryngalni vytér nevySetfuje mikroskopicky. Stejné
jako v pfipadé sputa se odebira rano, nalacno, bez pfedchozi hygieny dutiny ustni. Odbér
se provede na 3 laryngealni sondy zvihené sterilni destilovanou vodou (sondou je tampdn
idealné na chrommolybdenovém draté) zavedenim nad epiglottis a po pacientové zakaslani.
Sonda se pak vrati do zkumavky.

Pozn. Mohou se pfidat pfiblizné 2 ml sterilni destilované vody. V pfipadé poZadované
kultivace na mykobakterie se sondy nikdy nezanofuji do aktivniho uhli nebo jiného
transportniho meédia.  Alternativné lze pouzit odbérové plastové tampony s ohebnym
koncem, takové aby bylo mozno provést odbér popsanym zpusobem, zkumavky pro
zasunuti tamponu nesmi rovnéz obsahovat transportni médium.

1.3.4. Mo¢

Odebira se stfedni proud prvni ranni mo€i v mnozstvi alespori 30 ml minimalné 3, lépe 5
dni po sobé&, do sterilni odbérové nadoby se Sirokym hrdlem.

1.3.5. Pleuralni punktat

K vySetfeni se zasila 20-50 ml asepticky odebraného punktatu. Lze zpracovat i objem
mensi (minimalné v8ak 3 ml), senzitivita vySetfeni je vSak vtomto pfipadé omezena.
Pleuralni tekutina pfedstavuje tzv. paucibacilarni, tj. ne pfili§ senzitivni, material pro detekci
M. tuberculosis. Negativni vysledek z punktatu pleury proto diagndzu nevyluCuje. Vétsi
vytéZnosti vySetfeni nez punkce dosahuje biopsie pleury'. Do laboratofe se transportuje
v tésné uzaviratelnych sterilnich odbérovych nadobach.

1.3.6. Likvor
Mozkomisniho moku se asepticky odebira tolik, kolik je mozné, minimalné 2 ml.

Pozn. Pokud je po pocatecni lumbalni punkci k dispozici pouze malé mnozstvi likvoru
a pokud vysledky poctu bunék a bilkovin ukazuji na tuberkul6zni meningitidu, mél by se
provést druhy odbér kvali ziskani vétSiho mnozstvi vzorku, a tim zvySeni Sance ziskat
pozitivni kultury?'.

1.3.7. Uzlina lymfaticka

Biopticky nebo sekéni material o velikosti 1 cm?® a vice se odebira do sterilni odbérové
nadoby a zasila bez fixaéniho a konzervaéniho média! K zabranéni vysychani je vhodné
pfidat SDV nebo FR.
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1.3.8. Kuize

Pro kozni tkan plati totéZ co pro uzlinu a navic, kromé& obvyklych 37 °C, se zaklada
kultivace i pfi nizSi teploté (obvykle 28-30 °C).

1.3.9. Zaludeéni aspirat, lavaz

Zaludeéni $tava se nejéastji odebira u déti a u osob, které nejsou schopny sputum
vyplivhout do odbérové nadoby, ale polykaji ho. Vzorky se odebiraji Zaludeéni sondou a
naslednym nasatim do injekéni stfikacky nala¢no, nejlépe ve 3 vzorcich tfi dny za sebou.
Odebira se bud pfimo Zaludec¢ni Stava, nebo se provede vyplach Zaludku aplikaci 50-100 ml
vlazné SDV, ktera se nasledné odsaje. Ma byt odebrano alespor 5 ml zalude¢ni Stavy, nebo
alespori 50 ml vyplachu. Aspirovany vyplach by mél byt do 4 hodin od odbéru dorucen
do laboratofe a zpracovan, aby se pfedeslo znehodnoceni mykobakterii kyselym prostfedim.
Nelze-li tento &as dodrzet, je tfeba vzorek neutralizovat pfidanim stejného objemu roztoku
uhli¢itanu sodného (10 g Na.COsna 100 ml sterilni destilované vody) za kontroly pH (6,8-7,2)
pomoci indikatoru pH.

1.3.10. Stolice

PoZaduje se vzorek o velikosti liskového ofechu nebo o objemu alespoi 1 ml. V pfipadé
podezieni na TBC gastrointestinalniho traktu je preferovana biopsie sliznice stfeva.

Pozn. lzolace mykobakterii ze stolice je nespolehliva a ma nizkou miru Uspésnosti
v disledku velké kontaminace stolice jinymi bakteriemi.

1.3.11. Jiny material
Vytéry a stéry z pistéli, hnisavych procesl a ran

Material se odebird na tampdény pfedem zvihéené SDV. Pro vyS$Si pravdépodobnost
zachytu u paucibacilarnich vzorkl je optimalni odbér 3-6 stérl v jednom vzorku. Nesmi
se zasunovat do transportniho média! Vhodné naopak je tampdn ponofit do cca 2 ml SDV.

Pozn. Idealni vzorek je hnis odebrany do stfikaCky. Tampoény s hnisem jsou méné
vhodné, protoZze mykobakterie se prichyti k tamponu™. Vzdy je preferovan tekuty material
nebo tkan.

Tkan - biopticky a nekropticky material

Biopticky nebo sekéni material o velikosti 1 cm® a vice se zasila zasadné bez fixa¢niho &i
konzervacniho média! K zabranéni vyschnuti se ma ke vzorku pfidat SDV.

Pozn. Pokud je ve vétSim vzorku pfitomna kazeodzni Cast, méla by se vyjmout
ke zpracovani. VétSina mikroorganizmu byva nalézana na periferii kazedzni léze. Tkané se
v laboratofi pfed dekontaminaci obvykle homogenizuiji.

Punktaty jiné nez pleuralni

Za aseptickych podminek se odebiraji alespor 2-3 ml vzorku.
Krev

Krev neni ve vétSiné pfipadd vhodny vzorek pro vySetfeni na mykobakterie (ani
na klasickou kultivaci a mikroskopii ani_na PCR)! V rutinnich mykobakteriologickych
laboratofich se hemokultivace neprovadi.
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Pozn. Hemokultivace ma vyznam zejména u imunokompromitovanych pacientl, nejcastéji
s HIV/AIDS. Mykobakterialni infekce u této skupiny pacientd vede Castéji k mykobakteriémii,
diseminaci a sepsi. Hemokultivaéni systémy by proto mély byt k dispozici alespon ve
vybranych laboratofich spolupracujicich s AIDS centry. Krev je odebirana u luzka pacienta
do specialnich hemokultivanich zkumavek (odbér a manipulace s odbé&rovymi zkumavkami
je provadéna dle doporuceni vyrobce konkrétniho systému), odbéry by mély byt minimalné
dva. Nejmensi objem krve u dospélych je 10 ml (odebrany do jedné ¢&i rozdéleny do dvou
zkumavek - dle doporuceni vyrobce), u déti staCi mensi mnozstvi.

Pro odbér vzorki na vySetfeni molekularné biologickymi metodami plati stejné zasady
jako u kultivaénich metod. Protoze je vzorek vzdy vySetfovan paralelné obéma metodami,
musi mit odpovidajici kvalitu i kvantitu.

1.4. Dostate¢né mnozstvi vzorku a vhodny pocet vzorkd
Viz bod 1.3., pocet a frekvence odebranych vzorku zavisi na klinickém stavu pacienta.

LP — Odbér materialu,

1.5. Transport
Viz bod 1.1. V pfipadé transportu zasilkovou sluZzbou se fidit plathymi legislativnimi
pfedpisy.

Pozn. Baleni a pfeprava zasilek v CR®.

PR _7 Provozni iad, PREP Protiepidemicka fad, | xy Instrukce k zasilani materialu postou”

|_Prfijem a skladovani vzorku v laboratofi, PP_ Svoz biologického materialu a rozvoz
vysledkl a odbérového materidlu. LP - Odbér materidlu, F_vydej odbérového materidlu,

S_Seznam odbérového materialu na prijmu.

2. Zpracovani vzorkt v mikrobiologické laboratofi
2.1. Posouzeni bezpeénosti >

M. tuberculosis komplex (s vyjimkou kmene BCG) patfi mezi biologické Cinitele skupiny 3
(PFiloha €. 7 k Nafizeni vlady €. 361/2007 Sb.).

Laboratorni metody rizikové z hlediska vzniku infekéniho aerosolu musi byt provadény
biohazardnim boxu v laboratofi splfiujici poZzadavky pro praci s biologickymi €initeli skupiny
3 vsouladu s Nafizenim vlady €. 361/2007 Sb. Podminky ochrany zdravi pfi praci (Zakon
¢. 309/2006 Sb.).

V mykobakteriologickych laboratofich je nezbytné pouzivat dezinfekéni prostfedky
vyhovujici pozadavkim norem pro hodnoceni mykobaktericidniho a tuberkulocidniho G&inku.
Rezim se fidi provoznim fadem daného pracovisté. Dezinfekéni prostfedky se pouzivaji
v souladu s navodem vyrobce.

Pfi pouzivani zdroje tepla v bezpecnostnim boxu v laboratofi je nutné optimalizovat
efektivitu boxu.

Pfi centrifugaci se pouzivaji uzaviené kyvety (vykyvné zavésy). Po centrifugaci
se doporucuje otevirat kyvety v boxu.
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Pouzity material se prfedava k autoklavovani ihned po pouziti a autoklavuje se bez
odkladu.

Tam, kde je to mozné, se prednostné pouziva plastovy spotfebni material pfed
sklenénym.

Pozn. Fixace preparatl teplem neusmrti Mycobacterium species.

2.2. Standardni minimum
Kazdy vzorek (mimo moce, LV a jinych vytéra) se vySetiuje mikroskopicky a kultivacné (1
tekuta pada nejlépe metabolickou metodou plus minimalné 2 pevné pady).

Moc¢ a laryngealni vytér se vySetfuji kultivacné (1 tekutd puda nejlépe metabolickou
metodou plus minimalné 2 pevné pudy).

2.3. Mikroskopie®"™
Mikroskopické vysetfeni pfinasi rychlou informaci o (ne)pfitomnosti ART a je tak zakladni
diagnostickou metodou pfi vyhledavani osob s aktivni tuberkulézou.

Barveni ,na acidorezistenci“ vyuziva schopnosti mykobakterii podrZet jednou pfijaté barvivo i
pfi nasledném odbarvovani kyselym alkoholem. Barvitelnost mykobakterii se zvySuje za
horka nebo pfi pouziti koncentrovanéjSich barviv a také v pfitomnosti mofidel (napf. fenol).

V laboratorni praxi se pfi diagnostice mykobakterialnich infekci bézné pouzivaji dvé
metody mikroskopického vySetfeni: barveni fluorochromy a prohlizeni preparatu
fluorescenénim mikroskopem v UV svétle a barveni podle Ziehl-Neelsena s prohlizenim
preparatl ve viditelné ¢asti spektra svételnym mikroskopem.

Vysetieni fluorescenCni metodou je vyhodné, protoze umoziiuje odecitani pfi menSim
zvétSeni (200-400x) a tudiz prohlédnuti vétSi plochy pfipadajici na jedno zorné pole. Staci
prohlédnout méné zornych poli. Pozitivné se jevici preparaty (zafici zlutobilé tyCinky
na tmavém pozadi) je v8ak tfeba pfebarvit metodou dle Ziehl-Neelsena a ovéfit prohlédnutim
ve svételném mikroskopu, protozZe fluorochromy se vazi i na nékteré jiné bunééné struktury.

Fluorescencni mikroskopie se pouziva k vySetfeni vétSiny vzork(. Mikroskopicky se
standardné nevysSetiuji mo€ a vytéry (laryngealni a zpravidla ani jiné).

Preparaty pro svételnou mikroskopii, obarvené podle Ziehl-Neelsena, prohlizime
binokularnim mikroskopem (celkové zvétSeni az 1000x) pfi pouziti imerzniho objektivu
(zvétSeni 100x) a okularu se zvétSenim 6-10x. Mykobakterie se jevi jako Cervené tyCinky
na zeleném, popf. modrém pozadi a jsou rizné morfologicky uspofadané. Prohlizime
alespon 50 zornych poli.

Svételna mikroskopie umozriuje detailnéjSi zhodnoceni morfologie ART. Navic mizeme
pozorovat eventualni pfidruzenou nespecifickou fléru, ktera by mohla ztizit dalsi identifikaci €i
stanoveni citlivosti. Barveni dle ZN se pouziva pfedevsim k ovéfeni pozitivnich kultur.

2.3.1. Priprava preparatu

Ze vzorku biologického materialu:

Mikroskopicky preparat se vétSinou pfipravuje z dekontaminovaného vzorku. Vysledek je
dostupny obvykle nasledujici pracovni den po zpracovani vzorku. V indikovanych pfipadech
je mozné pfipravit mikroskopicky preparat pfimo ze vzorku. Likvor a jiny tekuty material je
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vhodné nejdfive centrifugovat. U paucibacilarnich material je vhodné zhotovit vrstveny
preparat. U tkani je mozné provést otiskovy preparat.

Nejcastéji se natér pfipravuje z dekontaminovaného sputa pfenesenim kapky sedimentu
pipetou na podlozni sklicko po naockovani kultivacnich pad. Vyjimecné, je-li potfeba provést
mikroskopické vySetfeni rychle, tedy pfed zpracovanim pro kultivaci, vyhledaji se ve vzorku
sputa predevsSim hnisavé vlioCky nebo pevné Casti a tyto se prenesou na skliCko, kde
se rovnomeérné rozetfou.

Pro mikroskopickou kontrolu z pozitivniho vzorku:

Z tekutého média se odebere 1,5 ml pozitivniho vzorku ze dna zkumavky a prenese
jednorazovou pipetou do mikrozkumavky. Centrifuguje se 10 min pfi 12 000 x g. Supernatant
se slije a sediment se pfenese na oznacené podlozni sklicko.

Z pevné pudy se odebere kolonie bakteriologickou klickou a suspenduje v kapce SDV
na podloznim skli¢ku.

Preparaty se ususi a fixuji teplem pfi 110 °C po dobu 10 min a nasledné se barvi.

2.3.2. Barveni preparatu

Barveni smési auraminu a rhodaminu pro fluorescenéni mikroskopii’:
Pfiprava roztokd pro barveni:
Barvici roztok fluorochromu
1 g Auraminu
0,1 g Rhodaminu B
Doplni se SDV do celkového objemu 1000 ml.

Odbarvovaci roztok
4 g NaCl
4 ml koncentrované HCI
Doplni se lihobenzinem (nebo 96% alkoholem) do celkového objemu 1000 ml.

Dobarvovaci roztok
2 g kyselého fuchsinu
2 ml koncentrované HCI
Doplni se SDV do celkového objemu 1000 ml

PFipraveny roztok fluorochromu/i obarvené preparaty je tfeba chranit pred svétlem.

Postup barveni:
— barvi se roztokem fluorochromd 15 min
- slije se a oplachne vodou
— odbarvi se odbarvovacim roztokem 5 min
— slije se a oplachne vodou
— dobarvi se dobarvovacim roztokem 2 min
- slije se a oplachne vodou

Barveni karbolfuchsinem pro svételnou mikroskopii:

al klasicky podle Ziehl — Neelsena - se zahfivanim:

Pfiprava roztokl pro barveni:

Barvici roztok karbolfuchsinu se pfipravi smichanim prefiltrovaného roztoku A a B v poméru
1:10

Roztok A: fuchsin (krystalicky) bazicky 1049
lihobenzin (nebo alkohol 96%) 100 mi
Roztok B: fenol (krystalicky) 50 g
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SDV 200 ml
- po rozpusténi se SDV doplni do 1 000 ml

Odbarvovaci roztok

koncentrovana HCI 30 ml
lihobenzin (nebo alkohol 96%) 970 ml
Dobarvovaci roztok - 1% vodny roztok malachitové zelené (nebo metylenové modie)
malachitova zelefi (nebo metylenova modfr) 10g
SDV 1000 ml

Postup barveni:
— ususSené fixované natéry se rozlozi na barvici mfizku tak, aby se navzajem
nedotykaly
— barvi se roztokem karbolfuchsinu 5 min a zahfiva plamenem 3x do vystupu par
- slije se a oplachne vodou
— odbarvi se odbarvovacim roztokem 2 - 3 min (minimalné 1 min)
- slije se a oplachne vodou
— dobarvi se dobarvovacim roztokem 20 - 60 s
- slije se a oplachne vodou

b/ dle Kinyouna — za studena
Priprava roztok( pro barveni:

Barvici roztok karbolfuchsinu se pfipravi smichanim prefiltrovaného roztoku A a B

Roztok A: fuchsin bazicky 34 g
lihobenzin (nebo alkohol 96%) 167 ml

Roztok B: fenol (krystalicky) 68 g
SDhV 250 ml

- po rozpusténi se doplni SDV do 833 ml
Po dukladném rozpusténi latek se smisi roztok A + B a ponecha 2 dny odstat, pred
pouzitim se obsah lahve lehce rozmicha (otacenim lahve).
Odbarvovaci roztok

koncentrovana HCI 30 ml
ihobenzin (nebo alkohol 96%) 970 m
Dobarvovaci roztok - 1% vodny roztok malachitové zelené (nebo metylenové modre)
malachitova zeleri (nebo metylenova modr) 10g
SDV 1000 ml

Roztoky se uchovavaji v tmavé lahvi, tyden pfi laboratorni teploté.
Pro kazdou novou 3arzi barvicich roztoku se barvi i skli¢ka kontrolni.

Postup barveni:
- usuSené fixované natéry se rozlozi na barvici mfizku tak, aby se navzajem
nedotykaly.
— barvi se roztokem karbolfuchsinu 5 min
— slije se a oplachne vodou
— odbarvi se odbarvovacim roztokem 1 min
- slije se a oplachne vodou
— dobarvi se dobarvovacim roztokem 1 min

. Zpracoval: . L
Verze: 1 doc. MUDY. Pavel Cerrmak, Kontroloval: Schvalil: Str.  21/45

Vytisk ¢€.: 1 CSe. Zména str.: -




Spolec¢nost pro lékarskou

mikrobiologii CLS JEP NSVP_6

Nazev: Zakladni mikrobiologicka diagnostika mykobakterialnich onemocnéni

Verze: 1 Platné od: 30.5.2014

- slije se a oplachne vodou

2.3.3. Kroky nasledujici po barveni

Preparaty se susi ve vertikalni nebo Sikmé poloze (v susi¢ce pfi 60 °C nebo pfi laboratorni
teploté v bezpraSném prostiedi) a prohlizi v zavislosti na pouzitém barveni bud
fluorescenénim nebo svételnym mikroskopem.

PP_ Pracovni postupy barveni mikroskopickych preparatu,

2.3.4. Hodnoceni mikroskopického nalezu
Fluorescenéni barveni
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)

Ziehl-Neelsen/Kinyoun

0 ART nenalezeny (v 50 zornych polich)

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

++ 21 -100 v 50 zornych polich

+++vice nez 100 v 50 zornych polich

Pozitivni preparaty se zbavi imerzniho oleje ponofenim na 5 min do xylolu v kyveté.
Objektiv je tfeba po prohlédnuti kazdého pozitivniho natéru utfit ctvereCkem bunicité vaty,
aby nedoslo k nahodnému pfeneseni ART na dalSi preparat.

Mikroskopicka pozitivita u nové zjisténého nemocného se ihned telefonicky hlasi
na oddéleni €i do odesilajici ordinace.

2.4. Dekontaminace a homogenizace vzorku biologického materialu

Dekontaminace, homogenizace a neutralizace vzorku jsou podminkou zpracovani
materialu pro kultivacni, mikroskopicka a amplifikacni vySetfeni. Potlaceni rustu privodni
nespecifické flory je nezbytnym krokem pfi zpracovani vétSiny druhl vySetfovanych vzorkd.
Vyuziva se relativni odolnosti mykobakterii k anorganickym kyselindAm a sodnému louhu.
Sediment ziskany po dekontaminaci se pouzije k pfipravé natéru pro mikroskopii, oCkuje se
na kultivaéni média a nékdy se Cast vzorku pouzije jako vstupni material pro amplifikacni
vySetreni.

Bez dekontaminace — timto zplisobem je mozno inokulovat pfimo na pldy pouze likvor,
punktaty a event. jiné sterilné odebrané vzorky, u nichZz se nepfedpoklada pfimés jinych
mikroorganizmud. Ma-li byt sou€asné provedeno vySetfeni amplifikanimi metodami, ¢ast
téchto materialt se dekontaminuje a inokuluje na dalSi sadu puad.
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2.4.1. Dekontaminace hydroxidem sodnym (NaOH).

Jde o dlouhodobé provérfeny, robustni a univerzalni postup vhodny ke zpracovani vétsiny
druhl odebiranych vzork, pfedevsim sput a jinych tekutych vzorku z respiraénich cest.

Pfi dekontaminaci NaOH je nutno dbat na nasledujici pravidla: Koncentrace NaOH
nesmi presahnout 4 %. Doba kontaktu s €inidlem nesmi pfesahnout 30 min, po této
dobé musi byt smés neutralizovana.

Homogenizace

Probiha pfi laboratorni teploté kontinudlnim nebo periodickym protfepavanim smeési
vzorku a roztoku NaOH. Intenzita protfepavani je podminéna konzistenci vzorku. K hutnym
vzorkdm sputa je vhodné pridat sterilni sklen&né kuli¢ky o priméru cca 2 mm. Cas potfebny
pro homogenizaci koreluje s maximalni dobou plsobeni dekontaminaéniho €inidla a odviji se
od postupu neutralizace, zavislém na objemu pouzivanych (preferovanych) odbé&rovych
souprav.

Neutralizace

Pokud se pouzivaji 50 ml odbérové nadobky, neutraliza¢ni Cinidlo se po 30 minutové
kontaktni dobé& pfidava pfimo ke smési. Pokud o objemu 30 ml, po 10 minutach
homogenizace se smés 20 min centrifuguje a neutralizacni roztok se pfidava k sedimentu
po sliti supernatantu.

PFfi zpracovani vzorku ve 30 ml zkumavkach s centrifugaci se k sedimentu pfida
minimalné 15 ml neutraliza¢niho Cinidla. Odstranéni vétSiny objemu NaOH dovoluje pouhé

pfidani sterilni destilované vody, vhodnégjsi je v8ak pouziti €inidel s vysSi pufraéni schopnosti
jako jsou fosfatovy pufr o pH 6.8 nebo slaby roztok HCI (0,1 — 0,25%).

PFi pouziti 50 ml zkumavek se smés doplni neutralizaCnim cinidlem do maximalniho
objemu. V tomto pfipadé je nutno neutralizovat fosfatovym pufrem.

Neutralizace musi byt ddkladna, neutralizaéni ¢inidlo musi byt pfidano
v nékolikanasobné vyssSim objemu oproti smési vzorku a NaOH. Neutralizace je
pro dalSi procesy zasadni, pH vzorku po zpracovani musi byt 7,0%0,5.

Koncentrace centrifugaci

Koncentrace probiha v pribéhu dekontaminace a po neutralizaci. Minimalni doba pro
zkoncentrovani smési ¢ini 15 min pri relativni sile 3000 x g a je pro sedimentaci
mykobakterialnich bunék dostacujici. Maximalni doba centrifugace neni stanovena, muaze
vSak byt podminéna €asovou navaznosti dalSich procesu. Maximalni sila centrifugace neni
rovnéz definovana, ale je limitovana odolnosti materialu pouzivanych zkumavek. Vysledny
sediment (max. 2 ml) je po odstranéni supernatantu resuspendovan 1-2 ml vhodného
¢inidla. Resuspendace ve fosfatovém pufru potencuje pufraéni u€inek. Pfi pouZiti pufru nebo
roztoku HCI pfi neutralizaci je mozno k sedimentu pfidat sterilni destilovanou vodu nebo
fyziologicky roztok.

Schéma postupu 4% NaOH:

Ke vzorku se prida roztok 4% (40 g/l, 1M) NaOH v poméru 1:1
MnozZzstvi pfidavaného dekontaminaéniho roztoku zavisi na kvalité a kvantité vzorku,
ve vétSiné pfipadu je dostateéné smiseni v poméru vzorek : roztok NaOH 1:1. Hutné vzorky
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materiald se misi v poméru 1:2 az 1:3 a pfidaji se sterilni sklenéné kulicky. Naopak vzorky
Ciré, bez pfimési se mohu doplnit v poméru 2:1, 3:1.

Homogenizuje se pfi laboratorni teploté

na automatické tfepacce kontinualné 10 minut (v pfipadé 30 ml odbérovych nadobek)/30
minut (jsou-li pouzity 50 ml odbérové nadobky), nebo manualné protfepavanim
¢i vortexovanim v 5 minutovych intervalech

Neutralizuje se

30 ml zkumavky - odstranénim dekontaminaéniho €inidla centrifugaci 20 min pfi 3000 x g,
supernatant se opatrné slije a k sedimentu (max. 1 ml) se pfida 15 ml neutraliza¢niho Cinidla
(SDV, roztok HCI, pufr pH 6,8)

50 ml zkumavky - nebo dolitim pufru pH 6,8 do plného objemu.

Smés se zkoncentruje centrifugaci 20 min* pf¥i 3000 x g
Supernatant se odstrani opatrnym slitim, sediment (max. 1ml) se resuspenduje v 0,5-1 ml
vhodného ¢inidla.

2.4.2. Dalsi varianty dekontaminace pomoci NaOH

Principem dekontaminacnich postupu je pouziti 1-2% NaOH s pfidavkem mukolytického
¢inidla N-acetyl-L-cysteinu (NALC) nebo povrchové aktivni latky laurylsulfatu sodného.
Metoda s NALC je pfijatelnou alternativou dekontaminace 4% NaOH. Metoda
s laurylsulfatem sodnym neni vhodna pro vySetfeni vzorku amplifikaénimi a metabolickymi
metodami. Jeji pouziti je limitovano pouze na klasickou kultivaci a mikroskopické vysetreni.

Schéma postupu dekontaminace NALC-NaOH:

Ke vzorku se pfida stejny objem dekontaminaéniho roztoku (2% NALC + 2% NaOH)

Mnozstvi pfidavaného dekontaminalniho roztoku zavisi na kvalité a kvantité vzorku,
ve vétSiné pfipadl je dostate€né smiseni v poméru vzorek: roztok NALC-NaOH 1:1.
vzorky materiald hutné se misi v poméru 1:2 az 1:3 a pfidaji se sterilni sklenéné kuli¢ky.
Naopak vzorky ¢&iré, bez pfimési se mohu doplnit v poméru 2:1, 3:1. Roztok nesmi byt stardi
nez 48 hodin

Homogenizuje se pfi laboratorni teploté 30 minut.

Manualné protfepavanim v 5 minutovych intervalech. Lehce se protfepe obracenim
zkumavky, ne déle nez 20 s tak, aby bylo dekontaminaéni Cinidlo v dostateéném kontaktu
s celym vnitfnim povrchem zkumavky; protfepavani nesmi byt pfilis intenzivni.

Neutralizuje se
dolitim pufru pH 6,8 do plného objemu.

Smés se zkoncentruje centrifugaci 20 min pfi 3000 x g
Supernatant se odstrani opatrnym slitim, sediment (max. 1ml) se resuspenduje v 0,5-1 ml
pufru.

Schéma postupu dekontaminace laurylsulfat sodny - NaOH:

Ke vzorku se prida stejny objem dekontaminaéniho roztoku (30 g/l laurylsulfatu +
1% NaOH).

Mnozstvi pfidavaného dekontaminaéniho roztoku zavisi na kvalité a kvantité vzorku,
ve vétsiné pfipadu je dostateCné smiseni v poméru vzorek: roztok laurylsulfat-NaOH 1:1.
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Vzorky hutné a purulentni s pfimésemi se misi v poméru 1:2 az 1:3 a pfidaji se sterilni
sklenéné kulicky. Naopak vzorky Ciré, bez pfimési, se mohu doplnit v poméru 2:1, 3:1.

Homogenizuje se pfi teploté 37 °C v termostatu

po dobu 30 minut manualnim protfepavanim v 5 minutovych intervalech. Lehce
se protfepa obracenim zkumavky, ne déle nez 20 s tak, aby bylo dekontaminaéni cCinidlo
v dostateCném kontaktu s celym vnitfnim povrchem zkumavky; protfepavani nesmi byt pfilis
intenzivni.

Neutralizuje se
dolitim 0,25% roztoku HCI do pIného objemu.

Smés se zkoncentruje centrifugaci 20 min pfi 3000 x g
Supernatant se odstrani opatrnym slitim, sediment (max. 1ml) se resuspenduje v 0,5-1 ml
pufru.

2.4.3. Dekontaminace kyselinami

Je nahradni, paralelni nebo naslednou metodou pro dekontaminaci 4% NaOH u vzorkud
potencialné masivné kontaminovanych G- bakteriemi — pseudomonadami. Jde pfedevsim o
moc, sekéni material, hnis, aspiraty, jiné purulentni tekutiny, stolice a vzorky z respiracniho
traktu pacientd s cystickou fibrézou. Metody nejsou vhodné pro vySetieni vzorku
amplifikacnimi a metabolickymi metodami. Jejich pouZiti je limitovano pouze na klasickou
kultivaci a mikroskopické vysSetieni. Vzhledem k nizké mukolytické aktivité kyselin je nutno
vzorky sputa pfed dekontaminaci homogenizovat, vzorky stolice a moci upravit viz kapitola
Specialni Uprava vzorku. Pro expozici dekontaminaénimu roztoku a pro neutralizaci plati
stejna pravidla jako u metody s 4% NaOH.

Schéma postupu dekontaminace kyselinou sirovou (0,5M H,SO.):

Ke vzorku se prida stejny objem 0,5M H.SO,

Smés se vortexuje 5 s, dekontaminacni Cinidlo se necha pfi manualnim protfepavani
v 5 minutovych intervalech 30 min pusobit pfi laboratorni teploté.

Neutralizuje se

dolitim pufru pH 8 do pIného objemu.

Smés se zkoncentruje centrifugaci 20 min pfi 3000 x g
Supernatant se odstrani opatrnym slitim, sediment (max. 1ml) se resuspenduje v 0,5-1 ml
vhodného Cinidla.

Schéma postupu dekontaminace kyselinou st'avelovou (3%):

Ke vzorku se piida 3% roztok kyseliny st'avelové do plného objemu zkumavky

Smés se vortexuje 5 s, dekontaminaéni €inidlo se necha, pfi manualnim protfepavani
v 5 minutovych intervalech 30 min pasobit pfi laboratorni teploté.

Smés se zkoncentruje centrifugaci 20 min pfi 3000 x g

Supernatant se odstrani opatrnym slitim, sediment (max. 1ml) se resuspenduje v 1-2 ml
2% NaOH.

2.4.4. Specialni zpracovani vzorkt

Centrifugaci je bezprostfedné mozno provést u vzorkd vétSiho objemu, jejichz Cast
je tvofena balastni tekutinou, napfiklad bronchoalveolarni lavaz provadéna fyziologickym
roztokem, mo¢€ a pleuralni vypotek o objemu 30 ml a vice.
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Po centrifugaci materialu pfi 3000 x g po dobu 20 minut se supernatant odstrani slitim
do nadobky s dezinfek&nim roztokem. Nasledné se zpracovava sediment.

Homogenizaci Ize upravit vzorky sputa o VvétSim objemu hutné konzistence
(napf. purulentni sputum). Homogenizace vzorku je nutna pfed dekontaminaci kyselymi
Cinidly. Dithiothretiolem: Ke vzorku se pfida stejny nebo dvojnasobny objem roztoku
dithiothretiolu. Cinidlo se ponecha pfi laboratorni teploté za ob&asného vortexovani plsobit
do dosazeni uplného zkapalnéni vzorku. Centrifuguje se po dobu 20 min pfi 3000 g.
Supernatant se opatrné slije do nadobky s dezinfek&nim roztokem. Dale se dekontaminuje
sediment s 1 ml supernatantu.

Tkané a pevné vzorky se sterilni pinzetou vyjmou z odbérové nadobky, pomoci sterilniho
skalpelu se rozdéli (dle potfeby) na mensi &asti, rozmélini ve sterilni tfeci misce, nebo
pomoci homogenizatoru (mlynku) a pfida se k nim 1-7 ml (dle objemu vzorku) sterilniho
fyziologického roztoku. Opatrné se pfenese zpét do nadobky pro dalSi zpracovani. Pokud je
to nutné, tkdné a biopsie se pfed kultivaci homogenizuji a dekontaminuji. Mensi kousky tkani
a kosti je vS8ak mozno za aseptickych podminek inokulovat pfimo na pevna nebo obohacena
tekutd média

Stéry a vytéry (vC. laryngalniho) se pfed dekontaminaci vytifepou v 5 ml fyziologického
roztoku.

Vzorky stolice, purulentni tekuté materialy a hnis je vhodné pred dekontaminaci
proplachnout fyziologickym roztokem.

Schéma postupu:

a) Ke vzorku se prida fyziologicky roztok do plného objemu zkumavky,
pfidaji se sterilni sklenéné kulicky, smés se vortexuje 20 s.

b) Smés se zkoncentruje centrifugaci 20 min pfi 3000 x g.

Supernatant se odstrani opatrnym slitim do sedimentu max. 1ml.

Postup je mozno jesté 2x opakovat, sediment se poté dekontaminuje

2.4.5. Vysvétlivky, limity metod, technické informace:

Dosud nejsou dostupné podklady nebo komplexni zhodnoceni, které by vedly
k doporuceni konkrétni metody jako jediné optimalni. Metoda dekontaminace a jeji
parametry mohou byt rdzné pro jednotlivé typy vzorkl, postup mize byt také podminén
kompatibilitou s pouzivanym systémem metabolické kultivace*®®%. Pfed zménou, zavedenim
metody dekontaminace je vhodné postup validovat a v prubéhu aplikace kontrolovat miru
kontaminaci, kvalitativni a €asovy narust kultur u mikroskopicky pozitivnich vzorku.

Vzorky zasilané k mykobakteriologickému vySetfeni je mozno rozdélit do dvou skupin:
vzorky odebirané z oblasti osidlenych béznou florou a vzorky odebirané z oblasti pfirozené
sterilnich. V8echny vzorky s potencialni pfitomnosti nespecifické mikrofléry musi byt pfed
oCkovanim na kultivaCni média dekontaminovany. Proces dekontaminace sniZuje riziko
znehodnoceni kultivaniho prikazu mykobakterii pferGstanim ostatnimi mikroorganizmy.
Odolnost mykobakterii vici pouzivanym dekontamina&nim ¢inidlim je vySsi oproti ostatnim
mikrobim, nicméné ne absolutni. Proces dekontaminace nesmi byt proto pfili§ intenzivni.
Velmi intenzivni dekontaminace vede k fale$né negativnim vysledkim™.

Materidly z primarné sterilnich mist: likvor, tkané (v¢. uzlin, kromé klze), pleuralni
a jiné punktaty (osteoartikularni aparat, organové punktaty mimo purulentnich) teoreticky
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dekontaminaci nepotfebuji. Praxe vSak ukazala, Ze v pfipadé nedostateCného mnozZstvi
materidlu, kdy nelze zaroven vzorek zpracovat bez i s dekontaminaci, je vyhodnégjSi
dekontaminovat. Proto, v pfipadé mensiho mnozstvi vzorku, davame pfednost zpracovani
s dekontaminaci nez bez ni. PfihliZi se rovnéz k charakteru a konzistenci vzorku. Vzorky,
které jsou lipoidni, obsahuji serd6zni sraZzeniny nebo krev, je ve vétSiné pfipadl lepSi
homogenizovat a dekontaminovat, coz je vhodné jak pro metabolické metody, tak pro PCR.
Pfijde-li vzorek v dostate€ném mnozstvi (napf. likvor vice nez 5 ml), doporu€uje se Cast
vzorku dekontaminovat a ¢ast ne.

U zpracovani vzorki metodou s NALC-NaOH, nebo zejména s laurylsulfatem,
se pfi intenzivnim protfepavani muze vytvaret mnozstvi pény, ktera po otevieni zkumavky
expanduje. Protfepavani nesmi byt pfili§ intenzivni, zejména pfi zpracovani ve zkumavkach
oobjemu 50 ml, kdy se doléva neutralizacni c¢inidlo bez centrifugace. Pfi postupu
s centrifugaci je péna eliminovana.

Pro urCeni intenzity centrifugace se pouziva relativni centrifugacni sila
vyjadiena nasobkem g, rychlost otaCek ve vztahu ke g je zavisla na parametrech centrifugy a
délce ramen rotoru. Ty se u rlznych typl pfistroju liSi a rychlost ota€ek se musi pfizpusobit
poZzadovanému g.

Pfi zpracovani vzorkl centrifugaci je nutno do celkového €asu centrifugace zapocist
interval pro zvySovani otacek centrifugy a dobu brzdéni. Hlavni doba centrifugace se pocita
od dosazeni adekvatni rychlosti otacek centrifugy.

Pozn. Obvykle je vhodné pro centrifugaci nastavit interval 20 min zajiStujici maximalni
centrifugacni silu x g po dobu 15 minut. Je v8ak nutno pfizplsobit dobu homogenizace tak,
aby celkova doba homogenizace + centrifugace s dekontaminacnim cinidlem nebyla delSi
nez 30 min!

Supernatant se po centrifugaci vzdy sléva do nadoby s dezinfekénim roztokem.

Veskeré postupy zpracovani vzork( musi byt provadény tak, aby bylo minimalizovano
riziko kontaminace vné&j§i a samoziejmé také vzajemné kontaminace vzork(! Cinidla a
reagencie pouzivané pro zpracovani vzorkd musi byt sterilni. Pro kazdy vzorek zvlast musi
byt pouzity jednorazové pipety.

2.5. Prikaz nukleovych kyselin — amplifika€ni testy

Pro prikaz NK ze vzorku se pouziva alikvot dekontaminovaného vzorku. Pokud nelze
zpracovat ihned, uchova se pfi teploté pod -18 °C. Zpracovani vzorku se fidi navodem
vyrobce diagnostického setu.

2.6. Kultivace

a) Kultivaéni média se pfipravuji dle navodu vyrobce

b) 0,2 ml vzorku se po zpracovani ockuje na povrch pevného kultivatniho media (LJ,
Ogawova nebo jina vhodna pevna puda) a do tekuté kultivaéni ptdy (Sulova, Middlebrook
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7H9), nebo do lahviCek automatického systému (v mnoZstvi daném vyrobcem, obvykle 0,5
ml)

c) Vzorky materidlu vyzadujiciho specialni kultivaéni podminky (osteoartikularni aparat,
kozni biopsie a stéry z periferie, periferni uzliny, punkce z periferie, prostaticky exprimat,
sperma, stéry a odbéry z oka) se ockuji na dvé sestavy kultivacnich médii, z nichz jedna je
kultivovana pfi teploté 28-30 °C.

d) Naockovana pevna média se ponechaji v pfimérené naklonéné poloze tak, aby bylo
inokulum rozprostfeno po celém povrchu minimalné 24 hodin. Lze také po naocCkovani
pevnych pld opatrné 4x pomalym kyvavym pohybem pfelit inokulem celou plochu pevné
pudy a kmeny ulozit ve vertikalni poloze.

e) Pevné pudy se inkubuji v termostatu pfi 35-37 °C (28- 30°C, 42°C) po dobu 9,
pfipadné 12 tydnl. Odecitani se provadi ve 3., 6. a 9. tydnu, suspektni narlst se ovéfuje
mikroskopicky“.

f) LahviCky metabolickych systém( se zavadi do automatického pfistroje dle navodu
vyrobce. Inkubacéni doba je stanovena vyrobcem, muze vSak byt prodlouzena tam, kde je to
zadouci (napf. vzorky malého objemu, likvor). VSechna média, ktera byla automatickym
systémem po uplynuti stanovené doby vyhodnocena jako negativni, je mozné jesté pred
zlikvidovanim vizualné zhodnotit. Lze zaznamenat narGst kolonii, ktery nebyl automatickym
systémem detekovan, a eliminovat ak riziko znehodnoceni potencialné pozitivnich vzorka.

g) Zachyt mykobakterii v likvoru mulze byt zvySen pfidanim tekutého média
(Middlebrook 7H9, Sula) pfimo ke vzorku do ptvodni odbé&rové nadobky a jeji inkubaci
v termostatu pfi 35-37 °C nebo vyplachnutim odbérové nadoby médiem z lahvi¢ky pro
metabolickou kultivaci. Je znamo, Ze mykobakterie mohou byt pfichyceny k plastovym
sténam odbérovych nadobek.

h) Pozitivni kultury se ovéfuji mikroskopicky. Hodnoti se pfitomnost acidorezistentnich
tyCinek po obarveni dle Ziehl-Neelsena (barveni dle ZN umozriuje detailnéjSi zhodnoceni
morfologie).

i) Kultury s mikroskopicky ovérenou pritomnosti ART se dale identifikuji. Neprovadi-li
dana laborator identifikaci, posila za timto i¢elem kulturu do pfisluSného regionalniho centra
(pficemz se fidi predpisy pro zasilani a transport)®°.

Pozn. Pfi nedostateCné kvantité vzorku pro vSechna potfebna vySetfeni by méla byt
priorita vhodného testu stanovena na zakladé obecnych doporuéeni pro Iékafskou
mikrobiologii.

PP_Pracovni postup ockovani kultivacnich médii,

2.6.1. Hodnoceni kultivaéniho vysetreni

Pro hodnoceni pozitivnich kultivaénich nalezt se pouziva schéma odpovidajici kodovani
pro Informacni systém bacilarni tuberkulédzy:

1 -9 ojedinélé kolonie, uvadi se jejich pocet

+ 10 - 20 kolonii
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++ 21 - 100 kolonii

+++ nepocitatelny pocet kolonii, blanka na povrchu tekuté pady, splyvajici rast na pevné

puadé.

2.6.2. Parametry kultivace mykobakterii na zakladé klinického stavu

Klinicky ,
stav/forma Stanqa.rdnl Inkubace
_ média ez
onemocnéni Odecitani
TepLoéa Podminky Doba
Automaticky
systém e
35-37 | Aerobni | D€ doporucen Prib&zné*
vyrobce
VSechny typy
materialu
9 tydnu, dle . .
LJ + Ogawa 35.37 Aerobni ootfeby min. v mterval?ch 3,
.. 6, 9 tydnu
prodlouzit na 12
Automaticky . .
Krev systém 35-37 Dle doporuceni Priibézné*
Kostni dfen vyrobce
RozSifena kultivace:
Klinicky
stav/forma Doplrikova
_ - Inkubace
onemocnéni média L
Odecitani
TepLoéa Podminky Doba
Infekce kGize | LJ + Ogawa | 28-30 Aerobni 9 tydnd, dle | min. v intervalech 3,
potfeby 6, 9 tydnu
Lfish tank prodlouzit na 12
granuloma“

Mikroskopicky] LJ +Ogawa| 28-30 Aerobni 4-6 tydnu min. v intervalech 3,
pozitivni 6, 9 tydnu
vzorek

Dale mozno | LJ + Ogawa 28-30 Aerobni 9 tydnu, dle min. v intervalech 3,
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zvarzit: BAL, potieby 6, 9 tydnu
kosti a prodlouzit na 12
punktaty (jen
mikroskopicky
pozitivni)

Pokud jsou pro kultivaci dekontaminovaného vzorku pouZzity systémy s automatickym
odeditanim,
je nutno postupovat dle doporuceni vyrobce.

Pro zachyt nékterych druhl vyrazné pomalu rostoucich, kultivané naroénych
mykobakterii, mize byt kultivaéni médium obohaceno dal§imi doplnky (M. haemophillum —
hemin)

Pozn.: V nékterych pfipadech je vhodné vyuziti molekularné biologickych testu, viz 2.5.

3. Identifikace

Provadi se u kazdého izolatu z pevné plady, nebo tekutého média u prvniho zachytu
neevidovaného pacienta. Opakované izolaty je mozno rovnéz identifikovat.

Minimalni Groven identifikace
Minimalné urceni rodu Mycobacterium. lzolat z alespori jednoho kultivaéniho média
u kazdého nové vysetfovaného pacienta by mél byt identifikovan na droven druhu/komplexu.

Identifikace mykobakterii
Minimum

Predbézné zhodnoceni

a) Makroskopické: na zakladé vzhledu kolonii v tekutém a/nebo pevném médiu (Iépe
se hodnoti na pevném, v tekutém hdfe), pigmentace, charakter kolonii, rychlost rustu.

b) Mikroskopické: po obarveni natéru karbolfuchsinem (viz 2.3.3).
Pfi vylou€eni kontaminace nespecifickou flérou se ovéreni pfitomnosti ART povazuje
se za potvrzeni rodu Mycobacterium. Nékteré morfologické znaky jsou druhové
specifické
a umoznuiji rychlé screeningové odliSeni NTM.

Cilena identifikace mykobakterii M. tuberculosis komplexu a M.kansasii

a) Fotochromogenita, hydrolyza tweenu, redukce nitratu, niacinovy test.

b) Imunochromatograficky stripovy test - detekce MPT 64 antigenu.

Nastavba

a) Rychla druhova identifikace hybridizaci se znaéenou sondou.
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b) Identifikace mykobakterii PCR amplifikaci genomu s reverzni hybridizaci.
c) Cilena identifikace MALDI-TOF - pouzitelné, dosud adekvatné nevalidovano.
Doplrikové

a) Podrobna fenotypova identifikace - morfologie, rlistové vlastnosti, biochemie —
vzhledem k pracnosti, Casové narocnosti a nejednoznacnosti vysledku je jiz v rutiné
od téchto metod ustupovano, nadale je mozno fenotypové metody vyuzZit jako
doplnék k systematickym studiim. Pro podrobnou a pfesnou identifikaci jsou
v soucasnosti vyuZivany molekularné biologické metody.

b) Identifikace sekvenaci — 16S RNA, dsHsP45 - jen u klinicky opodstatnénych izolata.
c) HPLC-FL - pouzitelné, dosud adekvatné nevalidovano.

d) MIRU-VTNR, Spoligo (MTBC, NTM) - slouzi pro epidemiologické ucely.

4. Testovani citlivosti

Testovani lékové citlivosti se provadi u kazdého nové izolovaného kmene komplexu
M. tuberculosis a dale v klinicky indikovanych pfipadech u NTM. P¥i pfetrvavajici pozitivité
pacienta je vhodné po 3 ¢&i vice mésicich (nebo podle dohody s oSetfujicim lékafem)
vySetieni citlivosti zopakovat.

Zjistuje se citlivost na zakladni antituberkulotika — INH, RIF, EMB, PZA, STM a v pfipadé
polyrezistence i na dalSi antibakterialni latky, pfedevsim fluorochinolony (napf. ofloxacin,
ciprofloxacin), rifabutin, etionamid, claritromycin, aminoglykosidy (kanamycin, amikacin),
capreomycin, clofazimin a cykloserin. U NTM lIze zvolit pro testovani i dalSi antibakterialni
latky.

UrCovani citlivosti se jako soucast nadstavbové diagnostiky soustfedi do specializovanych
mykobakteriologickych laboratofi, které pfi kontrolach v systému externiho hodnoceni kvality
(EHK) trvale dosahuji uspokojivych vysledkd.

Pfi detekci rezistence ke kterémukoliv ze zakladnich antituberkulotik je nutné ovéfit tuto
rezistenci dalSi metodou.

4.1. Stanoveni citlivosti komplexu Mycobacterium tuberculosis

4.1.1. Proporéni metoda dle Canettiho
Provadi se na Lowenstein-Jensenovych vaje€nych ptdach ve zkumavkach.

NejCastéji se timto testem urCuje citlivost na zakladni antituberkulotika: INH, RIF, EMB,
PZA, STM.

Principem je porovnavani rustu mykobakterii na pUdach s rdznymi, tzv. kritickymi,
koncentracemi lékl (viz nize) s ristem na kontrolnich pidach bez |éku. Kriticka koncentrace
nebyly v kontaktu s antituberkulotikem), ale neinhibuje izolaty od pacientu, ktefi nereaguji na
[éCbu klinickym zlepSenim.
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Odecet je mozny po 3 - 4 tydnech inkubace, resp. podle ristu na kontrolnich pudach
bez 1€k pfi teploté 37 °C.

V souCasnosti jsou obvykle pouzivany pldy dodavané komeréné sijiz pfislusné
nafedénou kritickou koncentraci 1ékd: INH - 0,2 mg/l, RIF - 40 mg/l, STM - 4 mg/l, EMB - 2
mg/l, PZA - 400 mg/l. Pidy je mozné pfipravit individualné a lze rozSifit i antibiotické
spektrum. NejCastéji se z dalSich preparatl testuji: kanamycin - 20 mg/Il, cykloserin - 40 mg/l,
capreomycin - 40 mg/l a etionamid - 40 mg/l (uvedeny jsou opét pfislusné Kkritické
koncentrace).

Vyjadreni vysledku testu se odrazi od tzv. kritické proporce (x %). Kriticka proporce
rezistentnich zarodku je 1 %.

Definice rezistence pfi pouziti proporéni metody je zaloZena na skuteCnosti, Ze Uspésnost
klinické |écby je méné pravdépodobnd, pokud vic nez 1 % populace bakterii je pfi in vitro
testovani vici léku odolné. Jakmile je tedy x % mensi nez 1 nebo se rovna 1, hodnotime
kmen jako citlivy. V pfipadé, Ze x % je vétsi nez 1, hodnotime kmen jako rezistentni.
Vysledek testu citlivosti neni moZné hodnotit u kmene, ktery dostate¢né nevyrostl
v kontrolach (tj. kdyz i v nejvy§§im ockovaném inokulu vyrostlo méné nez 20 kolonii).
Testovani je pak tfeba opakovat se silngjSim inokulem.

4.1.2. Metabolicka metoda v uzavieném systému
Vyhodou metod zaloZzenych na detekci produktl metabolismu rostoucich mykobakterii je
jejich rychlost.

Principem je porovnavani rustu v kultivaéni zkumavce s antituberkulotikem s rastem
v kontrolni zkumavce bez léku pfi teploté 37 °C. Interpretace vysledkl se provadi ve chvili,
kdy je pozitivni rlistova kontrola.

Koncentrace lékl a vlastni provedeni metody se fidi doporu¢enym postupem vyrobce.

4.1.3. Metoda stanoveni minimalnich inhibiénich koncentraci (MIC)

Pro zakladni antituberkulotika se jedna o metodu doplikovou, pro ostatni antituberkulotika
je metodou volby. VySetfeni citlivosti na 1éky metodou stanoveni minimalnich inhibiénich
koncentraci (MIC) se provadi zejména u kmenl M. tuberculosis rezistentnich na Iéky prvni
fady.

Laboratof je povinna tuto metodu validovat a verifikovat.

4.1.4. Molekularné biologické metody — detekce mutaci

Jde o amplifikaCni genetické metody zaloZzené na detekci specifické mutace spojené
s lékovou rezistenci. Umoznuji rychlou diagnostiku rezistentni tuberkuldézy a tim i rychlejsi
zahajeni adekvatni IéCby.

Nékteré testy (pfimé) pracuji pfimo se vzorkem, jiné (nepfimé) slouzi k analyze
mykobakteridlniho genomu z vykultivovaného izolatu.

Vysledek genetickych metod je nutné konfirmovat s nékterou z fenotypovych metod
testovani citlivosti.

Velky pokrok predstavuji pfimeé testy, umoznujici ziskat vysledky béhem nékolika hodin
vcetné zjisténi rezistence na néktera AT.
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4.2. Stanoveni citlivosti u netuberkuléznich, tj. podminéné patogennich,
mykobakterii (NTM)

Citlivost podminéné patogennich mykobakterii se testuje pouze v klinicky indikovanych
pfipadech.

4.2.1. Proporéni metoda dle Canettiho
Princip viz 4.1.1.

Kultivace probiha pfi teploté dle ristového optima konkrétniho druhu (napf. M. marinum,
M. chelonae pfi teploté 28-30 °C, M. avium pfi 42 °C, M. xenopi pfi 45 °C).

Hodnoti se po uplynuti ¢asového intervalu vyplyvajiciho z doby ristu konkrétniho druhu,
predevsim podle ristu na kontrolnich ptdach bez Iéku.

4.2.2. Metoda minimalnich inhibiénich koncentraci (MIC)

Touto metodou mizeme v 96jamkovych mikrotitracnich destiCkach testovat SirSi spektrum
antibiotik a chemoterapeutik.

Pro stanoveni citlivosti na antituberkulotika u NTM je metodou volby.

4.2.3. Metoda E- testu
Dosud nebylo adekvatné validovano.

4.3. Vyuziti referenéni laboratofre nebo jiné laboratofe prokazatelné
akreditované a opakované uspésné v EHK

Pokud laboratof provadi jen zakladni vySetfeni materidlu na pfitomnost mykobakterii,
muze nasledna vySetieni postoupit Narodni referencni laboratofi pro mykobakterie (NRL)
nebo laboratofi, ktera tato vySetfeni provadi.

- Vzorky by mély byt do takové laboratofe zasilany v adekvatnich alikvotach kultur.
Alikvotu kultury také uchovava pavodni laboratof az do vydani zavére¢ného vysledku.Pro
tato vySetieni je téz nutny dostate¢ny nardst kultury.

- Cisté kultury uréené pro identifikaci a stanoveni citlivosti by mély byt expedovany
co nejdfive od potvrzeni pozitivity vzorku.

- Pokud je pouzivan automaticky kultivaéni systém, pozitivni kultury by mély byt pfed
odeslanim jesté asi 48 hodin inkubovany, aby bylo dosazeno dostate¢ného objemu biomasy
(kolonii) pro dalSi zpracovani.

i_LF_Seznam méridel a zafizeni, F_Karta méficiho prostfedku,
POSTANALYTICKA FAZE VYSETRENI

5. Hlaseni vysledkd
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5.1. Mikroskopie
Hlasena je pfitomnost/nepfitomnost acidorezistentnich tycinek

Doba odezvy

Pozitivni vysledek nové vySetfovaného pacienta se hlasi bezprostfedné po zjiSténi
oSetfujicimu Iékafi.

5.2. Kultivace
Pozitivni

Zachyceno Mycobacterium sp./Kultivace na mykobakterie pozitivni

- popfipadé doplnit komentar (napf. o orientacni identifikaci NTM)
Negativni

Mykobakterie nenalezeny/Kultivace na mykobakterie negativni
Znecisténo

- popfipadé doplnit komentaf (napf. doporuceni opakovani odbéru)

Doba odezvy
Prvni zachyt MTBC u novych pacientl a vysledky urgentnich vySetfeni se hlasi ihned.
Vydavani negativnich vysledku kultivace v automatickych systémech dle pokyn( vyrobce.

Vysledky kultivace za 6 tydnU, v pfipadé pozdéjsi pozitivity v dobé jejiho zjisténi (obvykle
za 9 - 12 tydn()

5.3. Testovani citlivosti

Vysledek testu citlivosti se u kazdého testovaného antituberkulotika vyjadfuje hodnocenim
citlivy/rezistentni. V pfipadé stanoveni MIC se u kazdého testovaného antituberkulotika uvadi
zjisténa hodnota MIC a slovni hodnoceni citlivy/rezistentni.

Doba odezvy

Vysledek stanoveni citlivosti MTBC na prvni fadu antituberkulotik (INH, RIF, PZA, EMB,
STM) by mél byt k dispozici do 30 dnll od zji§téni pozitivni kultivace.

U NTM zavisi doba odezvy na druhu mykobakteria a dobé jeho rustu.

PP_Pracovni postup o€kovani kultivacnich médii,
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6. Povinné hlaseni pozitivnich vysledku

Informacni systém bacilarni tuberkulézy (ISBT)

Celonarodni laboratorni databaze ISBT20xx! slouzi k zadavani, editaci, vyhodnoceni a
exportu/importu dat o mykobakteriologickych vySetfenich provadénych na uUzemi Ceské
republiky.

Kazda laboratof provadéjici mykobakteriologicka vySetfeni je povinna hlasit vSechny
pozitivni nalezy téchto vySetfeni v elektronické formé pomoci programu ISBT. Hlaseni se
provadi jednou meési¢né kumulativnim zplsobem ve stanovenych terminech, v soucasné
dobé se zasila do Narodni jednotky dohledu nad TBC.

Klinicky signifikantni izolaty e hlasi mistnimu ZU.

Povinna hlaseni dle Vyhl.MZ CR ¢&.473/2008 Sb., ve znéni vyhlagek &.275/2010 Sb. A
€.233/2011 Sb

7 Materialni, technické a personalni zabezpeceni
F_Seznam dokumentl, F_Seznam knih

7.1 Personal

Osoby opravnéné podle Pracovni naplné, Instrukci o zpracovani materialu a platné
dokumentace pro pfisluSnou laboratofi.

F_Odborné kompetence, F_Plan Skolicich akci, F_Seznam zaméstnanci OLMI, F_Plan
rozdéleni laborantek
7.2.Pristroje a pomocna zafizeni

viz Pfiloha 2

F_Seznam méfidel a zafizeni, F_Karta méficiho prostifedku, SOP__ vySetfeni citlivosti na
antibiotika, PP_Pracovni postup hodnoceni diskového difusniho testu s pfistrojem
Visor.PP_Pracovni postup identifikace s pouzitim pfistroje MALDI-TOF,

7.3 Metrologicka navaznost, kalibrace metody Pouze tam,kde je to relevantni,

kalibrace mériciho zarizeni
F_Seznam méridel a zafizeni, F_Karta mériciho prostiedku

7.4.Chemikalie, reagencie a spotiebni material (tabulka)
Reagencie: lahvi¢ky/zkumavky do metobolockych systému

Vyrobce1: Becton Dieckinson, bioMerieux,Trek Diagnostic Systems
PP_Pracovni navod k obsluze pfistroje

F Prijem chemikalii, F Seznam dodavatelt, F Nové Sarze k testovani
7.5.Prostory

F_Seznam dokumentl, F_Seznam knih, F_Zaznam o uklidu 1, F_ Zaznam o uklidu 2,
PR_Denni nakladani s odpadem, F_Odpoledni sluzby, F_SluZby - vikend, svatek, F_Plan
letnich dovolenych, F_Plan zimnich dovolenych

8.Systém kontroly kvality
Interni kontrola kvality odectu a interpretace nalezu
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F porovnavaci kontrola odeditajicich.

Interni kontrola kultivaénich pad ,

S_Seznam kontrolnich kmenu, .F_Evidence Sarzi — pudy, F_vysledky kontroly rustu.
PP_ozivovani a konzrervovani sbirkovych referenénich kmenu a provedeni interni kontroly
kvality ATB disku a identifikacnich testd — pfiloha 1 — Seznam referenénich sbirkovych
kmenu

Interni kontrola identifikace

S_Seznam kontrolnich kmenu, F_Zaznamy kontrol identifikace fenotypovou metodou,

F_Evidence Sarzi diagnostik — identifikace,F_Zaznamy kontrol identifikace metodou MALDI-
TOF

Interni kontrola vySetfeni citlivosti na antituberkulotika Interni kontroly, postupy, Seznam
kontrolnich kmenu.

F_IHK — Zaznamy inhibi€nich zén kontrolnich kmenu, F_kontrola exspirace diskd, F_kontrola
rustu na testovacich ptdach, S-Seznam kontrolnich kmenu a inhibi¢nich zén dle EUCAST a

Urbaskova. F Evidence Sarzi diskt— citlivosti,

Externi kontrola EHK, certifikaty, viz archivované vysledky EHK, Plan EHK.

D_plan EHK, S_seznam smluvnich laboratofi (NRL), F_Zaznam rannich hlaSeni s
projednanim vysledku EHK, K_EHK — bakteriologie (archivace vysledk), K_NRL - uchovani
kmenu kmenu pfi — 70°C (uchovavani kmenu z EHK), F_Zkouska novych vzorkd, F_
Zaznam o neshodé (prevenci), F_Protokol interniho auditu, F_Program auditu
F_Prezkoumani systému managementu vedenim, F_Seznam neshod

9.Validace a verifikace

Provadéné SOP jsou validovany udaiji v recenzované literature a Narodnich SOP (viz.

Literature) a jsou verifikovany v ramci EHK v nichZ se laborator uc¢astni a pomoci IHK a IKK
viz odkazy:

Dokumenty SLM CLS JEP platné pro NASKL a CIA:

http://www.splm.cz/dokumenty/PSSLP_2.pdf,
http://www.splm.cz/dokumenty/PS_VALVER.pdf , QSOP 2_interni kontrola kvality v klinické

mikrobiologii

10.Souvisejici dokumentace

ED_Povinna hlageni dle Vyhl.MZ CR &.473/2008 Sb., ve znéni vyhlasek &.275/2010 Sb. A
€.233/2011 Sb

K_Kniha hlasek a pravdépodobnych nozokomialnich kmenu

K_Kmeny zaslané do NRL,

LP_Laboratorni pfirucka

MP__neshody na pfijmu a jejich feSeni,

MP_Identifikace vzorku

MP_ LIS

MP_Uchovani vzorku
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MP_Manipulace s infekénim odpadem,

MP_Expedice vysledku

MP_Aktivni hlaSeni pozitivnich vysledkd (priority, kritické vysledky),
MP_Prijem a skladovani vzorku v laboratofi,

MP_Rozdélovani expedovanych papirovych vysledkd,

PK_Priru¢ka kvality

MP_P¥ijem materialu

PP_Pracovni postup o¢kovani kultivacnich médii,

PP_Svoz biologického materialu a rozvoz vysledkd a odbérového materialu.
PP_Zpracovani vytéru na GO

PR_Provozni fad,

MP_Manipulace s infekénim odpadem,

S_osoby opravnéné k uvolfiovani a validaci vysledku pro tisk a expedici.
QSOP_1_Rizeni dokumentd a zdznam

BSOPID_1 Obecné zasady identifikace medicinsky vyznamnych baktérii,
SOPTP_1 - Vysetfovani citlivosti na antibiotika semikvantitativnim difusnim testem, kvantitativni
diluéni mikrometodou a metodou E-test
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12.Definice, terminologie a zkratky

ART - acidorezistentni tycky

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EHK - externi hodnoceni kvality

EMB — etambutol

FR -

fyziologicky roztok
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IGRA - interferon gamma release assay

INH - isoniazid

ISBT - informacni systém bacilarni tuberkuldzy

LJ - Lowenstein-Jensenova ptda

LTBI - latentni tuberkuldzni infekce

LV - laryngealni vytér

MAIC - Mycobacterium avium- intracellulare komplex

MDR-TB - multirezistentni tuberkuldza

MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace

MTBC - Mycobacterium tuberculosis komplex

MTBC - mykobakterie skupiny Mycobacterium tuberculosis komplex

NALC - N-acetyl-L-cystein

NK - nukleova kyselina

NTM - netuberkuldzni mykobakterie

PCR — polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)

PZA - pyrazinamid

RIF - rifampicin

RNA - ribonukleova kyselina

SDV - sterilni destilovana voda

STM - streptomycin

TBC - tuberkuldza

TDR-TB - totalné rezistentni tuberkuldza

XDR-TB - extenzivné rezistentni tuberkuldza

ZN — Ziehel-Neelsen)

13. Rozdélovnik
Elektronické ulozisté dat ONTU, fizena dokumentace SOP u vrchni laborantky, pracovni

postupy a knihy podle laboratofi. Zpracovani materialu laboratof klinicka.

14.Souvisejici zaznamy
F_Seznam opravnéni pracovnikd podle SOP.

F_Evidence Sarzi - pudy_
F_Evidence Sarzi diagnostik — identifikace,

F_Evidence Sarzi disk(— citlivosti,

F Plan rozdéleni laborantek
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