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ANOTACE

Bakalarska prace se zaméfuje na porovnani tradicnich a modernich metod detekce tuberkulozy
v poslednich deseti letech. V tvodu je struéné popsana historie tohoto onemocnéni
a charakteristika bakterie, ktera jej zptsobuje. Nasledné se prace vénuje moznostem lé¢by
a prevenci tuberkulézy. Podrobné jsou popsany jednotlivé diagnostické metody a jejich
ucinnost v boji proti této nemoci. Prace také zahrnuje srovnani vyskytu tuberkulozy a situace

s o¢kovanim v Kazachstanu a Ceské republice.

KLICOVA SLOVA
Mycobacterium tuberculosis, lécba, prevence, moderni metody diagnostiky

TITLE
Current Methods of Detection and Treatment of Tuberculosis. Comparison of the Situation
in the Czech Republic and Kazakhstan

ANNOTATION

The bachelor thesis focuses on comparing traditional and modern methods of tuberculosis
detection over the last ten years. The introduction briefly describes the history of the disease
and the characteristics of the bacterium that causes it. Subsequently, the thesis explores the
options for tuberculosis treatment and prevention. Various diagnostic methods and their
effectiveness in combating the disease are detailed. The work also includes a comparison of the

incidence of tuberculosis and the vaccination situation in Kazakhstan and the Czech Republic.

KEYWORDS

Mycobacterium tuberculosis, treatment, prevention, modern methods of diagnosis
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UvoD

Tuberkul6za, kterou zpasobuje bakterie Mycobacterium tuberculosis, byla v roce
2022 po koronavirovém onemocnéni (COVID-19) druhou nejcastéjsi pri¢inou umrti. Nemoc
zpusobila zhruba dvakrat vice umrti nez HIV/AIDS a kazdoro¢né se stale nakazi vice nez

10 miliont lidi.

jakykoli lidsky organ nebo infikovat organové systémy. Piivodce tuberkulézy, Kochtiv bacil, je

vysoce nakazlivy (infek¢ni) a mimotadné odolny vici vliviim prostiedi.

Imunitni systém zdravého ¢loveéka aktivné bojuje s tuberkul6zou, ale pokud se oslabi,
muze nemoc piejit do aktivni formy. V poslednich desetiletich bylo vyvinuto mnoho metod,
které umoziuji v€asné odhaleni této nemoci, coz je klicové pro jeji t€innou lécbu a prevenci

Sifeni.

Tato bakalarska prace se zamétuje na srovnani tradicnich a modernich metod detekce
tuberkul6zy. Moderni metody vyznamné usnadnily diagnosticky proces diky své rychlosti
a jednoduchosti. Nékteré z téchto metod nevyzaduji odborné vzdélani, coz umoziuje Sirsi
dostupnost a pouziti i v mén¢ rozvinutych oblastech. Prace dale zkouma ucinnost téchto metod

a jejich pfinos v boji proti tuberkuloze.
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1  Historie tuberkulozy a jeji vyskyt v soucasné dobé

1.1 Historie tuberkulozy

Studie vzorki kosti odebranych z neolitického lidského sidlist¢ ve vychodnim
Stredomofi poskytuji nejpresvéd¢ivéjsi dikaz, ze M. tuberculosis a lidé koexistovali po velmi
dlouhou dobu (The Editors of Encyclopaedia Britannica, 2024). Ptredpoklada se, Ze rod
Mycobacterium vznikl asi pfed 150 miliony let (Barberis et al., 2017). Diky nizké mife mutaci
M. tuberculosis a modernim technikdm molekularni genetiky a sekvenovani genomu je mozné
ptesnéji urcit dobu vzniku mykobakterii. Poté, co Gutierrez a jeji kolegové zjistili, ze rany
predek M. tuberculosis existoval ve vychodni Africe jiz pted 3 miliony let, vyslovili hypotézu,
ze se jim v té dobé mohli infikovat prvni hominidé. VSichni soucasni ¢lenové komplexu
Mycobacterium tuberculosis vSak s nejvétsi pravdépodobnosti méli spole¢ného africkeho
piedka pied 35 000 az 15 000 lety. Patii sem nejen M. tuberculosis, ale také jeho africké
varianty, Mycobacterium africanum, Mycobacterium canettii a Mycobacterium bovis
(Thomas 2006).

Po cely stfedovék a az do primyslové éry byla tuberkuloza v I¢kaiské literatuie
oznacovana jako ftiza, “bily mor” nebo souchotiny. VSechny tyto terminy odkazovaly na
nezastavitelny postup nemoci, ktera postupné oslabovala télo obéti (The Editors of
Encyclopaedia Britannica, 2024). Termin “tuberkuldza” poprvé pouzil Sylvius v roce 1650.
Pochazi ze slova “tubercle”, coz oznacuje histologickou lézi, ktera se objevuje v organech
postizenych touto nemoci (Riccardi et al., 2020). Francis Sylvius ve svem dile Opera Medica
z roku 1679 podal ptesny klinicky a anatomicky popis této nemoci. Popsal tuberkulézy a jejich
vyvoj do abscesu, dutin a empyéma v plicich a na dal$ich mistech u pacientt. Prvni oficialni
zminka o nakaZlivosti nemoci se objevuje kratce poté v italském zdravotnickém pravu,
konkrétné v ediktu vydaném Republikou Lucca v roce 1699, kde pak v roce 1735 Zdravotni
rada této republiky nafidila povinné hlaseni a izolaci nemocnych, zakazala jejich pfijeti do

vefejnych nemocnic a zfidila specialni mista pro jejich 1é¢bu (Barberis et al., 2017).

Prvnim, kdo zavedl termin “tuberkul6za” do lékaiské literatury, byl
Johann Lukas Schonlein v poloving 19. stoleti. V roce 1867 byl Theodor Albrecht Edwin Klebs

jednim z prvnich védcu, ktefi se pokusili izolovat bakterie. Nicméné izolovat a identifikovat
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tuberkul6zni bacil se podatilo az v roce 1882 némeckému lékaii Robertu Kochovi, ktery pak
24. biezna piedstavil sviij objev Mycobacterium tuberculosis pied Fyziologickou spole¢nosti
v Berlin¢ (Barberis et al., 2017). Od té doby je 24. bfezen kazdoro¢né uznavan jako "Svétovy
den tuberkuldzy" (Kia et al., 2023). V prub¢hu nasledujicich desetileti po tomto objevu byly
vytvofeny Pirquettiv a Mantouxtv tuberkulinové kozni test, vakcina BCG od Alberta Calmetta
a Camilla Guérina, streptomycin od Selmana Waksmana a dalsi protituberkulozni léky. Rovnéz
Koch za sviij védecky pfinos, ktery pomohl objasnit infek¢éni etiologii tuberkuldzy, obdrzel

v roce 1905 Nobelovu cenu (Barberis et al., 2017).

1.2  Vyskyt v soucasné dobé

Jen malo nemoci ovlivnilo déjiny lidstva tolik jako tuberkul6za. Lidska onemocnéni
zpusobuje Mycobacterium tuberculosis jiz vice nez 4 000 let. Od védeckého objevu tuberkulozy
v roce 1882 na ni zemfiela vice nez miliarda lidi. To je vy$$i poCet imrti nez u malarie, nestovic,

HIV/AIDS, cholery, moru a chiipky dohromady (Kim a Swaminathan, 2021).

M. tuberculosis se vyskytuje asi u 25 % svétové populace (latentng), ackoli pouze asi
10 % lidi n€kdy onemocni tuberkulézou. Riziko je vyrazn€ vyssi u osob s oslabenou imunitou
(napt. HIV pozitivnich osob) (ECDC, 2023). Ptiblizné 90 % piipadt tuberkulozy se vyskytuje
u dospélych, s vy$§im vyskytem u muz nez u Zzen. Umrtnost spojend s tuberkulézou je vysoka,
dosahujici ptiblizn€ 50 %. Soucasna l¢c¢ba doporuc¢ena WHO dosahuje Gspésného vyléceni
po dobu Ctyf az Sesti mésicl. Existuji rizné moznosti 1écby tuberkul6zni infekce, které se lisi
Vv délce trvani, od jednoho do Sesti mésici. Kromé toho je take dulezité prijmout komplexni
opatfeni zaméfena na feSeni faktort, které mohou vest k rozsifeni tuberkuldzy, napiiklad
chudoba, nedostatecnd vyziva, infekce HIV, koufeni a cukrovka. Tim se d4 sniZit pocet novych

ptipadt a umrti zpisobenych TBC (Global Tuberculosis Report 2023).

V roce 2022 bylo po celém svété zaznamenano novych 7,5 milionu piipadi tuberkulozy.
Toto ¢islo, piesahujici piivodni hodnotu pred zacatkem pandemie v roce 2019 (7,1 milionu),
pfedstavuje nejvyssi uroven od roku 1995, kdy Svétova zdravotnicka organizace zacala
sledovat tuberkuldézu globalné. V roce 2020 bylo zaznamenano 5,8 milionu piipadd a v roce

2021 6,4 milionu (viz graf ¢. 1) (Global Tuberculosis Report 2023).
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Graf 1: Pocet nové diagnostikovanych pripadii tuberkulézy od roku 2010 do roku 2022
(Global Tuberculosis Report 2023)

Pocet hlasenych pfipadl tuberkulézy

1.2.1 Srovnani vyskytu v Ceské republice a Kazachstanu

V roce 2022 bylo v Ceské republice hlaseno celkem 383 piipadt tuberkulézy, coz
predstavuje 3,56 piipadu na 100 000 obyvatel. Tato Cisla zaznamenala nartist oproti
piedchozimu roku o 26 ptipadi. Lze konstatovat, ze 1 pfes nariist poctu hlasenych ptipada
tuberkuldzy v roce 2022, Ceska republika patii mezi zemé s nizkym vyskytem tuberkulozy
a disponuje G¢innym systémem dohledu a reakce na tuto infekéni chorobu (UZIS CR 2024).
Na druh¢ strané v Kazachstanu doslo k vyznamnému poklesu incidence TBC z 81,7 na
36,5 ptipadit na 100 000 obyvatel v roce 2022. Stejn¢ tak se snizila prevalence z 69,2 na
49,6 ptipadu, coz sved¢i o uspésnosti opatieni a programi zaméfenych na kontrolu této nemoci

(Ministerstvo zdravotnictvi Republiky Kazachstan, 2023).
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1.2.2 Epidemiologicka situace v Evropé béhem valky na Ukrajiné

Podle zpravy WHO Ukrajina je na ¢tvrtém misté v Evropé s vyskytem TBC. Kromé
toho je na patém misté po celém svété v poctu registrovanych ptipadi tuberkulozy rezistentnich
na léky (Wilczek, Natalia Anna et al., 2023). Pfedpokladana incidence TBC v roce 2021 byla
na Ukrajin¢ 73 pripadd na 100 000 obyvatel, zatimco v EU byla incidence 9,5 pfipadi na
100 000 obyvatel. I piestoze ECDC a pokyny WHO nedoporucuji plosné testovani migrantl
a uprchlikt na tuberkulozu (Dohdl et al., 2024).

V roce 2022 byla valka s Ruskem hlavni pficinou masové migrace velké mnozstvi
obc¢anti do sousednich zemi EU. K 7. inoru 2023 bylo v Evropé¢ registrovano vice nez 8 milionti
ukrajinskych uprchlikl - nejvyssi pocet od druhé svétové valky. Tato situace piispéla k vzniku
dalSich epidemiologickych problému. Staty s nejvétsSim ptilivem uprchlika byly Slovensko,

Polsko, CR a Rumunsko (Dohal et al., 2024).

Ukrajina vykazovala vyznamny pokles v boji proti tuberkuldze do zacatku valky. Mezi
lety 2018 a 2020 doslo k vyraznému snizeni poctu nakazenych na téméi 13 tisic osob. Rok
dostupnosti zdravotnické péce zptisobené pandemii COVID-19. V nasledujicich dvou letech
doslo k nartstu poctu hlasenych ptipadtu tuberkulozy. Podle ukrajinského Centra vetfejného
zdravi bylo v roce 2022 v zemi zaznamenano 18 510 piipadtd (viz graf ¢. 2)
(Wilczek et al., 2023).
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Graf 2: Pocet pripadit TBC na Ukrajiné v letech 2018-2022 (Wilczek et al., 2023)

Pocet pripadl TBC na Ukrajiné v letech 2018-2022

179
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Stejné jako v Polsku a Némecku, i v Ceské republice doglo v letech 2018 az
2022 k narastu piipadt tuberkulozy u cizinci. NejvySsi pocet nahlaSenych piipadu byl
zaznamenan v roce 2022, coz je jisté zptisobeno rostouci piitomnosti velkého poctu uprchliki

(viz graf ¢. 3) (Wilczek et al., 2023).
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Graf 3: Pocet pripadii tuberkulézy v CR v kategoriich obcéami CR a cizincii, véetné
narozenych na Ukrajine, 2018-2022 (Wilczek et al., 2023)
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2 Charakteristika tuberkuléznich bakterii

Mycobacterium tuberculosis je bakterie, ktera primarné infikuje plice a zpusobuje
tuberkulozu. Krom¢ toho miize onemocnéni znamé jako mimoplicni tuberkuléza poskodit
jakykoli jiny organ nebo tkan, vcetné mozku, ledvin, patete, miznich uzlin a ledvin
(Rahlwes etal., 2023). Bakterie jsou acrobni, pomalu rostouci, ty¢inkovité, §tihlé a volné Zijici
v pudé a vodé a mikroorganismy nevytvaiejici spory (Kia et al., 2023). Piesné metabolické
divody tohoto pomalého rustu nejsou zcela objasnény, ale mohou byt zpiisobeny kombinaci
nékolika faktorti. Mezi né patfi ptitomnost pouze jediného operonu rRNA, slozité¢ pozadavky
na syntézu bunééné stény, obtizny piijem zivin a pomald rychlost replikace DNA

(Gordon a Parish, 2018).

Urcujicim znakem téchto bakterii je pfitomnost mykolovych kyselin, a proto struktura
bunééné stény piipomind spiSe gramnegativni bakterie, ackoli je klasifikovdna jako
grampozitivni  (Gordon a Parish, 2018). Buné¢na sténa obsahuje komplex
mykolylarabinogalaktan-peptidoglykan (mAGP), ktery tvoii propojeni peptidoglykanu,
arabinogalaktanu a mykolovych kyselin. Porozuméni biosyntéze tohoto komplexu je dulezité
pro vyvoj novych léciv proti TBC (Brennan, 2003). Tato struktura zajistuje odolnost vuéi
ATB a obsahuje fadu imunomodula¢nich molekul, jako jsou lipoarabinomannan,
sulfolipidy a trehalosa dimykolat, které jsou nezbytné pro virulenci (Gordon a Parish, 2018).
Podrobnosti o struktufe buné¢né stény MTB a o tom, jak reaguje na antituberkulotika, jsou

uvedeny na obrazku €. 1.

Rifampin (1966)
Acyl Lipids Inhabits RNA
Isoniazid (1952) svnthesis
Inhabits cell wall ’
synthesis Gyrase]

W Mycolic Acid / TONA

Ethambutol Ribosome /
(1961) 3
Inhabits cell wall
synthesis

Rod shape Gram
» positive

Waxv cell wall |

Pyrazinamide from
(1952) Mycolic acid and Acid-fast

Disrupt
plasma |

membrane I ATP
And energy g R ]
metabolism wnm"ﬂ

g - b)

Cell Wall

Needs Oxygen
strict aerobes

Obrazek 1: Interakce ATB s bakterii (Kia et al., 2023)
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Tuberkul6ézni bacily se pod svételnym mikroskopem obvykle jevi jako rovné nebo
mirn¢ zaktivené ty¢inky. Bacily mohou mit riznou velikost a tvar, od kokobacill az po protahlé
ty¢inky, v zavislosti na podminkéach ristu a staii kultury. Velikost bacilti byla pozorovana
vrozmezi 0,2 az 0,6 pum na Sitku a 1-10 pum na délku (obvykle 3-5 pm)
(Velayati a Farnia, 2012). Kvuli pfitomnosti kyseliny mykolové v bunécné sténg, bakterie je
odolné& proti Gramovym barvenim, proto pro identifikace se pouziva bud’ kyselinostala barviva
(Ziehl- Neelsenovo barvivo), kdy tlusta a voskovita bunécna sténa bakterie udrzuje barvivo
karbol fuchsin i pti oplachovani kyselym alkoholem nebo fluorescen¢ni barviva (auramin)
(viz obrazek ¢. 2) (Cudahy a Shenoi, 2016).

Acc.V  Spot Magn Det WD Exp lﬁ_'_l 2 um
Jjne 2

300 kv 3.0 15549x SE 74 0 jh

Obrazek 2: Mycobacterium tuberculosis (CDC, 2006)

V optimalnich laboratornich podminkach pti teplot¢ 37 °C se M. tuberculosis
zdvojnasobuje kazdych 24 hodin a trva pfiblizné 3 tydny, neZ vytvoii na agarovych destickach

hrubé kolonie hnédosedé barvy (viz obrazek ¢. 3) (Gordon a Parish, 2018).
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Obrézek 3: Mycobacterium tuberculosis na agaru (Shain, 2017)

2.1 Patogeneze tuberkulozy

Kaslani, kychani, mluveni nebo manipulace se sekrety a tkanémi nakazeného pacienta
mohou vést k §ifeni aerosolovych kapének M. tuberculosis, které vstupuji do lidského téla
dychacimi cestami. Pravdépodobnost pfenosu MTBC zavisi na mnozstvi uvolnénych bacili,
jejich koncentraci v prostoru, kterou ovlivituje vétrani, dobé expozice a na imunologickém

stavu exponované osoby (Kia et al., 2023).

Jakmile patogen pronikne do organismu, aktivuje se vrozena imunita v alveolarnim
prostoru, kde nasledna interakce bunék nespecifické imunity (makrofagy a dendritické buiiky)
s bakteriemi stimuluje adaptivni imunitu. Jejich spole¢na reakce je ptizpiisobena k zabijeni
bakterii nebo omezeni jejich mnozeni v granulomech. Aktivni tuberkul6za se projevi bud’ ihned
po primarni infekci, nebo kviili oslabeni imunitniho systému, naptiklad v disledku HIV,
pouzivani imunosupresivnich 1ékt, chemoterapie, drogové nebo alkoholové zavislosti atd.
(Rahlwes et al., 2023). Rozdily mezi latentni a aktivni tuberkulézou jsou uvedeny

v tabulce &. 1:
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Tabulka 1: Rozdil mezi latentni a aktivni tuberkulézou (Kia et al., 2023)

Pacient s latentni TBC

Pacient s aktivni TBC

Zadné piiznaky

Chronicky kasel,

Unava a slabost, horec¢ka, no¢ni
poceni, ztrdta hmotnosti

a nechutenstvi

Neni nakazlivy Muze infikovat ostatni

Pozitivni kozni test Pozitivni kozni test
a abnormélni nalezy na

rentgenu hrudniku

Ptestoze rentgenovy snimek hrudniku €asto prokaze hlavni komplex, vétSina infekei
plicni tuberkulézou zlstava rentgenologicky i klinicky neodhalena. Pozitivni vysledek
tuberkulinového kozniho testu je nejcastéjs$im ukazatelem, Zze doslo k infekci M. tuberculosis

(Kia et al., 2023). Na obrazku ¢islo 4 mtizeme vidét, jak bakterie infikuji:

Mycobacterium
tuberculosis

Alveolar

Initiation of
infection

Reactivation and Mo s
transmission Foamy
' '] macrophage

. S i -

C:?' o~ Alveolar
Type I cell

Alveolar

macrophage

Langhan
giant cell

Alveolus Alveolar
Type Il cell

> Dendritic cell

@ Interstitial
macrophage

Migration to
BicoN : Latent

lymph nodes and
% immune activation
Caseous granuloma Granuloma infection !

Obrazek 4: Infekce bakteriemi (Rahlwes et al., 2023)

Po pohlceni bakterie makrofagy a aktivaci dal$ich imunitnich bunék dochazi ke vzniku
granulomi, coz je charakteristicky znak tuberkulozy. Zdravi jedinci jsou tak latentné
infikovani, coZ znamena, ze nemoc muize byt aktivovana. Pfi nekrotizaci pénovych makrofagt
se uvolnuje jejich lipidovy obsah, coz vede k zesyrovaténi, neboli kaseifikaci, coz je proces, pfi
kterém se naruSuje tuhd integrita granulomu v jeho jadru. Jakmile granulom roste, bacily za¢nou
unikat z makrofagi do kaseinové vrstvy. Pfi nasledné reaktivaci se M. tuberculosis
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mnozi a granulom praskne. Tim se vnitini obsah uvolni do dychacich cest, kde se bacily §iti
dookoli ve form& kapének, a cyklus se tak znovu restartuje u nového hostitele

(Alsayed a Gunosewoyo, 2023).
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2.2  Typy tuberkul6znich infekci

Ackoli tuberkul6za postihuje predevsim dychaci systém, mize infikovat i dalsi organy
a bunky, véetné ledvin, mozku a péatefe. Pokud neni poskytnuta nalezita 1ékarska péce, mize
byt tuberkul6za smrtelnd. Existuje jedenact riznych druhti tuberkulozy, které podle 1ékarské
klasifikace spadaji do dvou kategorii plicni a mimoplicni tuberkul6zy. Z nich sedm
je zpusobeno mimoplicni tuberkulézou a Ctyfi jsou zpusobeny plicni tuberkulozou
(Kia et al., 2023). Vznika v dusledku sifeni bacilu M. tuberculosis do rtiznych organd krevnim
feCistém a lymfatickym systémem. Nejcastéji jsou postizeny pohrudnice, osteoartikularni

sytém a lymfatické uzliny (Ramirez-Lapausa et al., 2015).

Ptiblizné 15 % tuberkuloznich infekci tvofi mimoplicni infekce. Stanoveni diagnozy
pouze na zakladé zobrazovacich znak a klinickych pfiznaki je ndrocné a Casto je nutna biopsie
(Rodriguez-Takeuchi et al.,, 2019). Mezi hlavni rizikové faktory vzniku mimoplicni
tuberkulézy patii vék, zenské pohlavi, infekce HIV a soubézné onemocnéni pacienta, jako je
imunosuprese, cukrovka nebo chronickeé selhani ledvin. Ve srovnani s pacienty s plicni
tuberkul6zou maji pacienti s mimoplicni tuberkulozou vyssi primérny vék. Pacienti
S osteoartikularnim, genitourinarnim a  gastrointestindlnim postizenim a postizenim
lymfatickych uzlin pfi extrapulmonalni tuberkuldéze byvaji star$i nez pacienti, kteii ziskaji

pleurdlni nebo meningealni tuberkulézu (Ramirez-Lapausa et al., 2015).
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Tabulka 2: Druhy mimoplicni tuberkul6za (Ramirez-Lapausa et al., 2015)

Typ tuberkulézy | Popis Misto poSkozeni | Pfiznaky Diagnostika
Miliarni - Hematogenni | Nej¢astéji - Septicky Sok | - K prikazu
Sifeni nemoci | postizené - Syndrom postizeni jater,
do né€kolika organy: multiorganové | sleziny a plic
organu - Jatra dysfunkce se pouziva CT
- Disledek - Slezina - ARDS - Odbér vice
primarni - Plice - Celkovy vzorki na
infekce - Lymfatické neklid riznych
(zejména u uzliny mistech
deéti) - Meningy - Obvykle
- Reaktivace - Kostni dien vyzaduje
latentniho - Nadledviny biopsii organu
loziska pro
histologické
a kultivaéni
vySetieni
Lymfatickych Nejcasté&ji - Nejcasté&jsi Mize se - Nutné
uzlin postihuje déti | lokalizace: kréni | projevit: provest FNAB
a mladé lymfade-nopatie | - Nekrdzou postizené
dospelé - Muze postih- | - Fluktuaci lymfatické
nout nadkli¢- - Zanétlivymi | uzliny
kové, axilarni, ptiznaky - Mikrobiolo-
hrudni a bii$ni | s ulceraci gické a
uzliny - Tvorbou cytologické
pistéli vySetfeni stéru
- Skrofulézou | - Kultivace
aPCR
- Pozorovani
kasedzniho
granulomu
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Tabulka 2 pokracovani: Druhy mimoplicni tuberkuldza (Ramirez-Lapausa et al., 2015)

Typ tuberkulézy | Popis Misto poskozeni | Ptiznaky Diagnostika
Osteoartiku- - Pottova - U mladsich - Nejtypic- -CTa
larni choroba lidi: dolni t&j$im rentgenoveé
(spondylitida) | hrudni oblast ptiznakem je vySetieni
tvofi polovinu | - U starSich: mistni uziteéné pii
v8ech ptipada | horni bederni nepohodli ur¢ovani
- Mize oblast - Otok, rozsahu
zpusobit - Tuberkul6zni | nepohodli a postizeni
paravertebralni | artritida: ¢asto | a ztrdta funkce | mekkych tkani
abscesy koleno nebo kloubt - MRI
- MiZe utlacit | kycel - Postupné se nejpiesnéjsi
michu vyvijeji béhem | pro urceni
tydni az neurologickéeho
mesict postizeni
- V pozdnim - Biopsie pod
stadiu Casto CT kontrolou
lokalni - Kultivace
deformace stéru ma
a omezeny nizkou
rozsah pohybu | citlivost, ale
- Dalsi pozitivni
ptiznaky vysledky jsou
zhorSeni stavu | Casté (az 79 %)
kloubu - V piipadé
negativni

kultivace miize
byt nutna
synovialni

biopsie
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Tabulka 2 pokracovani: Druhy mimoplicni tuberkuloza (Ramirez-Lapausa et al., 2015)

nebo miliarni
tuberkulozy

- Peroralni
pfenos infekce

M. bovis

- Tuberkul6za
pronika
sliznicemi

a zpusobuje
zanét a ulceraci
- Peritonitida
z reaktivace
lozisek

- ZvySen¢
riziko

u cirhézy,
diabetu, HIV,
dialyzy

- Neéktefi lidé
maji
nahmatatelnou
btiSni masu

- Dalsi
ptiznaky:
nechutenstvi,
vycerpanost,
horecka, noc¢ni
poceni, Ubytek
hmotnosti,
prijem, zacpa,

krev ve stolici

Typ tuberkuldzy | Popis Misto poskozeni | Pfiznaky Diagnostika
Gastrointesti- Patogeneze: Kteroukoli ¢ast | - Nejcast&jsi | - Diferencialni
nalni - Hematogenni | 4 iciho priznak: diagnostika
a peritonealni Sient z plicni systému bolest biicha | nezbytna kvuli

mozné pistéli

a zuzeni stieva
- Kone¢na
diagndza
pomoci
kultivace,
histologie a CT
- Kolonoskopie
s biopsii
nejlepsi

-V 80 %
pripadt
pozitivni
vysledky
kultivace
peritonealni
tekutiny

- Pokud ne,
laparoskopicka
biopsie nebo

biopsie pod CT
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Tabulka 2 pokracovani: Druhy mimoplicni tuberkuloza (Ramirez-Lapausa et al., 2015)

rozsev béhem
prvni faze

plicni infekce

- Ptiznaky
z dolnich cest
mocovych:

sterilni pyurie,

Typ tuberkulézy | Popis Misto poskozeni | Ptiznaky Diagnostika
Centralniho - Hematogenni | CNS - Tuberku- - Diagnéza
nervového Siteni 16zni tuberkulézni
systému zpiisobuje meningitida: meningitidy:
tuberkulozu bolesti hlavy, | vysetfeni
CNS malatnost, mozkomi$niho
- Vysoka letargie, kdma | moku
morbidita - Bez - ZvySena
a mortalita 1é¢by amrti do | koncentrace
- NejcCastéjsi: 5-8 tydnt bilkovin
tuberkulozni -Intrakranialni | - SniZzena
meningitida tuberkulom: koncentrace
- Dalsi: asymptoma- glukozy
intrakranialni ticky nebo - Intrakranialni
tuberkulom, zachvaty, tuberkulom:
cévni bolesti hlavy, | stereotakticka
tromboza, neurologické | biopsie
ischemicka poruchy - Hydrocefalus:
mrtvice nutny
chirurgicky
zakrok
Mocovych cest | - Cast&jsi Mocove cesty | -90 % - Zobrazovaci
U muza nez pripadu: vySetfent:
u Zen asymptoma- echografie,
- PostiZeni ticky rozvoj intravenozni
ledvin: genitourinarni | pyelogram, CT
hematogenni tuberkulézy - Odhali

kalcifikace,
papilarni
nekrézu,

postizeni
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- Infekce mize
probéhnout pfi
pozdni
reaktivaci nebo
miliarni

nemoci

mikroskopické
krvaceni

- Sifeni do
mocovodu

- Uretericka
striktura mize
zpusobit
obstrukcni
uropatii

a hydronefrézu

kalichu,
strikturu
ureteru, dilataci
panvicky

- Mikrobiolo-
gicka diagnoza:
barveni

a kultivace moci
pro detekci
tuberkul6znich

bacila
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3  Lécba a prevence

3.1 Lécba

Nejnoveéjsi doporuceni WHO pro 1é¢bu pacient s TBC citlivou na Iéky byla navrhovéana
v roce 2021. V souladu s témito doporucenimi se Sestimésicni rezim, ktery zahrnuje ctyii léky
prvni linie TBC (Kia et al., 2023). Tato kombinace obsahuje isoniazid (INH), rifampicin (RIF),
pyrazinamid (PZA) a ethambutol (EMB) a podava se po dobu Sesti mésict. Lécba je rozdélena
do dvou fazi: prvni trva dva mésice a spociva v podavani ctyt vyse uvedenych I€ki; ve druhé
fazi jsou pacienti 1é¢eni INH a RIF po dobu poslednich étyf mésict, aby doslo k usmrceni
spicich bakterii (Alsayed a Gunosewoyo, 2023). Delsi 1é¢ba mize byt nutna u mimoplicnich
a diseminovanych forem tuberkulozy: tuberkuloza lymfatickych uzlin 6 mésict, kloubni nebo
kostni tuberkuléza 9 mésici a tuberkul6za centradlniho nervového systému 12 mésici

(Suarez et al, 2019).

Tabulka 3: Lécba tuberkulozy antibiotiky (Sudrez et al., 2019)

ATB Délka 1écby (mésice) | Davkovani (mg/kg) | Minimalni/maximalni davka
(mg)

INH 6 5 200/300

RMP 6 10 450/600

PZA 2 25 1500/2000

EMB 2 15 800/1600

Multirezistentni tuberkul6za (MDR-TB) je termin pouzivany pro oznaeni bakterii
tuberkulozy, které jsou rezistentni viic¢i vice 1éktiim proti tuberkuldoze, jako jsou isoniazid (INH)
a rifampicin (RIF). Fluorochinolon je spolu s amikacinem, kanamycinem a kapreomycinem
jednim z nejméné ti injek¢nich intravendznich 1€kt druhé linie. Tento typ vzacné MDR-TB je
znam jako extenzivné 1ékové rezistentni TBC (XDR-TB) (Kia et al., 2023). Pacienti postizeni
tuberkulozou, ktera je rezistentni vici 1écbé€, vyZzaduji individudlni pfistup k 1écbe, ktery
zahrnuje 1éky druhé linie a dal$i antituberkulotika. Tento ptistup by mél byt navrzen na zakladé
testil citlivosti na 1éCiva. Pouzivani 1écby na zakladé odhadu bez testli mize zhorsit situaci

a vést k dalsi rezistenci (ECDC, 2018).
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Tabulka 4:

Postup lécby pro MDR-TB (Seung, 2015)

1. krok Vybér Iéku na zéklade Injekéni 1é¢iva druhé linie:
senzitivity a anamnézy e Amikacin
1é¢by. Streptomycin se e Kapreomycin
obecné nepouziva e Kanamycin
z diivodu vysoké miry
rezistence u pacientil
s MDR-TB.

2. krok Pridat fluorochinolon Fluorochinolony:
novejsi generace. Je-li e Levofloxacin
rezistence na ofloxacin, |e Moxifloxacin
pouzit moxifloxacin.

3. krok Pridat léky druhé linie, e Kyselina p - aminosalicylova
které budou e Ethionamid/Prothionamid
pravdépodobné Gc¢inné | o  Cykloserin/Terizidon

4. krok Pyrazinamid se piidava | Ptidatna 1é¢iva (nejsou soucasti
rutinng, s vyjimkou zakladniho rezimu u MDR-TB):
piipadu, kdy je pacient e Pyrazinamid
intolerantni nebo kdy je | e  Ethambutol
na zakladé anamnézy
vysoce pravdépodobna
rezistence. Pokud
etambutol spliuje
podminky G¢innosti, také
se pridava do lécebného
rezimu.

5. krok Pokud vySe uvedené léky | ¢ Bedaquilin

Nejsou pro pacienta
ucinné, pridavaji se dalsi

lky.

e Linezolid
e Klofazimin
e  Amoxicillin-klavulanat

e Imipenem-cilastatin
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3.2 Prevence

Kli¢em k zastaveni §ifeni tuberkuldzy je prevence. Ta zahrnuje oCkovani, prevenci
aktivniho onemocnéni u latentn¢ infikovanych osob a vcasné odhaleni a lécbu aktivni

tuberkuldzy, aby se zastavila infek¢nost (Heemskerk et al, 2015).

Mezi rizikové faktory ndkazy a onemocnéni TBC patii blizky kontakt s aktivnim
ptipadem plicni TBC, infekce HIV, nelécené neaktivni onemocnéni, zédkladni zdravotni stav,

alkoholismus aj. (Toth et al., 2004).

Pokud je pacient s tuberkul6zou soucasné¢ HIV pozitivni, doporucuje se okamzité
zahajeni antiretrovirové terapie a zahajeni 1éCby tuberkulozy co nejdiive. Také je dulezité
Vv pfipadé€ preventivni lé€by zvazit typ 1ékové rezistence a hladinu lymfocyti CD4. Lécba miize
zahrnovat rizné rezimy, jako je isoniazid po dobu 6 nebo 9 mésicli, nebo kombinaci rifampicinu

s isoniazidem, a dalsi (ECDC, 2017).

3.2.1 Vakcinace proti TBC

Vakcina Bacillus Calmette-Guerin (BCG), kterd byla poprvé vyvinuta v roce
1921 abyla vytvoiena sériovou pasazi Mycobacterium bovis, je jedinou v soucasnosti
pouzivanou vakcinou proti TBC (Heemskerk et al., 2015). Ockovani zivou oslabenou
mykobakteridlni vakcinou BCG stimuluje lokalni infekci a imunologickou aktivaci v misté
vpichu, kde dendritické bunky, makrofagy a monocyty detekuji bakteric a vytvareji silnou
imunologickou odpoveéd’ (Li et al., 2021).

Bunééna sténa BCG a dalsi slozky funguji jako receptory pro rozpoznavani vzorl
(PRR), navazuji se na rizné ligandy a zvysuji expresi kostimula¢nich molekul v aktivovanych
bunkach a spoustéji vrozenou imunitni odpoveéd’ na tuberkulozu. Aktivované dendritické buriky
se presouvaji do lymfatickych uzlin, kde stimuluji Thl CD4+ a CD8+ T-buriky, které jsou
specifické pro mykobakterie. To mad za nésledek uvolnéni vysoké urovné cytokinl, vetné
granzymu a IFN-gama. Krom& toho jsou v reakci na antigeny BCG produkovany
burikami B pamétové  bunky, plazmatické bunky a antigen- specifické  protilatky
(viz obrazek ¢.5) (Lietal., 2021).
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Obrézek 5: BCG vakcinace a imunitni odpovéd’ (Li et al, 2021)

3.2.1.1 Vakcinace v Ceské republice a Kazachstanu

Vzhledem k nizkému vyskytu tuberkulézy v Ceské republice, ktery se pohybuje v fadu
stovek pripadl ro¢né, byla v roce 2010 plosna BCG vakcinace nahrazena selektivni vakcinaci
rizikovych jedincu. Podle zakona ¢. 48/1997 Sb., o vefejném zdravotnim pojisténi, se oCkovani
provadi u deéti do Sesti tydni véku bez nutnosti tuberkulinového testu, pokud byly v kontaktu
S nemocnym s tuberkul6zou (napiiklad ¢lenem rodiny). U déti starSich Sesti tydnti se ockovani

provadi az po negativnim vysledku tuberkulinového testu (Méstska nemocnice Ostrava).

Oddéleni hygienické a epidemiologické kontroly mésta Almaty informuje,
ze v Kazachstanu je o¢kovani proti tuberkuloze povinné a plné hrazené statem. Prvni davka

se podava 1-4 dny po narozeni a druha ve véku Sesti let.

Hlavni rozdily mezi Kazachstanem a Ceskem jsou dva. Za prvé, v Ceské republice neni
vakcinace proti tuberkuldze povinnd, protoze se predpokladd, Zze vakcina je ucinnd pouze
V prvnim roce Zivota a ma minimalni efekt pro dospivajici a dospélé. Za druhé, pokud je dité
v Cesku o¢kovano proti tuberkuléze do jednoho roku véku, neni toto o¢kovani hrazeno statem

a naklady nesou rodice ditcte.
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4  Tradicni metody detekce tuberkuléznich bakterii a jejich

modifikace

Pro identifikaci mykobakterii bylo vyvinuto mnoho technik, od nejjednodussich
Zavedeni rychlych identifikaénich metod zalozenych na molekularni analyze
a automatizovanych systému pro kultivaci bakterii v tekutych kulturach vyrazné zkratilo dobu

potiebnou k ristu mykobakterii (Singh a Kabra, 2019).

Molekularni testy zménily v poslednich deseti letech oblast diagnostiky tuberkulozy.
Patogen lze zjistit béhem nékolika hodin diky molekularni identifikaci mykobakterialni DNA
pomoci testtl, jako je GenXpert MTB/RIF nebo testy s liniovou sondou. Je to vyznamné proto,
ze tyto testy detekuji také indikatory rezistence, coz pomaha identifikovat osoby, které maji

tuberkulozu rezistentni vaci Iékim (Heyckendorf et al., 2020).

4.1 Kultivace

Hlavni a nejucinnéjsi zpisob diagnostiky TBC je kultivace, ktera je znama po celém
svété a zajistuje definitivni identifikaci pfitomnosti tohoto patogenu (Gill et al., 2022). Protoze
v8ak Mycobacterium tuberculosis roste pomalu a kolonie tvofi jen pomalu, je péstovani téchto
bakterii obtizné. Pro dosazeni co nejlepsich vysledkt se doporucuje pouzit kombinaci jednoho

tekutého a jednoho pevného média (Pagaduan et al., 2023).

Ve dvouleté studii publikované v roce 1975 byla porovnavana Ctyii kultivacni média
Lowenstein-Jensen (LJ), Middlebrook (7H10), Petragnani a RNA. Vysledky ukazaly,
ze média L] a RNA jsou nejvhodnéjsi pro béZnou praxi. Jako média pro izolaci MTBC
se navrhuji Middlebrookovy bujény nebo pevna média, stejné jako média na bazi vajec nebo
agaru obohacena zelenym malachitem. Obvykle trvd 3-8 tydnd, nez kultury vytvoiené
z klinického materidlu vykazuji znamky rastu. Pied kultivaci jsou vzorky zpracovany pomoci
N-acetyl-I-cystein-hydroxidu sodného, aby nedoslo ke kontaminaci jinymi bakteriemi

a houbami (Pagaduan et al., 2023).

33



Citlivost Mycobacterium tuberculosis na Ié¢iva pozorujeme v kultivaénim médiu
obohaceném o antituberkulotika, coz vede k detekovatelnym metabolickym zménam. V dnesni
dobé jsou k dispozici automatické systémy, které umoziuji rychlou detekci pomoci tekutych
médii.  Tyto  systémy, jako  napiiklad  BacT/ALERT 3D  (Biomerieux),
BACTEC MGIT (Becton  Dickinson) a VersaTREK (Thermo Fisher), byly schvaleny
americkou agenturou FDA. Pfi detekci MTBC tyto systémy monitoruji bud’ produkci oxidu
uhli¢itého (CO2) nebo spotiebu kysliku (O2). Timto zpiisobem se ziskava dilezita informace

o citlivosti MTBC na 1é¢iva (Gill et al., 2022).

Kultivace mykobakterii ma fadu nevyhod, jako doba potfebna k detekci muze trvat
azdva meésice, coz zpomaluje diagnéozu aktivni tuberkulozy u mnoha pacientl

(Heyckendorf et al., 2020).

I kdyz neni kultivace doporucovana jako primarni test, stadle ma dilezitou roli
Vv diagnostice tuberkulozy, protoZe trvalé pozitivni vysledky kultivace mohou naznacovat

moznost navratu onemocnéni po jeho 1é¢bé (Gill et al., 2022).

4.2 Mikroskopie

Jednou z rychlych a jednoduchych metod hodnoceni bakteriologického pritkazu
mykobakterii je mikroskopicka analyza stéri ze sputa (SSM) (Pagaduan a Altawallbeh, 2023).

V poslednich 100 letech se tuberkul6za diagnostikuje pomoci metody SSM. Metoda
SSM je necitliva, zjisti se pouze 50 % ptipadl a kazdy vzorek vyzaduje deset minut realného

Casu na zpracovani (Pandey et al., 2019).

Ve vnéjsi membrang acidorezistentnich mykobakterii se nachazeji mykolové kyseliny,
které vyuziva Ziehl-Neelsenovo, Kinyounovo a Auramin-Rhodaminoveé barveni nebo barveni
na acidorezistentni bakterie Fluorochrom. Karbolfuchsin se pouziva v Ziehl- Neelsenové
a Kinyounové technice. Hlavni rozdil mezi obéma technikami spoc¢iva v tom, Ze zatimco pfi
druhé technice se pouzivaji vyssi koncentrace barviva a nepouziva se teplo, pfi prvni technice

se teplo pouziva. I po promyti kyselym alkoholem se acidorezistentni bacily pfi pusobeni
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karbolfuchsinu zbarvi do Cervena. K analyze preparatii Ize pouzit mikroskopii s jasnym polem

(Pagaduan a Altawallbeh, 2023).

Fluorescen¢ni barviva rhodamin B a auramin O také vazou mykolové kyseliny, které
jsou pak identifikovany fluorescencni mikroskopii (FM) (Pagaduan a Altawallbeh, 2023).
Vzhledem k tomu, Ze AFB fluorescence ma silnéjsi kontrast nez ZN (1000x), lze preparaty
vySetfovat pfi mensim zvétSeni (200x nebo 400x) a kontrolovat je rychleji, coz snizuje
nadmérnou pracovni zatéz v nékterych laboratofich. Kromé toho je barveni FM jednodussi
a vyroba auraminového roztoku je snazsi a protoze k vidéni bacilti neni nutny zadny imerzni
objektiv, neni potteba pouzivat imerzni olej a xylen, které jsou nejen nakladné, ale také mohou
poskodit objektivy kvili jejich nevhodnému pouziti nebo nedostate¢né kvalité

(Masali et al., 2021).

Proto, od roku 2011 Svétova zdravotnicka organizace doporucila postupné nahradit
Ziehl-Neelsenovu mikroskopii fluorescenéni mikroskopii s LED diodami. FM ma vice vyhod
nez ZN, protoZe detekuje piiblizné o 5-10 % vice acidorezistentnich bacilii (AFB) nez ZN.
Pokud jde o nevyhody fluorescen¢ni mikroskopie, lze zminit pfedevSim jeji vysoké naklady
a slozitost mikroskopu. K tomu patii potieba tmavé mistnosti, zdravotni rizika spojena
s expozici UV zafeni, relativné vysoka cena, kratka zivotnost a potieba stabilniho elektrického
napajeni osvétlovacich systémil s rtutovou lampou. Navic miize byt obtizné sehnat nové

zarovky pro tyto systémy (Masali et al., 2021).
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Obrézek 6. Mikrofotografie natéru ze sputa zbarveného ZN ukazujici tuberkulozni bacily
(1000x) jako jasne rizové az cervené, koralkové nebo pruhované formy, zatimco burky tkani
Jjsou zbarveny modre (Acharya a Vyas,2018)

Obrazek 7: Mikrofotografie natéru sputa obarveného fluorescencnim barvivem pomoci LED
mikroskopie (400x), kde bacily zdri zluté na tmavém pozadi (Acharya a Vyas,2018)
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5  Moderni metody detekce tuberkul6znich bakterii za posledni
10 let

5.1 Molekularni testy

Molekularné biologické technologie umoZnily rychlejsi diagnostiku tuberkulozy
ve srovnani s tradi¢nimi metodami kultivace a mikroskopie (Gopalaswamy et al., 2020). Tyto
moderni molekuldrni testy se zamétuji predevSim na geneticky material specificky pro
Mycobacterium tuberculosis ptitomny v DNA i RNA a vyuzivaji amplifikacni techniky, jako
je polymerazova tfetézova reakce (PCR) a sekvenovani, nebo hybridizaci nukleovych kyselin
K identifikaci genovych mutaci spojenych s rezistenci vuéi lékim proti tuberkul6ze

(WHO, 2016).

5.1.1 Test amplifikace nukleovych kyselin (NAAT)

Rychla molekularni technika pro identifikaci nukleovych kyselin genetického materialu
umoziuje detekei 1 malého mnozstvi genetického materialu organismu ve specifickém vzorku.

Soucasti metody NAAT je screening na inhibici amplifikace (Kia et al., 2023).

Standardni testy NAAT pouzivané v molekularni diagnostice M. tuberculosis:
. GenoType Line Probe Assays (LPA)

. GeneXpert MTB/RIF

. Seegene Anyplex MTB/NTM

. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) technology

. Whole-Genome Sequencing (WGS)

5.1.1.1 GenoType Line Probe Assays (LPA)

Za nejvhodnéjsi pro rychlou diagnostiku se povazuji molekularni testy, které lze
provadeét ptimo na diagnostickych vzorcich, jako je LPA. Reverzni hybridizace a PCR jsou dvé
techniky amplifikace nukleovych kyselin, které LPA pouZziva k rychlé identifikaci variant
rezistence na léky (WHO 2022).
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Byly provedeny rizné studie, kde bylo dokdzano vyznam metody amplifikace
polymerazového fetézce (LPA) pii diagnostice tuberkulozy. Vysledky naznacuji, Ze testy LPA
vykazuji vyssi senzitivitu a jsou schopny s vétsi ucinnosti detekovat pritomnost M. tuberculosis
ve vzorcich sputa ve srovnani s tradi¢ni metodou detekce, jako je mikroskopie. I ptesto, Ze testy
LPA jsou G¢inné maji sva omezeni pii detekci M. tuberculosis v ur¢itych vzorcich sputa. To
zdaraziuje dulezitost pouziti vice diagnostickych metod pro ptfesné posouzeni MDR-TB

(Ebonyi et al., 2020).

GenoType MTBDRplus a INNO-LiPA Rif TB jsou dva cenové dostupné LPA testy.
Oba tyto testy byly schvaleny WHO diky své schopnosti vysokého rozpoznani rezistence

na rifampicin a moznosti okamzité identifikace mutaci (Zaporojan et al., 2024).

5.1.1.2 GeneXpert MTB/RIF

V roce 2014 schvalila WHO test Xpert MTB/RIF, ktery vyuziva technologii PCR
k detekci tuberkulozy a jeji rezistence na rifampicin. Soucasti kazety MTB/RIF jsou
komponenty potiebné k amplifikaci a detekci jedine¢né DNA bakteriec M. tuberculosis a take
k identifikaci mutaci spojenych s rezistenci na antituberkulotika. Pti pouziti kazety lze test
MTB/RIF provést rychle a bez nutnosti casové narocné piipravy, coz je vhodné pro pouziti
V terénnich laboratofich nebo na mistech s omezenymi zdroji. To pomdha tuc¢inné

diagnostikovat a 1é¢it onemocnéni (Zaporojan et al., 2024).

Tento test zcela zménil zplsob, jakym byla tuberkuldza rezistentni k rifampicinu véas
vySetfovana a potvrzovana. SniZeni limitu detekce (Xpert MTB/RIF Ultra) a hodnoceni vice
genll souvisejicich s rezistenci byly dal§imi kroky ve vyvoji molekularnich testa, které rovnéz
zlepsily diagnostiku tuberkuldzy u déti (Giinther et al., 2022). Navzdory vyssi citlivosti testu
Xpert MTB/RIF Ultra ma tento test niz8i specificitu nez test Xpert MTB/RIF, protoZe nedokaze
presné rozlisit mezi DNA neaktivni a aktivni tuberkuldzy (Gill, 2020).

Svétova zdravotnicka organizace doporucuje pouzivat tento test u osob, které mohou
byt soucasné infikovany virem HIV nebo u nichz existuje podezieni na multirezistentni
tuberkulozu. V prostiedi s nizkym vyskytem tuberkulozy se test Xpert MTB/RIF doporucuje

pouZzivat misto pfimé mikroskopie stéru vzhledem k jeho citlivosti a specifi¢nosti, které jsou
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pro diagnostiku plicni tuberkulozy u dospélych zhruba 90 %, resp. 98 %. Navic na rozdil
ze sputa k vylouceni nakazlivé tuberkuldzy, nova doporuceni uvadéji, ze k vylouceni plicni
tuberkuldzy sta¢i jedno nebo dvé negativni zjisténi pomoci testu Xpert MTB/RIF (Z&porojan
etal., 2024).

Navzdory uspé$nym vysledkiim testu Xpert MTB/RIF je jeho hlavni nevyhodou vysoka
finan¢ni naro¢nost spojend s pofizenim zafizeni a nakupem spotiebniho materialu. Z tohoto

dtivodu byl navrzen alternativni molekularni test TB-LAMP (Zaporojan et al., 2024).

5.1.1.3 Technologie izotermického zesileni zprostiedkovaného smyckou
(LAMP)

LAMP je dalsi molekularni test, ktery je ve srovnani s PCR testem je rychlejsi a levnéjsi
a pouziva se ke zjiSténi mutaci rezistence na léky (Zaporojan et al., 2024). To je jediny test
amplifikace DNA, ktery je nezavisly na teploté a jeho kritéria biologické bezpecnosti jsou
srovnatelna s kritérii mikroskopie vytéru ze sputa. Technici nepotiebuji k pouzivani TB- LAMP
témer zadné Skoleni, protoze nalezy lze prohlizet pouhym okem nebo pod UV svétlem a jsou

hotove do dvou hodin (Promsena et al., 2022).

Reakce probiha pii konstantni (izotermické) konstantni teploté 65°C po dobu
15 az 60 minut, kde Ctyi'i rizné primery jsou pfesné navrzeny tak, aby rozpoznaly Sest riznych
usekt cilového genu. Tento test lze provadét opakované, dokud se nevytvoii vyznamné
mnozstvi amplikond, protoZe neni citlivy na hromadéni vedlejSich produkti DNA nebo
pyrofosfatovych soli. Spolu s tim, Ze proces amplifikace je viditelny pouhym okem, to také
umoziuje pouZiti dvoufetézcovych DNA barviv, jako je SYBR Green. LAMP test zahrnuje tfi
kroky: Zac¢inad se piipravou vzorku, coz trvd 10 az 20 minut. Nasleduje Ctyficetiminutova
amplifikace, a nakonec vizualni detekce fluorescence pomoci ultrafialového svétla, kterd zabere

0,5 az 1 minutu (Inbaraj et al., 2023).

Specifi¢nost testu dosahuje hodnot mezi 97 % a 98 %, coz znamena, Ze je schopen
s velkou ptesnosti identifikovat zdravé jedince. Nicméné jeho citlivost se pohybuje mezi

76 % a 80 %, coz je o néco nizsi ve srovnani s testem Xpert MTB/RIF (Inbaraj et al., 2023).
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Navzdory LAMP test nevyzaduje vysoké naklady nedokdze detekovat kmeny rezistentni na
Iéky (Zaporojan et al., 2024).

5.1.1.4 Seegene Anyplex MTB/NTM

V Jizni Koreji byla vyvinuta spole¢nosti Seegene metoda pro presné identifikaci
tuberkulozy a netuberkul6znich mykobakterialnich infekci. Tento test je vyznamny tim, ze je
schopen identifikovat rezistenci na léky (MDR-TB), coz umoziiuje poskytnout efektivni 1é¢bu
pro pacienta (Zaporojan et al., 2024). Za mén¢ neZ 3 hodiny Ize detekovat MTBC z riznych
typt vzorku jako sputum, aseptické tekutiny (pleuralni tekutina, krev a kostni dient), vzorky
bronchialni lavaze atd. (Sali et al., 2016).

Bylo zjiSténo, ze test Seegeen Anyplex MTB/NTM pro detekci v redlném case je
vhodnym diagnostickym nastrojem pro identifikaci a rozliSeni netuberkuléznich
a tuberkuloznich mykobakterii. V riznych vyzkumech byly provedeny testy na citlivost
a specifitu  detekce TBC. Nedostatetna detekéni citlivost ve studii  provedené
Chotmongkol Verajitem a jeho kolegy mezi TBC a non-TBC vede k doporuceni, aby byl test
Seegeen Anyplex MTB/NTM pro detekci v realném Case pouzivan spise k definitivni diagnoze

nez k rozhodovani o 1é¢bé (Chotmongkol et al., 2024).

5.1.1.5 Sekvenovani celého genomu (WGYS)

Nedostatecnd schopnost identifikovat klinicky vyznamné mutace mimo oblast urcujici
rezistenci k rifampicinu genu rpoB omezuje Uc¢innost testi NAAT a LPA pfi identifikaci

rezistence k 1éCiviim, pfestoze se jednd o rychlé a snadné diagnostické postupy

(Gill et al., 2022).

V roce 1998 se podafilo studovat sekvenovani celého genomu H37Rv, coz bylo
vyznamnym pokrokem pifi studiu tuberkuldéznich bakterii a vytvareni novych lé€ebnych
a preventivnich opatieni (Wang et al., 2022). Genom M. tuberculosis s 4 411 529 péary bazi
avice nez 4 000 geny mé pozoruhodné vysokou koncentraci guaninu a cytosinu

(Zaporojan et al., 2024).
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Moderni technologie pro diagnostiku M. tuberculosis je WGS, ktera umoziuje dikladné
zkoumani genetické struktury bakterii a piesné uréeni potadi nukleotidi v celém genomu

organismu, coz usnadnuje identifikaci vS§ech mutaci v genomu (Zaporojan et al., 2024).

V ramci riznych vyzkumu tykajicich se odolnosti MDR vici antituberkulotikiim tato
technika prokazala vysokou specifitu a senzitivitu, dosahujici az 94,7 %. Na druhou stranu,
identifikace XDR vykazala senzitivitu pouze 40,0 %, ale specificitu 99,3 %
(Zaporojan et al., 2024).
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5.2  Imunologické testy

5.2.1 Test lipoarabinomannanu v mo¢i (TB-LAM)

Lipoarabinomannan, klicova a tepelné stabilni slozka bunétné stény M. tuberculosis,
se vylucuje mo¢i nékterych pacientu trpici tuberkuldézou. Dilezity lipoglykan mykobakterialni
bunééné stény lipoarabinomannan (LAM), ktery fidi imunitni odpoveéd’ hostitele, je faktorem

virulence mnoha mykobakterii (Ketema et al., 2022).

Jednou z diagnostickych metod pro diagnostiku infekce M. tuberculosis je test
na lipoarabinomannan v moci (TB-LAM). Cilem tohoto testu je zjistit lipoarabinomannan, kde
pii testovaci metodé pacient poskytne vzorek moci, ktery je nasledné analyzovan pomoci

specialnich technik ke zjisténi pfitomnosti LAM (Zaporojan et al., 2024).

Tuto metodu se doporucuje pouzivat jako rychly test u HIV pozitivnich osob, ato i ptes
jeho omezenou citlivost, zejména v naléhavych pfipadech, kdy je rychla diagnoza tuberkulozy
rozhodujici pro preziti pacienta. Ale ptfitomnost mykobakterialniho antigenu LAM v moci

neindikuje rezistenci na 1é¢bu (Ketema et al., 2022).

5.2.2 Test uvoliiovani interferonu-gama (IGRA)

Latentni tuberkuldza a infekce M. tuberculosis se diagnostikuji pomoci testti uvoliovani
interferonu gama (IGRA). Tyto testy hodnoti reakci imunitniho systému na urcité antigeny
MTBC, jako jsou proteiny ESAT-6 a CFP-10, které nejsou piitomny ve vétSiné
netuberkul6znich kmentt mykobakterii ani ve vakciné BCG (Zaporojan et al., 2024). Tento test
je vyhodnou alternativou k TST. Nicméné oba testy maji snizenou citlivost. TST ma n€kolik
nevyhod, jako jsou faleSné€ pozitivni a negativni vysledky u BCG vakcinovanych pacientli nebo

u infekce netuberkul6znimi mykobakteriemi (Pai et al., 2014).

Test QuantiFERON-TB Gold In-Tube (QFT-GIT) atest T-SPOT.TB jsou dva komeréni
IGRA, které jsou dostupné v mnoha zemich. Oba testy jsou registrovany jako
CE (Conformité Européenne), coz znamena, Ze jsou schvaleny pro pouziti v Evropé jak

kanadskym itadem Health Canada, tak americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA)
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(Pai et al., 2014). V roce 2017 povolil tfad FDA QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus),
¢tvrtou generaci QFT testu, ktery nahradil predchozi QFT-GIT. QFT-GIT obsahuje kombinaci
syntetickych peptidi  odpovidajicich tfem antigenim M. tuberculosis: TB 7.7,
CFP- 10 a ESAT- 6. QFT-Plus oproti tomu vyuziva dva antigeny, TB1 a TB2. Dlouhé peptidy
CFP-10 a ESAT-6 v obou zkumavkach QFT-Plus aktivuji pomocné T-butiky CD4+, zatimco
kratké peptidy ESAT-6 a CFP-10 v TB2 rovnéz aktivuji cytotoxické T-bunky CD8+.
Pfitomnost CD8+ lymfocytd  signalizuje nedavnou infekci M. tuberculosis
(Venkatappa el al., 2019).

Podle vyzkumu zaméfeného na citlivost testll u pacientii s aktivni tuberkulozou nebyl
mezi QFT-Plus a QFT-GIT zZadny vyrazny rozdil Pfi srovnani QFT-Plus
S QFT- GIT a T- SPOT.TB nebyl mezi osobami s velmi nizkym rizikem expozice tuberkuloze
prakticky zadny rozdil ve specificité. QFT-Plus lze levné a pohodIn¢€ pouzivat v klinickém
prostiedi. Metody obou testli jsou vSak z hlediska snadnosti pouziti a cenové dostupnosti
srovnatelné, takze neni vyrazna preference pro pouziti QFT-Plus oproti QFT-GIT
(Zhang et al., 2023).
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6 Porovnani tradi¢nich a modernich metod

Tradi¢ni metody maji stale klicovy vyznam v detekci tuberkulozy, avsak soucasné
dochézi k vyvoji novych modernich metod, které vyuzivaji molekularni a imunologické
techniky. Pro porovnani téchto metod je nize uvedena tabulka ¢ 5, kterd obsahuje Udaje

o citlivosti a specificité jednotlivych metod, spolu s jejich vyhodami a nevyhodami:

Tabulka 5: Tradicni a moderni metody detekce

Tradi¢ni metody

Popis metody

Vyhody

Nevyhody

Screening ptiznakt

Screening ptiznaki a
znadmek tuberkulézy,
mezi které patii
horecka, no¢ni
poceni, kaSel,
hemoptyza, Ubytek
hmotnosti, bolest na
hrudi a dusnost

Levn4, snadno

realizovatelna

Nizka senzitivita

a specifita

Rentgen hrudniku

Zobrazovaci metoda,
Ktera umoznuje
identifikovat

abnormality plic

- Levna a v soucasné
dob¢ se pouziva na
mnoha mistech

- Rychla

- Nizka specificita
a citlivost
- Nelze vysSettit

EPT

Mikroskopie sputa

Mikroskopie stéru ze
sputa v jasném poli

pomoci ZN barveni

- Levna s nizkymi
technickymi
pozadavky

- Snadno
realizovatelna

- Vysoka specifita

- Casové naro¢na
- Nizka citlivost u

HIV pozitivnich

Kultivace

Kultivace na pevném
médiu (Lowenstein-

Jensen)

- Vyssi citlivost
oproti mikroskopie
- Levna metoda

- Citlivost na Iéky

- Casové naro¢na
(do 8 tydnit)

- Vyzaduje veétsi
laboratorni

vybavenost
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Tabulka 6 pokracovani: Tradicni a moderni metody detekce

Moderni metody

Popis metody

VVyhody

Nevyhody

Fluorescen¢ni Fluorescen¢ni - Detekuje 0 5-10 % | - Vysoké néklady
mikroskopie mikroskopie s LED | vice AFB nez ZN a slozitost
diodami - Rychlejsi a mikroskopu
jednodussi nez
svételnd mikroskopie
Kultivace v tekutém | BACTEC MGIT - Citlivost 0 10% - Potieba
médiu Vyssi specialniho
- Rychlejsi vybaveni
- Stalé casove
narocna
- Vyskoleni
odbornici
NAAT (Test LPA - Vysoka senzitivita | - Draha
amplifikace a specifita
nukleovych kyselin) - Lze provést piimo
na vzorcich pacienta
GeneXpert - Rychla - Vysoka finan¢ni
MTB/RIF - Detekce rezistence | narocnost
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- Vysoka specifita
- Vysoka citlivost u
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srovnani s Xpert
MTB/RIF

- Nedokaze
detekovat

rezistence na léky

Seegene Anyplex
MTB/NTM

- Detekce rezistence
na léky
- Rychla

- Nedostate¢na

detekéni citlivost
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- Rozliseni
netuberkuldznich a
tuberkuléznich
bakterii

WGS

- MozZnost zkoumani
geneticke struktury
bakterie

- Vysoka specifita a
senzitivita

- Detekce rezistence
na léky

- Rychla

- Draha

TB-LAM (Test

lipoarabinomannanu

Detekce slozky

bunééné stény

- Rychly test,

doporucuje se u HIV

- Neindukuje

rezistence na

v moci) bakterie v moc¢i pozitivnich osob 1écbu
pacienta trpici - Jednoducha - Nizka citlivost
tuberkul6zou
IGRA (Testy Méfi mnozstvi Pouziva se izolované | Nizka specifita a
uvoliovani interferonu gama, krevni bunky (T- senzitivita pro

interferonu gama)

ktery bilé krvinky
produkuji v reakci na

pritomnost TBC

SPOT.TB) a plnou
krev (QFT-GIT),

nepotifebuje sputum

diagndzu aktivni

tuberkulozy
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Z7avér

Tato prace se zaméfila na analyzu metod detekce tuberkuldzy a na popis ptivodce této
nemoci, bakterie Mycobacterium tuberculosis. Byla popséna historie objevu bakterie a jeji

soucasny vyskyt, véetné dopadli migrace zpusobené valkou mezi Ruskem a Ukrajinou.

Detailné bylo popsana charakteristika bakterie, zejména jeji bunéna sténa, ktera je
klicovym faktorem jeji odolnosti vii¢i 1éktim a naroc¢nosti kultivace a detekce. Byly rozebrany

rizné druhy mimoplicni tuberkuldzy, coz ukazuje na komplexnost této nemaoci.

Déle byla popsana 1é¢ba tuberkuldézy pomoci antibiotik a preventivni opatieni vcetné
ockovani. Bylo provedeno srovnani vyskytu tuberkulézy mezi Kazachstanem a Ceskou
republikou, s dirazem na ockovani BCG. Bylo zjisténo, ze v Kazachstanu je ockovani BCG

stale povinné oproti Cesku.

Tradi¢ni metody detekce tuberkuldzy, jako je mikroskopie a kultivace, byly doplnény
0 moderni molekularni metody, které ptredstavuji velky pokrok v diagnostice této nemoci,

I kdyz jsou Casto finan¢né naroc¢né.

Zavérem lze ftici, ze efektivni detekce a lécba tuberkuldézy vyZzaduje kombinaci
tradi¢nich a modernich metod a je nezbytné vénovat pozornost epidemiologickym i socidlnim

faktortim, které ovlivilji Sifeni této nemoci.
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