Provadéni, moznosti a interpretace mikrobiologickych vySetieni

VySetreni na tuberkulosu a mykobakteriosy

Zpracoval: prim. RNDr. Roman Jirsa, Odd¢leni klinické mikrobiologie ONMB
Oponoval: prim. MUDr. Jan Kdra, Plicni oddé¢leni ONMB

Provadéna vySetieni:

1. Mikroskopické a kultivaéni vysSetfeni (zdkladni + ,,zrychlena® kultivace v automatickém
detek¢nim systému).

2. Molekularné-biologicky (Real-time PCR) prikaz TBC

3. Prtukaz TBC na zékladé¢ bunécné (Quantiferon) a humoralni (protilatky) imunitni
odpovédi organismu

1. Mikroskopické a kultivacni vySetieni

Indikace:

Mikroskopické a kultivacni vySetteni zlistava zakladnim typem vysetfeni pti podezieni
na TBC ¢i jinou mykobakteriosu. Prokazuje vétsinu klinicky vyznamnych druhi mykobakerii
vcetné tzv. Atypickych. M. leprae a né¢které vzacné se vyskytujici mykobakterie nejsou
kultivovatelné

VySetiovany material:

A. Sputum, BAL:

Indikace: Sputum (eventuelné¢ BAL) je zakladnim vySetfovanym materialem pfti
podezieni na plicni TBC ¢i jinou mykobakteriosu. Toto vySeteni by mélo byt provedeno i pfi
podezieni na mimoplicni TBC, zejména neni-li pfimy odbér z pfedpokladaného extrapulmonalniho
loziska mozny ¢i ucelny.

Odbér materialu: Odbér sputa se provadi do Sirokych umélohmotnych zkumavek.
Velmi dilezity je kvalitni odbér sputa. U Spatné€ vykaslavajicich pacientll je zachytnost ze sputa
vyrazné nizsi. V téchto ptipadech je proto vhodné vysetteni doplnit imunologickym nebo
molekularné-biologickym pritkkazem TBC (viz vyse).

Oznaceni Zadanky: Je tteba zietelné vyznacit, ze se jedna o cilené vySetieni na
mykobakterie (napf. ,,sputum na BK, sputum na mykobakterie, apod.)

Interpretace vysledku:

a. Negativni mikroskopie a kultivace: Je-li prvni odbér negativni je tieba jej u
suspektnich pacientll nejméné dvakrat zopakovat, u vysoce suspektnich pacientti s negativni
mikroskopii opakovat vicenasobné. TBC nelze vyloucit na zikladé mikroskopické a
kultivaéni negativity z jednoho odbéru - falesné negativni vysledky z jednoho odbéru jsou
pomérné Casté, zejména u Spatné vykaslavajicich pacientl. TotéZ ve zvySené mifre plati pii
podezieni na mimoplicni TBC, kde je mnoZstvi vykaSlavanych mykobakterii a zachytnost ze sputa
nizsi nez v piipadé plicni TBC — zde by méli byt tfi odbéry sputa absolutnim minimem. Pfi latentni
TBC je mikroskopické a kultiva¢ni vySetieni obvykle negativni.

b. Pozitivni mikroskopie: 'V naSem regionu cca 2 vzorki sputa v nichz jsou
mikroskopicky pfitomny acidorezistentni tycky (ART) pfipada na vrub infekci M. tuberculosis,



zbytek jsou infekce €i prosta kolonizace respiracniho traktu netuberkulosnich mykobakteriemi. U
mikroskopicky pozitivnich vzorki pritvadime automaticky Real-Time PCR pro rychly prikaz M.
tuberculosis — je-li PCR pozitivni, 1ze infekci pfedbézné povaZovat za prokazanou. Definitivnim
vysledkem je ale az kone¢ny vysledek kultivace.

B. Mo¢

Indikace: VySetfeni moci je zakladnim pozadovanym vySetfenim pii podezieni na
renalni TBC. VySetfeni moci Ize dale spolu s vySetfenim sputa pouzit pfi podezieni na jinou formu
extrapulmonalni TBC, ma vSak obecné nizsi zachytnost nezli vySetfeni sputa.

Zpiisob odbéru: Odebira se 50-100 ml stfedniho proudu ranni mo¢i standardnim
zpusobem (viz kapitola Mikrobiologické vySetteni moci) do vhodné prepravni nadoby (pokud
mozno sterilni). Odbér se zopakuje nimimalné jeSté dvakrat v dalSich dnech.

Oznaceni zadanky: viz sputum

Interpretace vysledku:

a. Negativni mikroskopie a kultivace. Mnozstvi mykobaterii v moc¢i byva nizké, prikaz
rendlni TBC z mo¢i miZe byt tudiz obtizny a negativni vysledek nevylucuje infekci M.
tuberculosis. Pfi podezieni na rendlni ¢i extrapulmondlni TBC je velmi vhodné kultivacni vySetteni
alespon z jednoho odbéru doplnit molekularné-biologickym priikkazem (provadime automaticky z
prvniho odbéru), pii negativnim vysledku a trvajici suspekci vysetfenim imunologickym
(Quantiferon+protilatky — viz nize).

b: Pozitivni mikroskopie: Vzhledem k pomérné Casté kolonizaci mocovodu
nepatogennimi mykobakteriemi je tfeba pfi pozitivni mikroskopii vyckat vysledku molekularné-
biologického (u mikroskopicky pozitivnich vzorka provadime PCR automaticky) ptipadné
kultivaéniho vysledku.

B. Vypotky — pleuralni, peritonealni, perikardialni, aj.

Indikace, interpretace: Zachytnost mykobakterii z vypotki je obecné nizka z divoda
malého poctu bakterii ve vzorku. Tam kde to je mozné by mélo byt upiednostnéno vySetieni
bioptického materialu — napt. granulomy, spadové uzliny, vicecetné pleuralni biopsie), vhodnym
doplitkem je vySetieni sputa (viz vySe) a immunologicky prikaz TBC (viz nize). Molekularné-
biologicky prikaz TBC (PCR) zvySuje zachytnost a zatfazujeme jej proto u tohoto materialu
automaticky.

Zpiuisob odbéru: Odebraného materidlu by mélo byt co nejvice — maximalizace objemu
odebrané¢ho materidlu zvysuje pravdépodobnost zachytu.
Oznaceni Zadanky: viz Sputum

C. Lymfatické uzliny a hnis

Indikace: Pii lymfadenopatiich a zejména pfti periferné lokalizovanych hnisavych
procesech se vedle M. tuberculosis mohou klinicky vyznamné uplatnit jiné druhy mykobakterii. Na
mykobakteriosu by se u hnisavych procesit mélo myslet mmj. zejména tehdy, neni-li v hnisu ¢i
stéru z piStéle a rany opakované nalezen signifikantni patogen.

Molekularné-biologicky prikkaz TBC (PCR) zvySuje zachytnost a zatazujeme jej proto u
tohoto druhu materidlu automaticky.

Zpiutsob odbéru a interpretace: Individualni, eventuelné na zaklad¢ konzultace s ndmi
nebo s pneumologem.

Oznaceni Zadanky: Viz sputum

D. Kyretaz, menstruaéni krev, liquor, gastricky aspirat, biopsie, laryngealni
vytér, stolice, aj.

U tohoto méné¢ Casto pozadovaného materialu doporucujeme individualni konzultaci s
nami nebo s pneumologem.



2. Molekularné-biologicky (Real-Time PCR) pritkaz M.
tuberculosis

Indikace:

1. Ze sputa pro zrychleni diagnostiky a zlepSeni citlivosti zdchytu u vysoce suspektnich
pacientl

2. Z moce pro zvySeni citlivosti zachytu

3. Soucast rutinniho testovani obtizné (invazivn€) odebraného materialu — zlepSeni citlivosti.

Zpiisob odbéru:
Shodny s odbérem na mikroskopii a kultivaci. Materidl nelze umist'ovat do zkumavek s
heparinem (inhibice PCR).

Interpretace:

Test je vysoce specificky — nezaznamenali jsme zkiiZzené reakce s jinymi druhy
mykobakterii ani jiné typy zkiizenych reakci. Pfi pozitivnim vysledki je vSak tieba vyckat vysledku
opakovaného vysetieni t€hoz materialu pro vylouceni laboratorni kontaminace.

Citlivost testu prevysuje citlivost mikroskopického vysetfeni materidlu a pohybuje se
kolem prahu citlivosti kultivacniho vySetieni. Pozitivita PCR u mikroskopicky pozitivniho vzorku
proto s vysokou spolehlivosti ukazuje na infekci M. Tuberculosis, negativita PCR u mikroskopicky
pozitivniho vzorku s vysokou spolehlivosti ukazuje na kolonizaci ¢i infekci jinym druhem
mykobakterii.

Samotna pozitivita PCR ovéfena opakovanym vySetfenim téhoz vzorku v laboratofii
ukazuje se znacnou spolehlivosti na pfitomnost M. tuberculosis i pii negativnim vysledku kultivace.
Zvysené opatrnosti v interpretaci je vSak v tomto pfipad¢ tfeba zejména u pacientl s diivejsi
ptelécenou TBC, nebot neni zcela jasné jak dlouhou dobu je zachytitelnda DNA u mrtvych
mykobakterii.

3. Pritkaz TBC na zdakladé bunécné (Quantiferon) a humordlni
(IgG, IgA a IgM protilatky) imunitni odpovédi organismu

Indikace:

1. Pacienti u nichz je jiny zptisob priikkazu obtizny (suspektni extrapulmonalni TBC,
Spatn¢ vykaslavajici pacienti, apod.)

2. Vysoce suspektni pacienti ¢i pacienti v t€Zkém stavu u nichz je tieba urychlit

diagnostiku

3.V ptipad¢ Quantiferonu dale pacienti u nichz je tieba vyloucit latentni TBC
(planovana 1é¢ba anti-TNF ¢i jina vysoce immunosupresivni 1€cba, kontakty s TBC, sporné
vysledky kozniho tuberkulinového testu).

Zpisob odbéru:

A. Quantiferon:

Odbér se provadi do tii specialnich zkumavek. Odeberte 3 ml krve ze Zily a rozdélte je po
rovnoméné jednom mililitru do kazdé ze tfi QuantiFERON®-TB Gold In-tube odbérovych
zkumavek — do jedné (1) s Cervenym vickem, do jedné(2) s Sedym vickem a do jedné (3)

s fialovym vi¢kem). Linka na strané zkumavky oznacuje objem 1 ml. QuantiFERON®-TB Gold In-
Tube odbérové zkumavky byly validovany pro rozmezi objemt 0,8 az 1,2 ml. Pokud neni hladina
krve v né€jaké zkumavce blizko vyznacené linky, doporucuje se odebrat krev znovu. V infjekéni



stiikacce kterou provadite odbér nesmi byt Zadny antikoagulacni roztok, zejména ne EDTA a
citrat — jinak dojde ke kompletni inhibici testu.

Promichejte zkumavky opakovanym obracenim dnem vzhiiru 8-10 x. Antigeny s
nimiz reaguji krevni T-lymfocyty jsou naneseny na vnitini st€éné zkumavky, takze je velmi dilezite,
aby byl obsah zkumavky dobfe promichéan s krvi.

Zkumavky po promichani skladujte ve vertikdlni poloze vickem vzhiiru pii pokojové
teploté. Vzorky krve neochlazujete ani nezmrazujte. Zkumavky musi byt dopraveny do
laboratore co nejdrive, nejdéle vSak do 16 hodin po odbéru.

B. Protilatky:
Standardni odbér stazlivé krve. VySetieni protilatek 1ze provést rovnéz z krve odebrané
do zkumavek pro test Quantiferon.

Interpretace imunologickych testii:

Test Quantiferon a pritkaz protilatek jsou zalozeny na dvou rozdilnych drahach
imunitniho systému (buné¢na versus humoralni imunita). U pacientl s aktivni TBC obvykle
dochazi k vyrazné stimulaci alespon jedné z téchto drah, méné Casto vSak k dostatecné stimulaci
obou dvou soucasné - testy Quantiferon a pritkaz protilatek se proto vhodné dopliuji a u pacientt s
aktivni TBC je obvykle pozitivni alespoii jeden z testii. Doporucujeme proto u pacientl se suspekci
na aktivni TBC pozadovat oba testy spolecné.

1. Quantiferon ma nizkou Cetnost falesné pozitivnich vysledki a pozitivita testu
sved¢i s vysokou pravdépodobnosti pro latentni nebo aktivni TBC. Pozitivitu testu je vhodné ovéfit
opakovanym vysetfenim z nového odbéru, ve spornych piipadech konzultujte dalsi postup s
pneumologem nebo s nami. U pacientl hospitalizovanych na jednotkach intenzivni péce je nutné
oc¢ekavat nizsi spolehlivost vysledku (u téchto pacientli Casto slaba imunitni odpovéd’ ke kontrolni
antigenni stimulaci).

V testu Quantiferon se zejména u pacientl z jednotek intenzivni péce pomérné casto
vyskytuji vysledky, které laboratorné interpretujeme jako ,,nemoznost vyloucit TBC vzhledem ke
slabé imunitni odpovédi ke stimulaci T-lymfocyt kontrolnim antigenem®. V téchto ptipadech je
spolehlivost testu snizena, vysledek lze nicméné v zasad¢ interpretovat jako negativni za
ptedpokladu, Ze byl spravné proveden odbér a vzorek vcas dopraven do laboratote.

2. Protilatky proti TBC vykazuji nizkou Cetnost falesné pozitivnich vysledkit IgG
(méné nez 5% faleSnych pozitivit), ale vysokou €etnost zkiizenych reaktivit IgM a IgA. Pro TBC
je vyrazné suspektni pozitivita IgG protilatek, pfipadné kombinovana pozitivita [gM a IgA
protilatek. Jsou-li pozitivni jen samotné IgA nebo jen samotné IgM jedna se Castéji o zkiizenou
reaktivitu.

Protilatky proti TBC byvaji na rozdil od testu Quatiferon obvykle pozitivni jen u
pacientil s aktivni TBC nebo s aktivni TBC v neddvné anamnéze, u pacienti s latentni TBC je
pozitivita protilatek malo Castd. Soub€zna pozitivita testi Quantiferon a protilatek proto ukazuje
na aktivni TBC, c¢asto jsou vSak pfi aktivni TBC pozitivni jen Quantiferon nebo naopak jen
protilatky.

Pii pozitivite protilatek by méla byt v diferencidlni diagnostice zvaZena invazivni
mykotickd infekce (moznost zktiZzenych reaktivit), zkiizené reaktivity mohou byt i pfi nékterych
mykobakteriosach.

Vysledky imunologickych test je vZdy tfeba interpretovat opatrné a v piipadé
podezieni na aktivni TBC je bezpodminecné nutné se pokusit o definitivni priikaz mikroskopickym
a kultivacnim vySetfenim.






