
UNIVERZITA KARLOVA 
Lékařská fakulta v Plzni 

 

 

 

 

AUTOREFERÁT 
DISERTAČNÍ  PRÁCE  

 

 

Molekulárně-epidemiologická analýza kmenů Mycobacterium 
tuberculosis izolovaných na území Plzeňského kraje včetně detailní 

charakterizace kmenů rezistentních na antituberkulotika 

Molecular-epidemiological analysis of Mycobacterium tuberculosis strains 
isolated in the West-Bohemian Region of the Czech Republic including 
detailed characterisation of anti-tuberculosis drugs – resistant strains 

 

MUDr. Jana Amlerová 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Plzeň (2019) 



2 

  



  3 

 
Dizertační práce byla vypracována v rámci kombinovaného doktorského studijního 
programu v biologii a medicíně obor Hygiena, preventivní lékařství a epidemiologie 
na Ústavu mikrobiologie LF UK v Plzni a FN v Plzni. 

Uchazeč: MUDr. Jana Amlerová, Ústav mikrobiologie 

Předseda oborové rady: prof. MUDr. Petr Pazdiora, CSc., Ústav epidemiologie 

Školitel:  doc. Ing. Jaroslav Hrabák, Ph.D., Biomedicínské centrum, Ústav 
mikrobiologie 

Oponenti:  

1. doc. MUDr. Pavel Čermák, CSc., 3. LF UK Praha Ústav laboratorní 
diagnostiky, Thomayerova nemocnice Oddělení klinické mikrobiologie 

2. doc. MUDr. Filip Růžička, Ph.D., Masarykova univerzita Brno, 
Mikrobiologický ústav – Společná pracoviště s Fakultní nemocnicí u sv. 
Anny v Brně – Lékařská fakulta 

 

 

 

 

Obhajoba disertační práce před komisí pro obhajobu disertačních prací studijního 
programu Hygiena, preventivní lékařství a epidemiologie se koná  

dne:                  v:              hod. 

 

Místo obhajoby: 

 

Tato disertační práce vznikla za podpory grantu: Národní program udržitelnosti 
LO1503 

 

S dizertační prací je možno se seznámit na děkanátě Lékařské fakulty Univerzity 
Karlovy v Plzni, Husova 3, Plzeň. 

 

 



4 

  



  5 

Obsah 

1 Úvod ........................................................................................................................... 10 

2 Cíle práce .................................................................................................................... 11 

3 Materiál a metodika ................................................................................................... 11 

3.1 Identifikace mykobakterií hmotnostní spektrometrií ................................. 11 

3.2 Nepřímý průkaz TB metodami IGRA ............................................................. 11 

3.3 Genotypizace M. tuberculosis .........................................................................12 

4 Výsledky ......................................................................................................................12 

4.1 Identifikace mykobakterií hmotnostní spektrometrií .................................12 

4.2 Nepřímý průkaz TB metodami IGRA ............................................................. 13 

4.3 Genotypizace M. tuberculosis ......................................................................... 13 

5 Diskuse ........................................................................................................................ 13 

5.1 Identifikace mykobakterií hmotnostní spektrometrií ................................. 13 

5.2 Nepřímý průkaz TB metodami IGRA ............................................................. 13 

5.3 Genotypizace M. tuberculosis ........................................................................ 14 

6 Závěr ........................................................................................................................... 16 

7 Použitá literatura .......................................................................................................17 

8 Přehled publikační činnosti autora ......................................................................... 33 



6 

  



  7 

Abstrakt  

Tuberkulóza (TB) je kontagiózní infekční onemocnění, které představuje celosvětově 
velký epidemiologicko-klinický problém. Incidence TB se v různých oblastech světa 
výrazně liší, ale i země s nízkou incidencí se epidemiologii TB významně věnují. Ve 
světovém měřítku je TB jednou z priorit WHO, spolupráce probíhá na mezinárodní 
úrovni. Protože je TB tzv. sociální nemocí, patří země s vysokým výskytem mezi země 
rozvojové. Především v Africe situaci významně komplikuje koincidence TB a HIV. 
V rámci střední Evropy se incidence pohybuje na nízké úrovni, Česká republika patří 
mezi země s nejnižší incidencí vůbec. V posledních letech se u nás pohybuje inci-
dence těsně pod pěti novými případy na 100 000 obyvatel za rok. Tato situace je 
mimo jiné také výsledkem vysoké úrovně surveillance TB a aplikací účinných epide-
miologických opatření s oporou v legislativě.  

Předkládaná dizertační práce se věnuje několika oblastem problematiky TB s hlavním 
zaměřením na moderní možnosti laboratorní diagnostiky a především na moderní 
metody molekulárně-epidemiologické analýzy. Obsahuje rešerši recentní odborné 
literatury týkající se molekulárně-genetické diagnostiky a tyto poznatky aplikuje na 
výběr nejvhodnější dostupné metody pro genotypizaci izolátů Mycobacterium tuber-
culosis, která by byla vhodná pro zavedení do praxe. Závěrem výzkumu je definování 
celogenomové sekvenace (WGS) jako metody volby pro molekulárně-epidemiolo-
gické analýzy výskytu a šíření TB. Součástí práce je uvedení přehledu známých geno-
typů M. tuberculosis včetně jejich geografického rozšíření a popsání principu stano-
vení těchto genotypů a jejich detekce. Ve výsledcích výzkumu souboru kmenů izolo-
vaných od pacientů s TB na území ČR je popsána podrobná metodika použité metody 
WGS, vyhodnocení získaných údajů a přehled genotypů M. tuberculosis, které byly u 
těchto nemocných zachyceny. Tento postup je možné v budoucnu ve spolupráci 
s dalšími laboratořemi aplikovat na všechny izoláty získané na území ČR v určitém 
období. Tyto informace pak mohou vést k poznání způsobu šíření TB, okolností im-
portu onemocnění a po příslušném vyhodnocení k zavedení účinných epidemiologic-
kých opatření.  

Téma laboratorní diagnostiky TB je v dizertační práci zaměřeno na identifikaci meto-
dou hmotnostní spektrometrie jako nejmodernějšího identifikačního postupu 
v mikrobiologii. Výsledky se opírají o vlastní výzkum a o výsledky mezinárodního 
výzkumu, kterého se FN Plzeň a Biomedicínské centrum LF UK Plzeň účastnily.  

Diagnostika latentní tuberkulózy (LTB) nabývá v posledních letech na významu 
z důvodů epidemiologických (vyhledávání onemocnění u kontaktů s aktivní formou 
TB, dále u pacientů s oslabením buněčné imunity, tedy především pacientů před 
nebo na biologické léčbě preparáty typu blokátorů TNF alfa, a v neposlední řadě 
například u pacientů s primárním plicním onemocněním (nádory, cystická fibróza, 
intersticiální plicní procesy atd.). Diagnostika LTB je v práci prezentována zaměře-
ním na metody IGRA. Tyto metody jsou v současnosti nejspolehlivějším způsobem 
detekce LTB. V práci jsou porovnány dvě dostupné metody – Quantiferon TB Gold 
Plus (QFT) a T-SPOT.TB. Výsledky jsou vyhodnoceny porovnáním obou metod a je 
navržen vhodný postup, jak a kdy každou z těchto metod volit v rutinní diagnostice.  
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Diagnostika a zejména epidemiologické analýzy TB prodělávají v posledních letech 
podobně jako celá mikrobiologie rychlý vývoj. Přesto ale stále jde o metody, které 
celé diagnostické spektrum doplňují, ale nenahrazují. Standardními postupy 
v diagnostice TB zůstávají klasické metody přímého průkazu (mikroskopie, kulti-
vace). Je žádoucí moderní postupy plně využít, ale je nutné vědět, že hodnocení a 
interpretace výsledků mikrobiologických laboratorních metod jsou plně závislé na 
okolnostech onemocnění každého individuálního pacienta, jeho stavu a kontextu 
s dalšími nálezy. 

 

Molecular-epidemiological analysis of Mycobacterium tuberculosis strains 
isolated in the West-Bohemian Region of the Czech Republic including 
detailed characterisation of anti-tuberculosis drugs – resistant strains 

Summary  

Tuberculosis (TB) is contagious infectious disease that embodies significant 
epidemiological and clinical problem worldwide. TB incidence differs considerably in 
various regions of the world but even the countries with low incidence engage 
strongly in epidemiology of TB. TB belongs to one of the priorities of WHO, 
cooperation in this matter takes place on a global scale. TB is a social illness; the 
countries with high occurrence of TB are classified as developing countries. Mainly in 
Africa, the situation is complicated by coexistence of HIV. Generally, Europe 
represents a region with low incidence of TB. The Czech Republic is a country with 
the lowest incidence in the world with less than five new cases per 100 000 
inhabitants every year. This situation is among others result of high-level TB 
surveillance and effective application of epidemiological arrangements based in 
legislation.  

This dissertation thesis examines several TB fields, mainly focused on modern 
opportunities of laboratory diagnosis and important modern methods of molecular-
epidemiological analysis. It consists of review of recent literature related to this topic 
and application of gained knowledge on selection of the most suitable methods for 
genotyping of isolates M. tuberculosis, which would be fitting for putting into 
practice. Outcome of the thesis defines whole genome sequencing (WGS) as methods 
of choice for molecular epidemiological analysis of incidence and spreading of TB. 
Part of this thesis also represents overview of familiar genotypes M. tuberculosis 
including their geographical distribution and description of principle of designation 
of these genotypes and their detection. In the results section, research of strains 
group isolated from patients with TB from the Czech Republic are described using 
WGS, appraisal of gained data and summary of genotypes that were present by 
infected patients. This method will be available to apply to all isolates obtained in the 
Czech Republic during given time period, assuming other laboratories cooperate in 
the future. This information can lead to discover a way of TB spreading and how it 
can be imported from abroad, which could lead to implementing effective 
epidemiologic arrangements.  
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In this thesis, the topic of laboratory diagnostics of TB is focused on identification 
through mass spectrometry that belongs to the modernist ways of identifications in 
microbiology. The results derive from separate research and international research, 
that FN Plzeň and Biomedical Center LF UK Plzeň took part in.  

In recent times, the importance of latent tuberculosis (LTB) diagnosis is raising due 
to searching of people with contact with active TB and also in patients with 
weakened cell-mediated immunity, i.e. patients before or during immunotherapy 
(treatment on base of antiTNF alfa). Last but not least, patients with primary 
pulmonary disease (tumors, cystic fibrosis, interstitial pulmonary process etc.). 
Diagnosis of LTB is in the paper presented by IGRA methods that are currently the 
most reliable way to detect LTB. The thesis compares two methods (Quantiferon TB 
Gold Plus and T-SPOT.TB). There is a comparison of both methods and there is 
described how, when and which one to use for routine diagnosis.  

Similarly, to other fields of microbiology, diagnosis and epidemiological analysis of 
TB in particular develop lately very quickly. However, these methods are still only 
additional to the complete diagnostic spectrum they do not replace it. Standard 
methods in diagnosis of TB remain classic methods like microscopy and cultivation. 
It is appropriate to fully utilized modern methods; nonetheless, the evaluation and 
interpretation of result of any microbiological laboratory method are dependent on 
circumstances of disease of individual patient, his condition and context with other 
findings. 
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1 Úvod 

Bakterie druhů komplexu Mycobacterium tuberculosis jsou bakterie způsobující 
onemocnění tuberkulózu. Nejčastěji izolovaným druhem tohoto komplexu u nemoc-
ných tuberkulózou je M. tuberculosis. Tuberkulóza má velmi dlouhou dramatickou 
historii a i v současnosti je závažným epidemiologickým problémem. Tuberkulóza je 
ve světě příčinou úmrtí dvou až tří miliónů lidí za rok, třetina lidské populace si nese 
tuto bakterii ve svém organismu (WHO 2018). M. tuberculosis je zvláštní svými vlast-
nostmi, patogenitou i epidemiologickou charakteristikou.  

Právě z důvodu masivního rozšíření tohoto onemocnění hledá WHO ve spolupráci 
s jednotlivými státy možnosti a cesty, jak výskyt tohoto onemocnění regulovat, za-
jistit adekvátní účinnou léčbu i v méně ekonomicky rozvinutých zemích a jak snížit i 
riziko jeho šíření.  

Základní podmínkou omezení výskytu tuberkulózy je diagnostika nemocných. Z la-
boratorního hlediska je zásadní metodou přímý průkaz tuberkulózního agens ve 
vzorku klinického materiálu mikroskopicky a kultivačně. Přímý průkaz vhodně dopl-
ňuje molekulárně genetické vyšetření, v rutinní praxi nejčastěji na principu PCR. 
Přímý průkaz je jednoznačným důkazem správné diagnózy, izolace kmene kultivací 
umožňuje jeho další zkoumání z hlediska přesné identifikace, stanovení citlivosti a 
stanovení epidemiologických charakteristik. V některých případech přímá diagnos-
tika z různých důvodů není možná. Proto lze využít i metody nepřímého průkazu, 
ovšem pouze s omezeným dosahem. Protilátková odpověď u tuberkulózy není 
z diagnostického hlediska zásadní, využívá se detekce imunity buněčné, a to detekce 
specifické reaktivity B-lymfocytů. Starší z této skupiny metod je tzv. tuberkulinový 
kožní test (TST) využívající purifikovaný proteinový derivát. Tato metoda je levná, ale 
méně spolehlivá než moderní metody tzv. IGRA (interferon gama release assay). 
IGRA metody využívají zjištění produkce interferonu gama lymfocyty senzibilizova-
nými specifickými tuberkulózními antigeny, a to buď metodou ELISA, nebo spotovou 
analýzou. Nepřímý průkaz je jediným způsobem, jak prokázat latentní formu one-
mocnění.  

Kromě správné a rychlé diagnostiky tuberkulózy a její léčby má v otázce jejího vý-
skytu a šíření také zásadní význam epidemiologická surveillance. Aktivní vyhledávání 
nemocných, jejich dispenzarizace a dohledávání kontaktů s potvrzenými onemoc-
něními zajišťuje kontrolu nad výskytem tuberkulózy. Bohužel toto je možné přede-
vším ve vyspělých státech, kde je úroveň zdravotnictví i epidemiologie a hygieny na 
vysoké úrovni. Epidemiologická intervence a poznání mechanismů šíření tuberkulózy 
prodělává v posledních letech obrovský vývoj především díky rozvoji a zdokonalování 
molekulárně biologických technik. Této problematice se věnuje tato dizertační práce. 

Výzkum prezentovaný v této v dizertační práci se týkal jednak zmapování jednotli-
vých metod molekulárně-epidemiologické typizace kmenů M. tuberculosis a dále 
jejich možnosti aplikace do rutinní praxe. Další fází výzkumu byla analýza kmenů 
izolovaných na území České republiky z hlediska molekulární epidemiologie, jejich 
zařazení do genetických linií a jejich charakterizace z hlediska přítomnosti mutací 
genů odpovědných za rezistenci k antituberkulotikům.  
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2 Cíle práce 

1. Provést rešerši literatury týkající se molekulárně-genetické diagnostiky 
v detekci M. tuberculosis a související problematiky. 

2. Popsat možnosti moderní metody identifikace mykobakterií pomocí hmot-
nostní spektrometrie. 

3. Zanalyzovat dvě dostupné metody IGRA v návaznosti na průkaz latentní 
tuberkulózy a na možnosti využití v diagnostice tuberkulózy. 

4. Vypracovat přehled známých genotypů M. tuberculosis včetně jejich 
geografického rozšíření, popsat princip stanovení těchto genotypů a jejich 
detekce. 

5. Stanovit nejvhodnější dostupnou metodu pro genotypizaci izolátů 
M. tuberculosis, která by byla vhodná pro zavedení do praxe. 

6. Na základě této metody zpracovat analýzu souboru vybraných izolátů 
M. tuberculosis izolovaných na území ČR. 

3 Materiál a metodika 

Problematika byla rozdělena do tří oblastí. První byla zaměřena na identifikaci 
mykobakterií metodou hmotnostní spektrometrie a její zavedení do rutinního pro-
vozu. Druhá část se týkala nepřímého průkazu infekce M. tuberculosis, metodami 
IGRA. Třetí část byla věnována již samotné genotypizace izolátů M. tuberculosis.  

3.1 Identifikace mykobakterií hmotnostní spektrometrií 

Bylo testováno 30 izolátů Mycobacterium spp. Druhová identifikace byla provedena 
biochemickými testy, genovými sondami a sekvenací genu pro 16S rRNA. Identifikace 
MALDI-TOF hmotnostní spektrometrií probíhala s využitím extrakce pomocí siliká-
tových kuliček. Identifikace kmene sekvenací genu pro 16S rRNA byla považována za 
referenční metodu.  

3.2 Nepřímý průkaz TB metodami IGRA 

Bylo vyšetřeno celkem 284 pacientů. Odběry vzorků pro obě metody byly provedeny 
z jedné venepunkce nebo v odstupu maximálně 14 dní (průměr 3,09 dne). Do souboru 
byli zařazeni pacienti s různými diagnózami, včetně pacientů před nebo na biologické 
léčbě (n=89), pacientů po kontaktu s tuberkulózou (n=42), pacientů s primární plicní 
malignitou (n=9) a pacientů s bakteriologicky ověřenou tuberkulózou (n=12). Vzorky 
byly vyšetřeny dvěma metodami (QuantiFERON®-TB Gold (QFT) a T-SPOT.TB. 
Hodnocení výsledků probíhalo podle doporučení výrobců jednotlivých souprav. 
Shoda obou metod byla vyhodnocena Cohenovým kappa po vyřazení neurčených 
výsledků v metodě QFT. 
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3.3 Genotypizace M. tuberculosis 

V průběhu této části dizertační práce bylo cílem najít optimální metodu pro genoty-
pizaci izolovaných kmenů M. tuberculosis z hlediska proveditelnosti, ekonomické 
dostupnosti a přesnosti. Během několika let provádění výzkumu byly zpracovány 
klinické izoláty různými metodami podle jejich dostupnosti v daném čase. Kmeny 
byly izolovány z klinického materiálu kultivací po dekontaminaci (metodou N-acetyl-
l-cystein, za použití 4% roztoku NaOH) v automatickém systému Bactec MGIT, 
resp. kultivací na vaječných půdách. Identifikace byla provedena imunochromato-
grafickým testem (MGIT TBc Identification Test – průkaz MPT 64) do komplexu 
M. tuberculosis a dále průkazem niacinu a testem TCH do druhu. Citlivost 
k základním AT byla stanovena v automatickém systému Bactec MGIT a ověřena 
proporční metodou dle Canettiho na vaječných půdách. U rezistentních kmenů byla 
stanovena citlivost ke druhé řadě AT a ATB diluční metodou MIC v mikrotitračních 
destičkách. V první fázi výzkumu byla použita metoda stanovení IS6110. Dále byla 
vyzkoušena metoda MIRU-VNTR.  

Jako poslední byla prováděna metoda WGS (extrakce DNA pomocí pufru Tris-
HCl/EDTA, příprava knihovny soupravou Nextera XT Library preparation kit, pro 
amplifikaci a sekvenaci sekvencí 600 bp použita platforma Illumina MiSeq platform 
za použití reagenčního kitu MiSeq v3 600-cycle, odstranění selvencí s nízkou kvalitou 
systémem Trimmomatic). Sekvence byly porovnány s referenčním kmenem 
M. tuberculosis H37Rv (GenBank accession NC_000962.3) na základě variability 
v SNP. Vyhodnocení proved bioinformatik. Spoligotypy a mutace v genech související 
s rezistencí vůči antibiotikům byly detekovány nahráním párovaných koncových 
čtení do databáze pro vyhodnocení genotypů a známých markerů rezistence 
z dodaných surových dat (TB Profiler, 2019). Pro analýzu WGS byl vybrán soubor 40 
izolátů, zastoupeny izoláty citlivé k základním AT, izoláty rezistentní s různým stup-
něm rezistence, dále izoláty od nemocných s místem původu v zemích s vyšším vý-
skytem TB a pro srovnání i kmeny od nemocných s místem narození v ČR (16 ČR, 14 
Rumunsko, 3 Slovensko, 3 Vietnam, 2 Bulharsko, 1 Lotyšsko, 1 Ukrajina). 

4 Výsledky 

4.1 Identifikace mykobakterií hmotnostní spektrometrií 

Pomocí MALDI-TOF hmotnostní spektrometrie byly správně identifikovány všechny 
izoláty Mycobacterium spp. (hodnota skóre 1,461 – 2,168). Jednalo se o druhy 
M. tuberculosis (n= 5), M. kansasii (n=5), M. avium (n=6), M. intracellulare (n=3), 
M. xenopi (n=3), M. gordonae (n=1), M. abscessus (n=1), M. kumamotonense (n=2), 
M. mantenii (n=1), M. lentiflavum (n=1), M. fortuitum (n=1), M. scrofulaceum (n=1). 
Závěrem je, že identifikace hmotnostní spektrometrií je vhodná k rutinní identifikaci 
Mycobacterium spp. v laboratořích, kde již je tato metoda zavedena pro konvenční 
identifikaci mikrobů.  
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4.2 Nepřímý průkaz TB metodami IGRA 

Shoda ve výsledcích obou metod byla v 81,3 %, což odpovídá hodnocení indexem Cohe-
novým kappa 0,72 (podle Landise – Kocha hodnoceno jako shoda značná.). Pro 
správnou interpretaci IGRA je při rozporu výsledku jedné z metod s dalšími nálezy u 
pacienta (klinický stav, zobrazovací metody apod.) vhodné výsledek konfirmovat 
provedením druhé metody. 

4.3 Genotypizace M. tuberculosis 

Celkem bylo identifikováno 27510 SNP. Byl vytvořen fylogenetický strom a zpracován 
genotypový profil včetně mutací. Dva izoláty byly zařazeny do linie 1, pět izolátů do 
linie 2 (genotyp Beijing) a 33 do linie 4. Země původu pacienta neměla vztah ke ge-
notypu. Jeden kmen byl klasifikován do dvou různých spoligotypů (4.8 a 4.1.2.1), toto 
bylo ověřeno opakovanou sekvenací se stejným výsledkem. Po manuální kontrole 
bylo zjištěno, že izolát patří do spoligotypu 4.8 (specifický SNP G3836739A). Na zá-
kladě tohoto výsledku jsme informovali kurátory databáze. Byl porovnáván genoty-
pový a fenotypový profil izolátů z hlediska rezistence k AT a ATB. Fenotypový profil 
byl stanoven pro streptomycin (rezistence u 12 izolátů), izoniazid (rezistence u 11 
izolátů), rifampicin (rezistence u 7 izolátů), ethambutol (rezistence u 6 izolátů) a 
pyrazinamid (rezistence u 5 izolátů). Genomická rezistence byla prokázána u 32/40 
(80%) izolátů (minimálně pro jedno AT). Rezistence ke streptomycinu byla 9/40 
(23%), isoniazidu 8/40 (20%), rifampicinu 4/40 (10%), ethambutolu 4/40 (10%), pyra-
zinamidu 2/40 (5%), amikacinu 1/40 (2.5%), capreomycinu 1/40 (2.5%), kanamycinu 
2/40 (5%) and ethionamidu 1/40 (2.5%). 

5 Diskuse 

5.1 Identifikace mykobakterií hmotnostní spektrometrií 

Hmotnostní spektrometrie se jako identifikační metoda využívá především pro netu-
berkulózní druhy, jako metoda spolehlivá rychlá a ekonomicky výhodná (zejména 
pro pracoviště, kde je k dispozici technické vybavení i pro jiné účely). Ústav mikro-
biologie se podílel na mezinárodní studii, která výhody této metody prokázala. 
V poslední době se provádějí studie zaměřené na možnost detekce rezistence 
M. tuberculosis touto metodou. Tento výzkum je v začátcích, v případě úspěchu by 
znamenal další významný posun v diagnostice především v rutinních laboratořích.  

5.2 Nepřímý průkaz TB metodami IGRA 

Nepřímý průkaz je jedinou možnou metodou detekce latentní TB, metodou volby je 
průkaz buněčné složky imunity, protilátková odpověď je u TB nespolehlivá. Zavedení 
metod IGRA znamenalo velký pokrok v této oblasti. Metoda QFT je mnohem častěji 
využívaná kvůli jednoduššímu provedení, menší náročnosti na personální i technické 
vybavení. Metoda T-SPOT.TB je ovšem senzitivnější. Podle našich zkušeností se 
v praxi ukazuje jako výhodný postup využívat metodu QFT jako screeningovou. 
V případě neurčitých výsledků, nebo výsledků nejednoznačně interpretovatelných 
v souvislosti s hodnotou cut off i s klinickými a dalšími nálezy u pacienta se osvědčila 



14 

konfirmace metodou T-SPOT.TB. Interpretace komplexního výsledku IGRA je tak 
mnohem přesnější a je validním přínosem do diagnostiky TB.  

5.3 Genotypizace M. tuberculosis 

Pro epidemiologické účely se stává v posledních letech klíčovou právě genotypizace 
izolovaných kmenů od konkrétních pacientů. Pomocí ní lze stanovovat dynamiku 
přenosu tohoto onemocnění včetně zdroje infekce a způsobu přenosu, případně i 
výjimečné případy laboratorní zkřížené kontaminace. Významnosti tato problema-
tika nabývá v době, kdy sílí migrace obyvatel ze zemí s vysokým výskytem TB.  

Genotypizace TB se již stala hlavní součástí celosvětového programu kontroly TB 
koordinovaného WHO. V některých rozvinutých zemích (např. Velká Británie) byla 
implementována Národní služba genotypizace TB (NTGS) (NHS England, 2015). 
WGS-NGS je jedním z nejlepších nástrojů pro tyto účely.  

Na základě podrobných epidemiologických charakteristik lze předpokládat vývoj 
jednak samotné incidence TB, ale také rozšíření rezistentních kmenů. Pak je možné 
na základě těchto znalostí tvořit účinné strategie epidemiologických opatření a např. 
postup a metody pro vyšetřování cizinců v rámci státu i Evropy.  

WGS-NGS je vhodná pro sledování M. tuberculosis především kvůli jeho pomalému 
růstu a minimální genomické diverzitě. Tato metoda umožní relativně rychlé stano-
vení jak rezistence vůči antibiotikům, tak zjištění informací způsobu přenosu a ná-
kazy. Lze předpokládat, že během dalšího vývoje a výzkumu budou dostupné i testy 
WGS pro detekci mutací rezistence a genotypizace přímo ze vzorků klinického mate-
riálu. 

Z několika důvodů je správně standardními postupy doporučeno interpretovat mole-
kulárně genetické metody, ať detekce mutací rezistence nebo jakékoliv jiné, vždy 
současně s provedením fenotypových metod. U testování citlivosti to může být např. 
z důvodu heterogenity izolátů, přítomnosti několika kmenů současně, dále 
např. neexprimovaných genů rezistence. WGS přispívá k diagnostice kromě rozšíření 
detekčních možností také výrazným zkrácením diagnostické doby, tedy první orien-
tace v informaci o izolovaném kmeni. To má bezprostřední dopad na rychlost a 
správnost zahájení léčby i epidemiologických šetření a opatření. Definitivní výsledek 
následuje pak s odstupem po konfirmaci s fenotypovou metodou. 

Výzkum výše zmíněného souboru potvrdil paralelu s dosavadními publikovanými 
výsledky v jiných výzkumech. Testované kmeny byly rozloženy do několika linií, což 
odpovídá předpokladu, že se kmeny na území střední Evropy šíří z mnoha geografic-
kých oblastí. Nejvíce kmenů (n 27) patřilo k linii T s rovnoměrným rozložením ve 
světě a maximem v Evropě. Linie Beijing, která je považována za epidemiologicky 
nejzávažnější z hlediska vysoké patogenity a vysoké rezistence, byla zaznamenána u 5 
kmenů. Tato linie má vysokou prevalenci v Asii a Rusku. Linie Haarlem vyskytující se 
převážně v Evropě, byla zachycena překvapivě jen u jednoho kmene, českého paci-
enta.  

Některé studie se věnovaly myšlence, zda se určité genotypové linie liší patogenitou, 
nebo zda jejich zastoupení závisí i na jiných faktorech. Z jejich výsledků vyplývá, že 
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dvě linie Indo-oceanic (1) a East-African Indian (3) statisticky významně predisponují 
ke vzniku výlučně extrapulmonárních forem TB, bez ohledu na další faktory, jako 
jsou rasa, HIV status, pohlaví a věk. U linie East-African Indian (genotyp CAS) totéž 
prokázala italská studie (Lari et al. 2009). Linie East Asian (2) genotyp Beijing, tedy 
genotyp s vysokou patogenitou a vysokou mírou rezistence, se pojí především s plicní 
formou TB, která je nejsnadněji přenositelná mezi lidmi. Proto jsou lepší podmínky 
k šíření a vývoji tohoto genotypu, než např. u linie 1 a 3. Tyto výzkumy předurčují 
další možnosti sledování TB linií z hlediska patogenity a dopadu na pacienta. 
V našem souboru tyto rozdíly prokázány nebyly kvůli malému počtu kmenů.  

Čtyři kmeny vyšetřovaného souboru vykazovaly rezistenci typu MDR (10 %), výskyt 
rezistence byl rozložen mezi různé klady a linie. Výskyt MDR kmenů v rámci ČR se 
v posledních letech udává mezi 1 a 3 %. Vyšší počet MDR kmenů v našem souboru je 
důsledkem nereprezentativního složení souboru z hlediska zastoupení typů pacientů 
pozitivních na TB na území ČR. Fylogenetický strom byl vytvořen na základě přístupu 
založeného na SNP, tento způsob může být použit jako standard pro generování 
fylogeneze. Ve velkých studiích (např. v letech 2010–2013 v Minsku) bylo prokázáno, 
že MDR a XDR kmeny náleží především ke genotypu Beijing. Předpokládá se, že 
MDR typ rezistence pacient získá většinou přímou nákazou již rezistentním kmenem. 
Na rozdíl od typu rezistence XDR, kdy se se stejnou pravděpodobností rezistence 
k AT a ATB druhé řady vyvine de novo během léčby, především ve skupině fluorochi-
nolonů.  

V posledních letech právě díky zavedení WGS do praxe se objevují studie zabývající 
se případy outbreaků TB a typizací kmenů M. tuberculosis v nich zachycených. Ve 
Francii v letech 2017–2018 proběhl outbreak infekcí TB způsobený genotypem Beijing 
celkem u 14 osob, kdy bylo pomocí WGS potvrzeno, že se jedná o stejný kmen (klas-
ter). Folkvardsen et al. popisují outbreak TB v Dánsku způsobený specifickým kla-
strem, který se s vysokou incidencí vyskytuje ve Skandinávii. Sledovali a popsali jeho 
šíření v letech 1992–2014 detekcí a porovnáním SNP, RFLP a MIRU-VNTR. Roetzer et 
al. využili WGS k analýze outbreaku TB (86 izolátů v sedmi klastrech a 36 unikátních 
profilech SNP) způsobeným genotypem Haarlem v letech 1997–2010 v SRN. V této 
studii také potvrdili, že WGS představuje v současné době nejpřesnější nástroj geno-
typizace M. tuberculosis, protože výsledky původní genotypizace konvenčními meto-
dami byly zásadně přehodnoceny po přetestování WGS.  

V některých případech se může objevit infekce TB smíšená, tedy způsobená více než 
jedním kmenem. Stejně jako reinfekce se toto častěji vyskytuje v zemích s vysokou 
incidencí TB, např. v Africe, v Asii. Vysoká četnost reinfekcí se také vyskytuje 
v souvislosti s pozitivitou HIV. Bylo prokázáno, že vzhledem k vysoké stabilitě ge-
nomu M. tuberculosis se u relapsů infekce, na rozdíl od reinfekcí, nevyskytují (resp. 
v minimální míře) variace SNP ve smyslu inzercí nebo delecí. 
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6 Závěr 

V dizertační práci bylo zpracováno hlavní téma – molekulárně genetická analýza 
M. tuberculosis včetně stanovení vhodné metody pro genotypizaci pacientských 
kmenů pro epidemiologické účely a případně detekci mutací zodpovědných za rezis-
tenci M. tuberculosis pro účely epidemiologické i klinické – WGS. Byla zpracována i 
vedlejší témata – možnost identifikace mykobakterií metodou hmotnostní spektro-
metrie a dále analýza svou dostupných metod na principu IGRA a jejich využití 
v klinické diagnostice.  

Výsledek předloženého výzkumu by se mohl stát základem pro ustanovení systema-
tické genotypizace všech izolátů M. tuberculosis izolovaných od pacientů v České 
republice. Volba metody WGS je předurčena minimální genetickou diverzitou M. 
tuberculosis. Při postupném zavádění genotypizace v této oblasti by měly být priority 
zaměřené na rezistentní, resp. především MDR izoláty, a dále pak na izoláty od osob 
ze zemí původu mimo ČR, resp. zejména ze zemí s vysokým výskytem TB. Provádění 
této molekulárně-epidemiologické charakteristiky povede k přesnému zmapování 
situace ve smyslu šíření jednotlivých genotypů TB, tedy ke zjištění, zda na území ČR 
kolují podobné kmeny, nebo zda jsou sem zavlékány kmeny z jiných geografických 
oblastí. Dále se touto analýzou jednoznačně ozřejmí vzájemné nákazy pacientů, kteří 
byli v kontaktu s TB nemocným, tedy šíření TB v okolí nemocného. A v neposlední 
řadě tato typizace umožní odlišení reinfekce a relapsu původní nevyhojené infekce 
TB.  

Molekulárně-genetická analýzy samozřejmě představuje určité ekonomické i pro-
vozní náklady. Ty se ale v dlouhodobém horizontu zcela jistě vyplatí, protože na 
základě tohoto poznání může stát prostřednictvím vyhlášek regulovat a cíleně orga-
nizovat epidemiologickou problematiku, tzn. očkovací strategii, stupeň karanténních 
opatření, vyhledávání rizikových osob atd. Výsledky tohoto typu analýzy umožňují 
také srovnávací analýzy mezi státy v rámci Evropy i světa. WGS je pro tento účel 
jednoznačně metodou volby. Sekvenování M. tuberculosis v celých genomech umož-
ňuje diferencovat izoláty s mnohem větším rozlišením. 

WGS může zlepšit molekulární epidemiologický dohled, kontrolu i léčbu TB, ale i 
jiných infekčních nemocí, např. invazivních infekcí způsobených meningokoky. Im-
plementace WGS do laboratoří bude podpořena dalšími výzkumy, dostupností no-
vých výkonných typů sekvencerů, levnějším provozem a také vývojem bioinforma-
tiky.  
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