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Abstrakt

Tuberkuléza (TB) je kontagidzni infekéni onemocnéni, které predstavuje celosvétove
velky epidemiologicko-klinicky problém. Incidence TB se v riznych oblastech svéta
vyrazné lii, ale i zemé s nizkou incidenci se epidemiologii TB vyznamné vénuji. Ve
svétovém méfitku je TB jednou z priorit WHO, spoluprace probihd na mezindrodni
arovni. ProtoZe je TB tzv. socidlni nemoci, patii zemé s vysokym vyskytem mezi zemé
rozvojové. Predev§im v Africe situaci vyznamné komplikuje koincidence TB a HIV.
V ramci stiedni Evropy se incidence pohybuje na nizké trovni, Ceska republika patii
mezi zemé s nejnizsi incidenci vibec. V poslednich letech se u nds pohybuje inci-
dence tésné pod péti novymi ptipady na 100 ooo obyvatel za rok. Tato situace je
mimo jiné také vysledkem vysoké trovné surveillance TB a aplikaci ti¢innych epide-
miologickych opatieni s oporou v legislativé.

Predkladand dizerta¢ni prace se vénuje nékolika oblastem problematiky TB s hlavnim
zaméfenim na moderni moznosti laboratorni diagnostiky a pfedev§im na moderni
metody molekuldrné-epidemiologické analyzy. Obsahuje reSersi recentni odborné
literatury tykajici se molekuldrné-genetické diagnostiky a tyto poznatky aplikuje na
vybér nejvhodnéjsi dostupné metody pro genotypizaci izolattt Mycobacterium tuber-
culosis, ktera by byla vhodna pro zavedeni do praxe. Zavérem vyzkumu je definovani
celogenomové sekvenace (WGS) jako metody volby pro molekuldrné-epidemiolo-
gické analyzy vyskytu a $ifeni TB. Soudasti prace je uvedeni pfehledu zndmych geno-
typa M. tuberculosis vcetné jejich geografického rozsifeni a popsani principu stano-
veni téchto genotypt a jejich detekce. Ve vysledcich vyzkumu souboru kment izolo-
vanych od pacientti s TB na tizemi CR je popsana podrobna metodika pouZité metody
WGS, vyhodnoceni ziskanych tdaji a piehled genotypt M. tuberculosis, které byly u
téchto nemocnych zachyceny. Tento postup je mozné v budoucnu ve spolupraci
s dal$imi laboratotemi aplikovat na viechny izolaty ziskané na tizemi CR v urcitém
obdobi. Tyto informace pak mohou vést k poznani zptsobu $ifeni TB, okolnosti im-
portu onemocnéni a po piislu§ném vyhodnoceni k zavedeni u¢innych epidemiologic-
kych opatfeni.

Téma laboratorni diagnostiky TB je v dizerta¢ni praci zaméfeno na identifikaci meto-
dou hmotnostni spektrometrie jako nejmodernéjsiho identifikaéniho postupu
v mikrobiologii. Vysledky se opiraji o vlastni vyzkum a o vysledky mezinarodniho
vyzkumu, kterého se FN Plzen a Biomedicinské centrum LF UK Plzen tcastnily.

Diagnostika latentni tuberkul6zy (LTB) nabyva v poslednich letech na vyznamu
z dtivodti epidemiologickych (vyhledavani onemocnéni u kontaktdl s aktivni formou
TB, ddle u pacientd soslabenim buné¢né imunity, tedy predev§im pacientd pied
nebo na biologické 1é¢bé preparaty typu blokdtord TNF alfa, a v neposledni fadé
naptiklad u pacientt s primarnim plicnim onemocnénim (nadory, cysticka fibroza,
intersticidlni plicni procesy atd.). Diagnostika LTB je v prdci prezentovana zaméie-
nim na metody IGRA. Tyto metody jsou v soucasnosti nejspolehlivéj$im zptisobem
detekce LTB. V praci jsou porovnany dvé dostupné metody - Quantiferon TB Gold
Plus (QFT) a T-SPOT.TB. Vysledky jsou vyhodnoceny porovnanim obou metod a je
navrzen vhodny postup, jak a kdy kazdou z téchto metod volit v rutinni diagnostice.



Diagnostika a zejména epidemiologické analyzy TB prodélavaji v poslednich letech
podobné jako celd mikrobiologie rychly vyvoj. Piesto ale stdle jde o metody, které
celé diagnostické spektrum dopliuji, ale nenahrazuji. Standardnimi postupy
v diagnostice TB zastavaji klasické metody pfimého priikazu (mikroskopie, kulti-
vace). Je zadouci moderni postupy plné vyuZit, ale je nutné védét, Ze hodnoceni a
interpretace vysledkt mikrobiologickych laboratornich metod jsou plné zavislé na
okolnostech onemocnéni kazdého individudlniho pacienta, jeho stavu a kontextu
s dal$imi nélezy.

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.

8



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 Plzeii and Biomedical Center LF UK Plzen 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.



1 Uvod

Bakterie druh@i komplexu Mycobacterium tuberculosis jsou bakterie zpisobujici
onemocnéni tuberkuldzu. Nejcastéji izolovanym druhem tohoto komplexu u nemoc-
nych tuberkulézou je M. tuberculosis. Tuberkuléza ma velmi dlouhou dramatickou
historii a i v soucasnosti je zdvaznym epidemiologickym problémem. Tuberkuléza je
ve svété pri¢inou umrti dvou aZ tf¥i milidént lidi za rok, tietina lidské populace si nese
tuto bakterii ve svém organismu (WHO 2018). M. tuberculosis je zvlastni svymi vlast-

nostmi, patogenitou i epidemiologickou charakteristikou.

Pravé z dtivodu masivniho rozsifeni tohoto onemocnéni hledd WHO ve spolupraci
s jednotlivymi staty mozZnosti a cesty, jak vyskyt tohoto onemocnéni regulovat, za-
jistit adekvatni u¢innou lé¢bu i v méné ekonomicky rozvinutych zemich a jak sniZit i
riziko jeho $ifeni.

Zakladni podminkou omezeni vyskytu tuberkul6zy je diagnostika nemocnych. Z la-
boratorniho hlediska je zdsadni metodou pfimy prikaz tuberkul6zniho agens ve
vzorku klinického materidlu mikroskopicky a kultiva¢né. P¥imy prikaz vhodné dopl-
fiuje molekuldarné genetické vySetfeni, v rutinni praxi nejcastéji na principu PCR.
Pfimy prtikaz je jednozna¢nym diikazem sprdvné diagnozy, izolace kmene kultivaci
umozniuyje jeho dalsi zkoumdni z hlediska presné identifikace, stanoveni citlivosti a
stanoveni epidemiologickych charakteristik. V nékterych pfipadech pfima diagnos-
tika z rznych divod neni mozna. Proto lze vyuzit i metody nepfimého prikazu,
ovéem pouze somezenym dosahem. Protilatkovd odpovéd u tuberkuldzy neni
z diagnostického hlediska zdsadni, vyuziva se detekce imunity bunécné, a to detekce
specifické reaktivity B-lymfocytt. Starsi z této skupiny metod je tzv. tuberkulinovy
kozni test (TST) vyuZivajici purifikovany proteinovy derivat. Tato metoda je levng, ale
méné spolehliva nez moderni metody tzv. IGRA (interferon gama release assay).
IGRA metody vyuzivaji zjisténi produkce interferonu gama lymfocyty senzibilizova-
nymi specifickymi tuberkul6znimi antigeny, a to bud metodou ELISA, nebo spotovou
analyzou. Nepiimy prikaz je jedinym zptsobem, jak prokazat latentni formu one-
mocnéni.

Kromé spravné a rychlé diagnostiky tuberkulozy a jeji 1é¢by ma v otdzce jejiho vy-
skytu a $ifeni také zdsadni vyznam epidemiologicka surveillance. Aktivni vyhledavani
nemocnych, jejich dispenzarizace a dohledavani kontaktd s potvrzenymi onemoc-
nénimi zajistuje kontrolu nad vyskytem tuberkul6zy. BohuZel toto je mozné prede-
v§im ve vyspélych statech, kde je uroven zdravotnictvi i epidemiologie a hygieny na
vysoké trovni. Epidemiologickd intervence a poznani mechanismu $ifeni tuberkulozy
prodélava v poslednich letech obrovsky vyvoj pfedev$im diky rozvoji a zdokonalovani

molekularné biologickych technik. Této problematice se vénuje tato dizerta¢ni prace.

Vyzkum prezentovany v této v dizerta¢ni praci se tykal jednak zmapovani jednotli-
vych metod molekularné-epidemiologické typizace kmentt M. tuberculosis a dale
jejich mozZnosti aplikace do rutinni praxe. Dalsi fazi vyzkumu byla analyza kment
izolovanych na tizemi Ceské republiky z hlediska molekularni epidemiologie, jejich
zafazeni do genetickych linii a jejich charakterizace z hlediska pfitomnosti mutaci
gent odpovédnych za rezistenci k antituberkulotikim.
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2 Cile prace

1.  Provést reSersi literatury tykajici se molekuldrné-genetické diagnostiky
v detekci M. tuberculosis a souvisejici problematiky.

2. Popsat moZnosti moderni metody identifikace mykobakterii pomoci hmot-
nostni spektrometrie.

3. Zanalyzovat dvé dostupné metody IGRA v ndvaznosti na prikaz latentni
tuberkuldzy a na moznosti vyuZiti v diagnostice tuberkul6zy.

4. Vypracovat piehled zndmych genotypi M. tuberculosis vcetné jejich
geografického rozsifeni, popsat princip stanoveni téchto genotypt a jejich
detekce.

5. Stanovit nejvhodnéj$i dostupnou metodu pro genotypizaci izolatl
M. tuberculosis, ktera by byla vhodna pro zavedeni do praxe.

6. Na zdkladé této metody zpracovat analyzu souboru vybranych izolata
M. tuberculosis izolovanych na tzemi CR.

3  Material a metodika

Problematika byla rozdélena do tii oblasti. Prvni byla zaméfena na identifikaci
mykobakterii metodou hmotnostni spektrometrie a jeji zavedeni do rutinniho pro-
vozu. Druhd ¢ast se tykala nepfimého pritkazu infekce M. tuberculosis, metodami
IGRA. Tteti ¢ast byla vénovana jiz samotné genotypizace izolata M. tuberculosis.

3.1 Identifikace mykobakterii hmotnostni spektrometrii

Bylo testovano 30 izolatd Mycobacterium spp. Druhova identifikace byla provedena
biochemickymi testy, genovymi sondami a sekvenaci genu pro 16S rRNA. Identifikace
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii probihala s vyuzitim extrakce pomoci silikd-
tovych kuli¢ek. Identifikace kmene sekvenaci genu pro 16S rRNA byla povaZovana za
referenéni metodu.

3.2 Nepiimy prikaz TB metodami IGRA

Bylo vySetieno celkem 284 pacientti. Odbéry vzorka pro obé metody byly provedeny
z jedné venepunkce nebo v odstupu maximalné 14 dni (primér 3,09 dne). Do souboru
byli zafazeni pacienti s riznymi diagn6zami, véetné pacientd pied nebo na biologické
1é¢bé (n=89), pacientit po kontaktu s tuberkulézou (n=42), pacientti s primarni plicni
malignitou (n=9) a pacientd s bakteriologicky ovéfenou tuberkulézou (n=12). Vzorky
byly vySetieny dvéma metodami (QuantiFERON®-TB Gold (QFT) a T-SPOT.TB.
Hodnoceni vysledkt probihalo podle doporuceni vyrobct jednotlivych souprav.
Shoda obou metod byla vyhodnocena Cohenovym kappa po vyfazeni neurcenych
vysledkt v metodé QFT.
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3.3 Genotypizace M. tuberculosis

V pritbéhu této ¢asti dizerta¢ni prace bylo cilem najit optimdlni metodu pro genoty-
pizaci izolovanych kment M. tuberculosis z hlediska proveditelnosti, ekonomické
dostupnosti a pfesnosti. Béhem nékolika let provadéni vyzkumu byly zpracovany
klinické izolaty rtiznymi metodami podle jejich dostupnosti v daném c¢ase. Kmeny
byly izolovany z klinického materialu kultivaci po dekontaminaci (metodou N-acetyl-
l-cystein, za pouziti 4% roztoku NaOH) v automatickém systému Bactec MGIT,
resp. kultivaci na vaje¢nych piidach. Identifikace byla provedena imunochromato-
grafickym testem (MGIT TBc Identification Test — prikaz MPT 64) do komplexu
M. tuberculosis a dale prikazem niacinu a testem TCH do druhu. Citlivost
k zdkladnim AT byla stanovena v automatickém systému Bactec MGIT a ovéfena
propor¢ni metodou dle Canettiho na vaje¢nych ptidach. U rezistentnich kment byla
stanovena citlivost ke druhé fadé AT a ATB dilu¢ni metodou MIC v mikrotitra¢nich
desti¢kach. V prvni fazi vyzkumu byla pouZita metoda stanoveni IS6mo0. Déle byla
vyzkou$ena metoda MIRU-VNTR.

Jako posledni byla provadéna metoda WGS (extrakce DNA pomoci pufru Tris-
HCI/EDTA, ptiprava knihovny soupravou Nextera XT Library preparation kit, pro
amplifikaci a sekvenaci sekvenci 600 bp pouzita platforma Illumina MiSeq platform
za pouziti reagen¢niho kitu MiSeq v3 600-cycle, odstranéni selvenci s nizkou kvalitou
systémem Trimmomatic). Sekvence byly porovnany s referenénim kmenem
M. tuberculosis H37Rv (GenBank accession NC_000962.3) na zakladé variability
v SNP. Vyhodnoceni proved bioinformatik. Spoligotypy a mutace v genech souvisejici
srezistenci vii¢i antibiotikim byly detekovany nahranim parovanych koncovych
¢teni do databaze pro vyhodnoceni genotypi a zndmych markerG rezistence
z dodanych surovych dat (TB Profiler, 2019). Pro analyzu WGS byl vybran soubor 40
izolatdl, zastoupeny izolaty citlivé k zakladnim AT, izoldty rezistentni s riznym stup-
ném rezistence, dale izolaty od nemocnych s mistem ptvodu v zemich s vy$§im vy-
skytem TB a pro srovnani i kmeny od nemocnych s mistem narozeni v CR (16 CR, 14
Rumunsko, 3 Slovensko, 3 Vietnam, 2 Bulharsko, 1 Loty$sko, 1 Ukrajina).

4  Vysledky
41 Identifikace mykobakterii hmotnostni spektrometrii

Pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie byly spravné identifikovany vSechny
izolaty Mycobacterium spp. (hodnota skdre 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).
Zavérem je, Ze identifikace hmotnostni spektrometrii je vhodna k rutinni identifikaci
Mycobacterium spp. v laboratotich, kde jiz je tato metoda zavedena pro konven¢ni
identifikaci mikrobi.
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4.2 Nepiimy prikaz TB metodami IGRA

Shoda ve vysledcich obou metod byla v 81,3 %, coz odpovidd hodnocent indexem Cohe-
novym kappa 0,72 (podle Landise - Kocha hodnoceno jako shoda zna¢nd.). Pro
spravnou interpretaci IGRA je pfi rozporu vysledku jedné z metod s dal$imi nalezy u
pacienta (klinicky stav, zobrazovaci metody apod.) vhodné vysledek konfirmovat
provedenim druhé metody.

4.3 Genotypizace M. tuberculosis

Celkem bylo identifikovano 27510 SNP. Byl vytvofen fylogeneticky strom a zpracovan
genotypovy profil véetné mutaci. Dva izolaty byly zafazeny do linie 1, pét izolatd do
linie 2 (genotyp Beijing) a 33 do linie 4. Zemé ptivodu pacienta neméla vztah ke ge-
notypu. Jeden kmen byl klasifikovdn do dvou raznych spoligotypt (4.8 a 4.1.2.1), toto
bylo ovéfeno opakovanou sekvenaci se stejnym vysledkem. Po manudlni kontrole
bylo zjisténo, Ze izolat patii do spoligotypu 4.8 (specificky SNP G3836739A). Na za-
kladé tohoto vysledku jsme informovali kurdtory databdze. Byl porovnavan genoty-
povy a fenotypovy profil izolat z hlediska rezistence k AT a ATB. Fenotypovy profil
byl stanoven pro streptomycin (rezistence u 12 izoldtdl), izoniazid (rezistence u 1
izolat®), rifampicin (rezistence u 7 izoldtl), ethambutol (rezistence u 6 izolatt) a
pyrazinamid (rezistence u 5 izolat(). Genomicka rezistence byla prokdzana u 32/40
(80%) izolattt (minimalné 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 mykobakterii hmotnostni spektrometrii

Hmotnostni spektrometrie se jako identifika¢ni metoda vyuziva pfedevsim pro netu-
berkuldzni druhy, jako metoda spolehliva rychla a ekonomicky vyhodna (zejména
pro pracovisté, kde je k dispozici technické vybaveni i pro jiné téely). Ustav mikro-
biologie se podilel na mezindrodni studii, ktera vyhody této metody prokazala.
V posledni dobé se provadéji studie zaméfené na mozZnost detekce rezistence
M. tuberculosis touto metodou. Tento vyzkum je v zaddtcich, v pfipadé uspéchu by
znamenal dal$i vyznamny posun v diagnostice pfedevs$im v rutinnich laboratofich.

5.2 Neprimy priikkaz TB metodami IGRA

Nepiimy prikaz je jedinou moznou metodou detekce latentni TB, metodou volby je
prikaz bunééné slozky imunity, protilatkova odpovéd je u TB nespolehliva. Zavedeni
metod IGRA znamenalo velky pokrok v této oblasti. Metoda QFT je mnohem castéji
vyuZivana kvili jednodu$$imu provedeni, mensi naro¢nosti na personalni i technické
vybaveni. Metoda T-SPOT.TB je ovSem senzitivnéjsi. Podle nasich zkuSenosti se
v praxi ukazuje jako vyhodny postup vyuZivat metodu QFT jako screeningovou.
V piipadé neurcitych vysledkt, nebo vysledkii nejednoznac¢né interpretovatelnych
v souvislosti s hodnotou cut off i s klinickymi a dal§imi nalezy u pacienta se osvédcila
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konfirmace metodou T-SPOT.TB. Interpretace komplexniho vysledku IGRA je tak
mnohem presnéjsi a je validnim pfinosem do diagnostiky TB.

5.3 Genotypizace M. tuberculosis

Pro epidemiologické icely se stava v poslednich letech kli¢ovou pravé genotypizace
izolovanych kmend od konkrétnich pacientd. Pomoci ni lze stanovovat dynamiku
pfenosu tohoto onemocnéni véetné zdroje infekce a zpiisobu pfenosu, piipadné i

vyjime¢né pripady laboratorni zkfiZené kontaminace. Vyznamnosti tato problema-
tika nabyva v dobé, kdy sili migrace obyvatel ze zemi s vysokym vyskytem TB.

Genotypizace TB se jiz stala hlavni soucdsti celosvétového programu kontroly TB
koordinovaného WHO. V nékterych rozvinutych zemich (napf. Velka Britanie) byla
implementovana Narodni sluzba genotypizace TB (NTGS) (NHS England, 2015).
WGS-NGS je jednim z nejlep$ich ndstrojt pro tyto ucely.

Na zdkladé podrobnych epidemiologickych charakteristik lze predpokladat vyvoj
jednak samotné incidence TB, ale také rozsiteni rezistentnich kmena. Pak je mozné
na zakladé téchto znalosti tvofit u¢inné strategie epidemiologickych opatieni a napf.
postup a metody pro vySetfovdni cizincl v rdmci statu i Evropy.

WGS-NGS je vhodna pro sledovani M. tuberculosis ptedevsim kvtli jeho pomalému
ristu a minimalni genomické diverzité. Tato metoda umozni relativné rychlé stano-
veni jak rezistence vii¢i antibiotikdim, tak zjisténi informaci zptsobu pfenosu a na-
kazy. Lze ptedpokladat, ze béhem dals$iho vyvoje a vyzkumu budou dostupné i testy
WGS pro detekci mutaci rezistence a genotypizace piimo ze vzork klinického mate-
rialu.

Z nékolika didvodu je spravné standardnimi postupy doporudeno interpretovat mole-
kularné genetické metody, at detekce mutaci rezistence nebo jakékoliv jiné, vzdy
soucasné s provedenim fenotypovych metod. U testovani citlivosti to mtize byt napft.
z dtivodu heterogenity izolati, pfitomnosti nékolika kmenti soucasné, dale
napf. neexprimovanych gent rezistence. WGS pfispiva k diagnostice kromé rozsiteni
detekénich moznosti také vyraznym zkracenim diagnostické doby, tedy prvni orien-
tace vinformaci o izolovaném kmeni. To md bezprostiedni dopad na rychlost a
spravnost zahdjeni 1é¢by i epidemiologickych Setfeni a opatfeni. Definitivni vysledek
nasleduje pak s odstupem po konfirmaci s fenotypovou metodou.

Vyzkum vy$e zminéného souboru potvrdil paralelu s dosavadnimi publikovanymi
vysledky v jinych vyzkumech. Testované kmeny byly rozloZzeny do nékolika linii, coz
odpovida piedpokladu, Ze se kmeny na tzemi stiedni Evropy $ifi z mnoha geografic-
kych oblasti. Nejvice kment (n 27) patiilo klinii T s rovhomérnym rozloZenim ve
svété a maximem v Evropé. Linie Beijing, kterd je povaZovana za epidemiologicky
nejzavaznéjsi z hlediska vysoké patogenity a vysoké rezistence, byla zaznamendéna u 5
kmend. Tato linie ma vysokou prevalenci v Asii a Rusku. Linie Haarlem vyskytujici se
prevazné v Evropé, byla zachycena piekvapivé jen u jednoho kmene, ¢eského paci-
enta.

Neékteré studie se vénovaly myslence, zda se urcité genotypové linie li$i patogenitou,
nebo zda jejich zastoupeni zavisi i na jinych faktorech. Z jejich vysledkt vyplyva, ze
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dvé linie Indo-oceanic (1) a East-African Indian (3) statisticky vyznamné predisponuji
ke vzniku vylu¢né extrapulmondrnich forem TB, bez ohledu na dalsi faktory, jako
jsou rasa, HIV status, pohlavi a vék. U linie East-African Indian (genotyp CAS) totéz
prokdzala italskd studie (Lari et al. 2009). Linie East Asian (2) genotyp Beijing, tedy
genotyp s vysokou patogenitou a vysokou mirou rezistence, se poji piedevsim s plicni
formou TB, kterd je nejsnadnéji prenositelna mezi lidmi. Proto jsou lepsi podminky
k $ifeni a vyvoji tohoto genotypu, nez napi. u linie 1 a 3. Tyto vyzkumy pifedurcéuji
dalsi mozZnosti sledovani TB linii z hlediska patogenity a dopadu na pacienta.
V nasem souboru tyto rozdily prokdzany nebyly kviili malému poc¢tu kment.

Cty¥i kmeny vysetfovaného souboru vykazovaly rezistenci typu MDR (10 %), vyskyt
rezistence byl rozlozen mezi rtizné klady a linie. Vyskyt MDR kmenii v ramci CR se
v poslednich letech udava mezi 1 a 3 %. Vyssi po¢et MDR kmendl v nasem souboru je
dtsledkem nereprezentativniho sloZeni souboru z hlediska zastoupeni typt pacient
pozitivnich na TB na tizemi CR. Fylogeneticky strom byl vytvofen na zakladé p¥istupu
zaloZzeného na SNP, tento zplisob miiZze byt pouzit jako standard pro generovani
fylogeneze. Ve velkych studiich (napf. v letech 2010-2013 v Minsku) bylo prokdzéno,
Zze MDR a XDR kmeny ndlezi ptedevsim ke genotypu Beijing. Pfedpoklada se, Ze
MDR typ rezistence pacient ziska vétsinou pfimou nakazou jiz rezistentnim kmenem.
Na rozdil od typu rezistence XDR, kdy se se stejnou pravdépodobnosti rezistence
k AT a ATB druhé fady vyvine de novo béhem lé¢by, piedevsim ve skupiné fluorochi-
nolond.

V poslednich letech pravé diky zavedeni WGS do praxe se objevuji studie zabyvajici
se piipady outbreakt TB a typizaci kment M. tuberculosis v nich zachycenych. Ve
Francii v letech 2017-2018 probéhl outbreak infekci TB zptisobeny genotypem Beijing
celkem u 14 osob, kdy bylo pomoci WGS potvrzeno, Ze se jedna o stejny kmen (klas-
ter). Folkvardsen et al. popisuji outbreak TB v Dansku zpiisobeny specifickym kla-
strem, ktery se s vysokou incidenci vyskytuje ve Skandinavii. Sledovali a popsali jeho
gifeni v letech 1992-2014 detekci a porovnanim SNP, RFLP a MIRU-VNTR. Roetzer et
al. vyuzili WGS k analyze outbreaku TB (86 izolatt v sedmi klastrech a 36 unikdtnich
profilech SNP) zpiisobenym genotypem Haarlem v letech 1997-2010 v SRN. V této
studii také potvrdili, Ze WGS pfedstavuje v soucasné dobé nejpiesnéjsi nastroj geno-
typizace M. tuberculosis, protoze vysledky ptvodni genotypizace konven¢nimi meto-
dami byly zasadné piehodnoceny po pietestovani WGS.

V nékterych pfipadech se mtize objevit infekce TB smiSena, tedy zptisobena vice nez
jednim kmenem. Stejné jako reinfekce se toto ¢astéji vyskytuje v zemich s vysokou
incidenci TB, napf. v Africe, v Asii. Vysoka cCetnost reinfekci se také vyskytuje
v souvislosti s pozitivitou HIV. Bylo prokazano, ze vzhledem k vysoké stabilité ge-
nomu M. tuberculosis se u relapsti infekce, na rozdil od reinfekci, nevyskytuji (resp.
v minimdlni mife) variace SNP ve smyslu inzerci nebo deleci.
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6 Zavér

V dizerta¢ni praci bylo zpracovdno hlavni téma - molekuldrné genetickda analyza
M. tuberculosis véetné stanoveni vhodné metody pro genotypizaci pacientskych
kment pro epidemiologické ticely a piipadné detekci mutaci zodpovédnych za rezis-
tenci M. tuberculosis pro ucely epidemiologické i klinické - WGS. Byla zpracovéna i
vedlejsi témata - moznost identifikace mykobakterii metodou hmotnostni spektro-
metrie a dale analyza svou dostupnych metod na principu IGRA a jejich vyuziti
v klinické diagnostice.

Vysledek ptedloZeného vyzkumu by se mohl stat zdkladem pro ustanoveni systema-
tické genotypizace viech izolatti M. tuberculosis izolovanych od pacientt v Ceské
republice. Volba metody WGS je pfedur¢ena minimalni genetickou diverzitou M.
tuberculosis. Pfi postupném zavadéni genotypizace v této oblasti by mély byt priority
zaméfené na rezistentni, resp. pfedev§im MDR izolaty, a dale pak na izolaty od osob
ze zemi pivodu mimo CR, resp. zejména ze zemi s vysokym vyskytem TB. Provadéni
této molekuldrné-epidemiologické charakteristiky povede k pfesnému zmapovani
situace ve smyslu $ifeni jednotlivych genotypti TB, tedy ke zjiténi, zda na tizemi CR
koluji podobné kmeny, nebo zda jsou sem zavlékdny kmeny z jinych geografickych
oblasti. Dale se touto analyzou jednozna¢né oziejmi vzdjemné ndkazy pacientd, ktefi
byli v kontaktu s TB nemocnym, tedy $iteni TB v okoli nemocného. A v neposledni
fadé tato typizace umozni odliSeni reinfekce a relapsu ptvodni nevyhojené infekce
TB.

Molekularné-genetickd analyzy samoziejmé piedstavuje urcité ekonomické i pro-
vozni ndklady. Ty se ale v dlouhodobém horizontu zcela jisté vyplati, protoze na
zakladé tohoto poznani muze stat prostfednictvim vyhlasek regulovat a cilené orga-
nizovat epidemiologickou problematiku, tzn. o¢kovaci strategii, stupel karanténnich
opatfeni, vyhledavéni rizikovych osob atd. Vysledky tohoto typu analyzy umozZiiuji
také srovnavaci analyzy mezi staty v rdmci Evropy i svéta. WGS je pro tento ucel
jednozna¢né metodou volby. Sekvenovani M. tuberculosis v celych genomech umoz-
fiuje diferencovat izolaty s mnohem vétsim rozlisenim.

WGS muze zlepsit molekuldrni epidemiologicky dohled, kontrolu i lé¢bu TB, ale i
jinych infekénich nemoci, napt. invazivnich infekei zptisobenych meningokoky. Im-
plementace WGS do laboratofi bude podpofena dal$imi vyzkumy, dostupnosti no-
vych vykonnych typa sekvencerd, levnéj$im provozem a také vyvojem bioinforma-

tiky.
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