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Nové pouzivana média v NRL pro mykobakterie a prehled zpracovanych
mykobakterialnich kmen( za r. 2021 v NRLM

New media used at the NRL for Mycobacteria and overview of mycobacterial strains analysed in 2021
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— Souhrn * Summary

Narodni referencni laboratoi pro mykobakterie (NRLM) prosla od roku 2019 vyraznymi persondlnimi a meto-
dickymi zménami, pfedev§im doslo k revizi pouZivanych metod a k zavedeni novych tak, aby portfolio ¢innosti
NRLM odpovidalo nejnovéjsSim evropskym i svétovym standardiim a vysledky z NRLM bylo moZné porovnavat
a interpretovat na mezinirodni drovni. V tomto ¢lanku tym NRLM prezentuje hlavni zmény, ke kterym za uplynulé
dva roky v laboratofi doslo jako stru¢ny ptehled aktudlnich ¢innosti NRLM v oblasti diagnostiky M. tuberculosis
a netuberkul6znich mykobakterii. BliZe se pak vénujeme noveé zavedenym metodam stanoveni citlivosti na tuhém
médiu Middlebrook 7H11 a stanoveni minimdlni inhibi¢ni koncentrace na tekutém médiu Middlebrook 7H9. Tato
média jsou vyznamna piedevSim pro stanoveni citlivosti u nové zavadénych antibiotik, kterd se vyuzivaji v 1é¢bé
pacientl s multirezistentnimi kmeny M. tuberculosis.

The National Reference Laboratory for Mycobacteria (NRLM) has undergone significant personnel and methodolo-
gical changes since 2019, in particular the revision of the methods used and the introduction of new ones, so that the
NRLM’s portfolio of activities meets the latest European and global standards in order to generate internationally
comparable and interpretable results. In this article, the NRLM team presents the main changes that have taken place
in the laboratory over the past two years as a brief review of the current activities in the diagnosis of M. tuberculosis
and non-tuberculous mycobacteria. A closer look is taken at the newly introduced methods of susceptibility testing
on Middlebrook 7H11 solid medium and minimum inhibitory concentration testing on Middlebrook 7H9 liquid
medium. These media are particularly important for susceptibility testing of newly introduced antibiotics intended

for patients with multidrug-resistant TB.
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Narodni referen¢ni laboratof pro mykobakterie (NRLM)
se vénuje nejen referenéni Cinnosti, spocivajici predevsim
v konfirmaci vysledki mykobakteriologickych laboratofi
napii¢ Ceskou republikou (CR), ale provadi pro tyto la-
boratofe i dalsi potiebnd vysetfeni, predevsim identifikaci
mykobakteridlnich kmenti pomoci molekularnich metod
nebo stanoveni citlivosti na méné bézna antibiotika, a to jak
molekularnimi tak fenotypovymi metodami.

N2

kment spadajicich do M. tuberculosis complex (MTBC), pa-
togennich acidorezistentnich ty¢inek rodu Mycobacterium,
zpusobujicich tuberkul6zu. Tuberkuléza je vysoce nakazlivé
infek¢ni onemocnéni, na které ve svété stale umira zhruba
1,5 milionu lidi roéné. V CR se ro¢né vyskytne zhruba 350
pripada tuberkulézy. Prestoze celkovy pocet nakaZenych
ma dlouhodobé spiSe sestupnou tendenci, alarmujici je
zvysujici se vyskyt tzv. multirezistentnich kmend, tj. kmeni

rezistentnich minimaln€ na 2 antibiotika prvni volby (iso-
niazid a rifampicin). NRLM jako jediné laboratoi v CR
nabizi stanoveni citlivosti na nova antibiotika delamanid
abedaquilin, kterd jsou v 1é€bé pacientli s multirezistentnimi
kmeny zasadni, stanoveni citlivosti pomoci téchto metod
provadi NRLM od r. 2020.

Kromé M. tuberculosis NRLM pracuje také s kmeny ne-
tuberkul6znich mykobakterii (NTM). Tyto mykobakterie se
nachazeji v okolnim prostiedi a byvaji ptivodci zanétlivych
onemocnéni u zvitat. Nékteré druhy NTM vsak pfi oslabené
imunité¢ mohou zpiisobit netuberkulozni mykobakteriézy
i u lidi. Nejcastéji se projevuji jako chronické zanétlivé
onemocnéni v plicich, na kizi ¢i v lymfatickych uzlinich.
U NTM na rozdil od MTBC nedochézi k pfenosu mezi
lidmi, ale protoZe jsou klinické priznaky plicnich infekei
zptisobenych NTM velmi podobné tuberkuléze a obecné
byvaji kmeny NTM rezistentnéjsi vii¢i mnoha antibiotikiim
prvniidruhé volby, je v€asnd identifikace mykobakteridlniho
kmene zasadni jak pro 1écbu pacienta, tak pro epidemiologii.
Tuberkuléza, na rozdil od netuberkul6znich mykobakteri-
6z, podléha v CR povinnému hlaSeni a pacient musi byt
izolovan.

Zarok 2021 NRLM zpracovala celkem 691 kmenti k vy-
Setfeni. Z toho 541 kmenti bylo MTBC, 150 NTM. Z 541
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MTBC bylo 21 multirezistentnich kmenu. Pro kazdy kmen
byla provedena vysetfeni dle poZadavku zasilajici laboratore
(bud na antibiotika prvni linie, a/nebo druhé linie, stanoveni
minimalni inhibi¢ni koncentrace, molekuldrni stanoveni,
mikroskopie). Podrobny prehled je uveden v Tabulce 1. Ze
vSech zaslanych mykobakteridlnich kmend NRLM vytvari
sbirky pro potfeby souc¢asné béZicich nebo budoucich studii.

NRLM se také intenzivné zabyva zavadénim novych
metodik a rozvijenim téch stavajicich tak, aby odpovidaly
evropskym a svétovym trendim a vysledy pochazejici
z NRLM tak bylo moZné srovnavat a interpretovat pomoci
svétovych vyhlasek a norem. Za nejvyznamnéjsi 1ze pova-
Zovat predevsim kritické koncentrace pro testovani citlivosti
1é¢iv vyuZivanych pro 1é¢bu rezistentni tuberkuldzy zvetej-
néné v technické zpravé Svétové zdravotnické organizace
(World Health Organization, WHO, Technical report on
critical concentrations for drug susceptibility testing of me-
dicines used in the treatment of drug-resistant tuberculosis,
https://apps.who.int/iris/handle/10665/260470), dokumenty
M24 a M62 vydané Institutem pro klinické a laboratorni
normy (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI)
a breakpointy zvefejnéné na webu Evropského vyboru pro
testovani antimikrobidlni citlivosti (European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST; https://
www.eucast.org/clinical_breakpoints/).

V letech 2020-2021 NRLM provedla rozsahlou revizi
pouZivanych metod a stanovovanych antibiotik. V CR se tra-
di¢né stanoveni citlivosti k antibiotikiim na tuhych médiich
provadi na Lowenstein-Jensenovée vajeéné pide a stanoveni
minimalni inhibi¢ni koncentrace mikrometodou v tekutém
médiu na ptidé Sulové. Lowenstein-Jensenova vajecna pida
se pouziva k diagnostice béZné i v zahranici a pro antibiotika
prvni linie (isoniazid, rifampicin, streptomycin, etambutol
a pyrazinamid) i nékterd antibiotika druhé linie (zejména
levofloxacin, moxifloxacin, etionamid, ¢i kanamycin) exis-
tuji mezinarodné uznavané hodnoty kritické koncentrace pro
pouziti v tomto médiu. Pro nova antibiotika (delamanid, be-
daquilin) ¢i antibiotika opétovné pouzivana (linezolid) jsou
vSak hodnoty kritické koncentrace pro tuha média dostupné
pouze pro médium Middlebrook 7H10 ¢i 7H11, ktera se 1isi
pouze piidavkem kaseinu v médiu Middlebrook 7H11, ktery
by mél zajistit lep$i rist M. tuberculosis.

NRLM se v roce 2020 rozhodla zavést testovani dela-
manidu, bedaquilinu a linezolidu, antibiotik zasadnich pro
1é¢bu pacientti s multirezistentnimi kmeny, na médiu 7H11.
Sulova pida, tekuté médium b&Zn& vyuZivané ke stanoveni
minimélni inhibi¢ni koncentrace v mnoha laboratofich
v CR, je na rozdil od Léwenstein-Jensenovy vaje¢né pidy
spiSe lokalni, resp. narodni zaleZitosti. Ve svété se pro
diagnostiku na tekutém médiu vyuziva Middlebrook 7H9,
doporucené kritické koncentrace Ci breakpointy se vzdy
vztahuji k tomuto médiu a referen¢ni metody pro stanoveni
na tekutém médiu, které by mély slouZit ke kalibraci me-
tod vyuZivanych v konkrétni laboratofi, jsou také popsany
na médiu Middlebrook 7H9. Z tohoto diivodu se NRLM

Tabulka 1: Pfehled zpracovanych mykobakteridlnich kmen pro
fenotypova a/nebo genotypova stanoveni v roce 2021 v NRL pro
mykobakterie

Celkovy pocet kmenli pfijatych do NRLM 691
Mycobacterium tuberculosis complex 541
M. tuberculosis 539

z toho MDR 21

M. africanum 1

M. bovis BCG 1
Netuberkul6zni mykobakterie 150
M. avium complex 93

M. abscessus 10

M. chelonae 1

M. fortuitum 7

M. gordonae 3

M. kansaii 2

M. malmoense 4

M. marinum 2

M. species 9

M. szulgai 1

M. xenopi 18

MDR = multirezistentni (multiple drug resistance)

rozhodla jednak zavést testovani delamanidu a bedaquilinu
na tomto médiu a zaroven porovnat vysledky u ostatnich
stanovovanych antibiotik (amikacin, rifabutin, ciprofloxa-
cin, clarithromycin, linezolid, moxifloxacin, clofazimin,
capreomycin, azitromycin, ofloxacin) ziskané na Sulové
pudé s vysledky na médiu 7H9. Vzhledem k tomu, Ze se
NRLM pravidelné tcastni mezinirodnich zkousek EQA
(externi hodnoceni kvality) a panely tykajici se stanoveni
citlivosti jak pro MTBC, tak pro NTM vZdy plni s aspés-
nosti 100 %, ocekavalo se, Ze vysledky na obou médiich by
mély byt srovnatelné. Do testovani byly zafazeny jak vzorky
rezistentni, tak vzorky citlivé a pfestoZe data je jeSt€ nutno
statisticky zpracovat, 1ze pfedb&Zné fici, Ze tato hypotéza se
skute¢né potvrdila a vysledky ziskané na Sulové piidé jsou
srovnatelné s vysledky na Middlebrooku 7H9.

Obecné lze po roce testovani tuhych a tekutych médii
Middlebrook fici, Ze jak s tuhym médiem 7H11, tak s teku-
tym médiem 7HO se pracuje velmi dobf'e a mykobakterie na
téchto médiich Casto vykazuji lepsi a rychlejsi rist, rozdil
je patrny pfedevs§im na tuhych piidach. Middlebrook 7H11
je, na rozdil od Lowenstein — Jensenovy vajecné pudy,
médium Ciré a prihledné — odecet riistu je tak nejlepsi pro-
véadét ze zadni strany, pohledem skrze Sikmou ptdu. Cirost
média umoZziiuje rychleji odhalit pfipadnou pfitomnost
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kontaminantu a vcas tak provést napravna opatfeni, coZ je
vzhledem k délce kultivace mykobakterii pomérné vyhodné.
U tekutého média 7H9 zlstdva mechanismus odectu stejny
jako u Sulovy pudy.

Middlebrook 7H9 obsahuje anorganické slozky dodava-
jici draslik, siru, hot¢ik a fosfor potiebné pro rist mykobak-
terii. Stimuldtorem riistu je zde anorganicka méd, Zelezo,
zinek a vapnik. Zdrojem dusiku je siran amonny, biotin hraje
vyznamnou roli pfi karboxylaci a dekarboxylaci, pyridoxin
je prekurzorem enzymatické aktivity. K médiu je pfi pfipra-
vé tieba pfidat tzv. ADC enrichment, ktery obsahuje zdroj
energie a kataldzu minimalizujici toxické Gcinky.

Middlebrook 7H11 obsahuje anorganické soli potfebné
pro rist mykobakterii, jako rstovy stimulant zde figuruje
hydrolyzat kaseinu. Malachitova zelefi zajiStuje inhibici
ristu jinych bakterii. Biotin poméaha stimulovat rdst po-
Skozenych mykobakterii. Glycerol se k médiu pridava jako
zdroj energie a uhliku, OADC enrichment poskytuje Ziviny
potiebné pro riist mykobakterii — albumin, kyselinu olejovou,
chlorid sodny, kataldzu a dextr6zu.

Pfiprava médii Middlebrook 7H9 i 7H11 je velmi jed-
noducha. Média 1ze objednat u komercnich dodavateli jako
préasek, potebné enrichmenty pak jako tekutinu.

PRIPRAVA MEDIA 7H9:
1. 4,7 g médiarozpustime v 900 ml demineralizované vody
obsahujici 2 ml glycerolu

2. Zahtejeme k varu, za stadlého michani tak, aby doslo ke
kompletnimu rozpusténi média.

3. Médium sterilizujeme v autoklavu pfi 121 °C na 10 min.,
nebo dle zavedeného postupu v laboratofi.

4. Médium zchladime na 45-50°C a asepticky priddme
100 ml ADC enrichmentu.

Obrazek 1: Mycobacterium tuberculosis na Stilové plidé

Foto 3x: A. Winter, archiv NRLM

Obrazek 2: Mycobacterium smegmatis na pidé dle Matouskové

5. Dobie promichdame a asepticky rozpipetujeme do pfipra-
venych zkumavek pro pfipravu fedicich fad.

6. Pripravime fedici fady zavedenym zplsobem pro
pozadovana antibiotika a asepticky rozpipetujeme do
pripravenych desticek.

PRIPRAVA MEDIA 7H11:

1. 20 g média rozpustime v 900 ml demineralizované vody
obsahujici 5 ml glycerolu

2. Zahfejeme k varu, za stalého michani tak, aby doslo ke
kompletnimu rozpusténi média.

3. Meédium sterilizujeme v autoklavu pfi 121 °C na 15 min.,
nebo dle zavedeného postupu v laboratofi.

4. Médium zchladime na 45-50°C a asepticky priddme
100 ml OADC enrichmentu.

5. Dobre promichame, asepticky rozlijeme do pfipravenych
nadob a pfiddme potiebné mnozstvi antibiotika.

6. Znovu dobi'e promichdme a asepticky rozplnime do pfi-
pravenych zkumavek. Pro pfipravu Sikmych pad je tfeba
zkumavky umistit na Sikmou podloZku a po uzavieni
nechat dobfe zatuhnout pred tim, neZ jsou zkumavky
umistény do krabic.

Podékovani: NRLM dékuje vSem mikrobiologiim,
epidemiologiim a klinickym lékariim za spoluprdci, stejné
Jjako Pracovni skupiné pro mykobakterie SLM CLS JEP.

Ing. Véra Dvordkovd, Ph.D.
NRL pro mykobakterie CEM SZU
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