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Abstrakt

Tuberkuléza je kontagidzni infek¢éni onemocnéni, které predstavuje celosvétové velky epidemio-
logicko-klinicky problém. Incidence tuberkul6zy se v rznych oblastech svéta vyrazné lisi, ale i zemé
s nizkou incidenci se epidemiologii tuberkulézy vyznamné vénuji. Ve svétovém méfitku je
tuberkul6za jednou z priorit WHO, spoluprace probihd na mezinarodni trovni. ProtoZe je
tuberkul6za tzv. socidlni nemoci, patfi zemé s vysokym vyskytem tuberkul6zy mezi zemé rozvojové.
Predevs$im v Africe situaci vyznamné komplikuje koincidence tuberkulézy a HIV. Vramci stiedni
Evropy se incidence tuberkulézy pohybuje na nizké urovni, Ceskd republika patfi mezi zemé
s nejnizsi incidenci vibec. V poslednich letech se u nas pohybuje incidence tésné pod 5 novymi

piipady na 100 ooo obyvatel za rok. Tato situace je mimo jiné také vysledkem vysoké urovné

surveillance tuberkuldzy a aplikaci a¢innych epidemiologickych opatfeni s oporou v legislativé.

Pfedklddana dizerta¢ni prace se vénuje nékolika oblastem problematiky tuberkuldzy s hlavnim
zaméfenim na moderni moznosti laboratorni diagnostiky a predevsim 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 izolath Mycobacterium tuberculosis, kterd by byla vhodnd pro zavedeni do praxe.
Zavérem vyzkumu je definovani celogenomové sekvenace (WGS) jako metody volby pro
molekuldrné-epidemiologické analyzy vyskytu a Sifeni tuberkuldzy. Soudasti prace je uvedeni
piehledu zndmych genotypt M. tuberculosis v¢etné jejich geografického rozsifeni a popsani principu
stanoveni téchto genotypt a jejich detekce. Ve vysledcich vyzkumu souboru kmeni izolovanych od
pacientt s tuberkulézou na tzemi CR je popsina podrobna metodika pouZité metody WGS,
vyhodnoceni ziskanych tdaji a prehled genotypt M. tuberculosis, které byly u téchto nemocnych
zachyceny. Tento postup je mozné v budoucnu ve spolupraci s dal$imi laboratofemi aplikovat na
viechny izolaty ziskané na tzemi CR v ur¢itém obdobi. Tyto informace pak mohou vést ke znalosti
zptsobu $ifeni tuberkulézy mezi lidmi, ke znalosti okolnosti importu tohoto onemocnéni ze
zahrani¢i a také po piislusném vyhodnoceni k zavedeni a¢innych epidemiologickych opatfeni.

Téma laboratorni diagnostiky tuberkuldzy je v dizerta¢ni praci zaméfeno na identifikaci metodou
hmotnostni spektrometrie, kterd vsoucasné dobé patii mezi nejmodernéjsi identifika¢ni postupy
v celé mikrobiologii a kterou lze svyhodou aplikovat i na identifikaci mykobakterii. Vysledky se
opiraji o vlastni vyzkum a také o vysledky mezindrodniho vyzkumu, kterého se FN Plzen a

Biomedicinské centrum LF UK v Plzni tcastnily.

Diagnostika latentni tuberkulézy nabyva v poslednich letech na vyznamu z nékolika davoda. Jednak
epidemiologickych ve smyslu vyhleddvani onemocnéni u kontakt s aktivni formou tuberkuldzy, dale
u pacientl s oslabenim buné¢né imunity, tedy predev$im pacienti pfed nebo na biologické 1é¢bé
preparaty typu blokatordt TNF alfa, a v neposledni fadé naptiklad u pacientt s primarnim plicnim

onemocnénim (nddory, cystickd fibrdza, intersticialni plicni procesy atd.). Diagnostika této formy



tuberkuldzy je v prdci prezentovdna zaméfenim na metody IGRA. Tyto metody jsou v soudasnosti
nejspolehlivéjsim zptsobem detekce latentni tuberkuldzy. V prdci jsou porovnany dvé dostupné
metody - Quantiferon TB Gold Plus 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 tuberkuldzy prodélavaji v poslednich letech
podobné jako cela mikrobiologie rychly vyvoj. Piesto ale stale jde o metody, které celé diagnostické
spektrum dopliiyji, ale nenahrazuji. Standardnimi postupy v diagnostice tuberkuldzy zistavaji
klasické metody pfimého prikazu jako mikroskopie a kultivace. Je Zddouci moderni postupy plné
vyuzit, ale je nutné mit neustile na paméti, Ze hodnoceni a interpretace vysledkd jakychkoliv
mikrobiologickych laboratornich metod jsou plné zdvislé na okolnostech onemocnéni kazdého

individudlniho pacienta, jeho stavu a kontextu s dal$imi nalezy.



Abstract

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

surveillance and effective application of epidemiological arrangements based in legislation.

This dissertation thesis examines several fields of tuberculosis, mainly focused on modern
opportunities of laboratory diagnosis and most importantly modern methods of molecular-
epidemiological analysis. It consists of review of recent literature related to molecular-
epidemiological diagnostics and application of gained knowledge on selection of the most suitable
available methods for genotyping of isolates Mycobacterium tuberculosis, which would be fitting for
putting into practice. Final outcome of the thesis defines whole genome sequencing (WGS) as
methods of choice for molecular epidemiological analysis of incidence and spreading of tuberculosis.
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 tuberculosis
isolated in the Czech Republic are described using WGS, appraisal of gained data and summary of
M. tuberculosis 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 how tuberculosis
spreads among people and how it can be imported from abroad, which could lead to implementing

effective epidemiologic arrangements.

In this thesis, the topic of laboratory diagnostics of tuberculosis is focused on identification through
mass spectrometry that belongs to the current modernest ways of identifications in microbiology and
that can be applied on identification of mycobacteria. The results derive from separate research and

international research, that FN Plze1i and Biomedical Center LF UK in Plzen took part in.

In recent times, the importance of latent tuberculosis diagnosis is raising. The first reason is
epidemiological searching for patients with active form of tuberculosis. There are also patients with
weakened cell-mediated immunity, who are mostly patients before or during immunotherapy, which
uses treatement on base of TNF alfa inhibitors and so on. Last but not least, patients with primary

pulmonary disease such as tumors, cystic fibrosis, interstitial pulmonary process etc. Diagnosis of



this form of tuberculosis is in the paper presented by focus on IGRA methods. These methods are
currently the most reliable way to detect latent tuberculosis. The thesis compares two available
methods - Quantiferon TB Gold Plus and T-SPOT.TB. Results are built as 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 tuberculosis in
particular develop lately very quickly. However, these methods are still only additional to the
complet diagnostic spectrum, they do not replace it. Standard methods in diagnosis of tuberculosis
remain classic methods like microscopy and cultivation. It is appropriate to fully utilize 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. Uvod

Bakterie druh@i komplexu Mycobacterium tuberculosis jsou bakterie zptsobujici onemocnéni
tuberkuldzu. Nejcastéji izolovanym druhem tohoto komplexu u nemocnych tuberkuklozou je
M. tuberculosis. Tuberkuléza ma velmi dlouhou dramatickou historii a i v soucasnosti je zavaznym
epidemiologickym problémem. Tuberkuldza je ve svété pfi¢inou amrti dvou az t¥i miliond lidi za
rok, tfetina lidské populace si nese tuto bakterii ve svém organismu (WHO 2018). M. tuberculosis je

zvlastni svymi vlastnostmi, patogenitou i epidemiologickou charakteristikou.

Pravé z divodu masivniho rozsifeni tohoto onemocnéni hledd WHO ve spolupraci s jednotlivymi
staty moznosti a cesty, jak vyskyt tohoto onemocnéni regulovat, zajistit adekvatni uc¢innou lécbu i

v méné ekonomicky rozvinutych zemich a jak snizit i riziko jeho $itfeni.

Zakladni podminkou omezeni vyskytu tuberkuldzy je diagnostika nemocnych. Z laboratorniho
hlediska je zdsadni metodou pfimy prikaz tuberkulézniho agens ve vzorku klinického materidlu
mikroskopicky a kultiva¢né. Pfimy prikaz vhodné dopliuje molekuldrné genetické vySetieni,
vrutinni praxi nejcastéji na principu PCR. Pfimy prikaz je jednozna¢nym dtikazem spravné
diagndzy, izolace kmene kultivaci umozniyje jeho dal$i zkoumani z hlediska presné identifikace,
stanoveni citlivosti a stanoveni epidemiologickych charakteristik. V nékterych ptipadech pfima
diagnostika z riznych davod neni mozna. Proto Ize vyuZit i metody nepfimého prikazu, ovSem
pouze s omezenym dosahem. Protilatkova odpovéd u tuberkul6ézy neni z diagnostického hlediska
zasadni, vyuziva se detekce imunity bunécné, a to detekce specifické reaktivity B-lymfocytd. Starsi
z této skupiny metod je tzv. tuberkulinovy koZni test (TST) vyuZivajici purifikovany proteinovy
derivat. Tato metoda je levnd, ale méné spolehlivd nez moderni metody tzv. IGRA (interferon gama
release assay). IGRA metody vyuZivaji zjisténi produkce interferonu gama lymfocyty

senzibilizovanymi specifickymi tuberkuléznimi antigeny, a to bud metodou ELISA, nebo spotovou

analyzou. Nepfimy priikaz je jedinym zptisobem, jak prokazat latentni formu onemocnéni.

Kromé spravné a rychlé diagnostiky tuberkulozy a jeji 1é¢by ma v otazce jejiho vyskytu a sifeni také
zasadni vyznam epidemiologicka surveillance. Aktivni vyhleddvani nemocnych, jejich dispenzarizace
a dohledavani kontaktd s potvrzenymi onemocnénimi zajistuje kontrolu nad vyskytem tuberkuldzy.
Bohuzel toto je mozné piedevsim ve vyspélych statech, kde je troven zdravotnictvi i epidemiologie a
hygieny na vysoké urovni. Epidemiologicka intervence a pozndni mechanismu $ifeni tuberkulozy
prodélava v poslednich letech obrovsky vyvoj pifedev$im diky rozvoji a zdokonalovani molekularné

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

Vyzkum prezentovany v této v dizertac¢ni praci se tykal jednak zmapovani jednotlivych metod
molekuldrné-epidemiologické typizace kment M. tuberculosis a dale jejich moznosti aplikace do
rutinni praxe. Dal$i fazi vyzkumu byla analyza kment izolovanych na tzemi Ceské republiky
z hlediska molekuldrni epidemiologie, jejich zafazeni do genetickych linii a jejich charakterizace

z hlediska pfitomnosti mutaci gentt odpovédnych za rezistenci k antituberkulotikim.
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Vysledky predkladané v dizerta¢ni praci jsou shrnuty v péti publikacich v impaktovanych ¢asopisech.

Cile dizerta¢ni prace

1.

Provést resersi literatury tykajici se molekuldrné-genetické diagnostiky v detekci M. tuberculosis

a souvisejici problematiky.
Popsat moznosti moderni metody identifikace mykobakterii pomoci hmotnostni spektrometrie.

Zanalyzovat dvé dostupné metody IGRA v navaznosti na priikaz latentni tuberkulézy a na

moznosti vyuziti v diagnostice tuberkulozy.

Vypracovat piehled zndmych genotypt M. tuberculosis vcetné jejich geografického rozsiteni,

popsat princip stanoveni téchto genotypt a jejich detekce.

Stanovit nejvhodnéjsi dostupnou metodu pro genotypizaci izolatd M. tuberculosis, ktera by byla

vhodna pro zavedeni do praxe.

Na zdkladé této metody zpracovat analyzu souboru vybranych izolatd M. tuberculosis

izolovanych na uizemi CR.
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2. Rod Mycobacterium

2.1. Historie

Mykobakteria provazeji lidstvo od jeho vzniku. Podle Gutierrezovy hypotézy (Gutierrez et al. 2005)
se kmeny tzv. M. prototuberculosis vyskytovaly v Africe jiz v dobé pied tiemi miliony let. Pfed 40 ooo
lety se pravdépodobné prapiedek Mycobacterium tuberculosis zacal z vychodni Afriky $ifit, stejné
jako se z tohoto mista pfiblizné ve stejné dobé zacala §ifit i lidskd populace (Wirth et al. 2008). Bylo
dolozeno, Ze se tuberkul6za (TB) vyskytovala na izemi celého svéta, tedy i na izemi Ameriky. Salo et
al. (1994) vyvratil teorie o zavleceni tuberkuldzy na toto Uzemi aZ s ndmornickymi plavbami do
Nového svéta. Na tzemi Ceské republiky je dolozen nalez DNA M. tuberculosis z kosternich
poztstatkt divky z Hnanic u Znojma z doby 4700-3900 let pi. n. 1. (Vargova et al. 2003). V antickém
obdobi Hippokrates oznacil tuberkulézu za nejrozsitenéj$i onemocnéni s horeckou, vykaslavanim
krve a s vysokou smrtnosti. Zvolil pro ni nazev phthisis (ftiza), v piekladu z feckého fthino - ubyvat,
mizet (Hippokrates 400 pi.n.l). Ve stiedovéku byl vyskyt tuberkuldzy na evropském tizemi relativné
maly. V 17. a 18. stoleti se vSak situace vlivem industrializace, pfesunu obyvatel z venkova do mést a
rozvojem obchodovani po mofi zdsadné zménila. Tuberkuléza se stala obavanym onemocnénim.
Kolem roku 1800 to bylo nejcastéji se vyskytujici onemocnéni, téméf c¢tvrtina obyvatel na
tuberkul6zu umirala. Johann Lukas Schonlein v roce 1834 poprvé toto onemocnéni pojmenoval jako
ytuberkul6za“ na zakladé projevi na organech - drobnych uzli¢kt ,,tuberkuld” popsanych Mortonem
jiz v roce 1689 (Frith 2014a). 24. bfezna 1882 zvefejnil Robert Koch objev a popis bacilu tuberkulézy
(Tubercle bacillus), za coZ vroce 1905 obdrzel Nobelovu cenu. Tato bakterie byla nazyvana jako
Kochtwv bacil. V roce 1883 byla oficidlné pfejmenovana Friedrichem Wilhelmem Zopfem na Bacterium
tuberculosis, v roce 1884 Edwardem Emmanuelem Kleinem na Bacillus tuberculosis a v roce 1896 K. B.
Lehmanem a R. Neumannem na Mycobacterium tuberculosis, poté co byla zafazena do nového rodu

Mycobacterium (Frith 2014b).

2.2. Druhy rodu Mycobacterium

Rod Mycobacterium zahrnuje dvé skupiny druhd. Jednak druhy obligatné patogenni, coz je komplex
druhtt Mycobacterium tuberculosis a Mycobacterium leprae. A dale druhy tzv. netuberkulézni (non
tuberculosis mycobacteria NTM) neboli MOTT (mycobacteria others than tuberculosis) nékdy také
nazyvana potencialné patogenni mykobakteria (PPM). Téchto netuberkuléznich druht je velmi
mnoho, odlisuji se geneticky, fenotypové i stupném patogenity. Jako skupina jsou charakterizovany
vysokym stupném rezistence k antituberkulotikiim (AT) a antibiotikim (ATB). Z hlediska patogenity
nepiedstavuji epidemiologicky zdvazny problém, protoze se interhumdnné neptendseji. Zastupci
komplexu M. tuberculosis se ovSem mezi lidmi piendseji nejcastéji jako kapénkovd infekce,
epidemiologické riziko je velmi vysoké a tuberkuldza je stale ve svété jednim z hlavnich infekénich

rizik.
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3. Mycobacterium tuberculosis

3.1. Taxonomické zarazeni druhu
Mycobacterium tuberculosis je bakterie s velmi starou a bohatou historii. Taxonomické zafazeni je

uvedeno v tabulce 1 (BioLib 2016).

Tabulka 1 - Taxonomické zafazeni M. tuberculosis

soustava Vitae - Zivé organismy

doména Bacteria (Haeckel 1894) Woese, Kandler Wheelis 1990 - bakterie
kmen Actinobacteria Margulisova 1974 - aktinomycety

tiida Actinobacteria Stackebrandt, Rainey & Ward-Rainey 1997
podttida Actinobacteridae Stackebrandt et al. 1997

fad Actinomycetales Buchanan 1917

podrad Corynebacterineae Stackebrandt et al. 1997

celed Mycobacteriaceae Chester 1897

rod Mycobacterium Lehmann & Neumann 1896

skupina druht (komplex) Mycobacterium tuberculosis

druh Mycobacterium tuberculosis Zopf 1883

3.2. Komplex Mycobacterium tuberculosis
Do komplexu M. tuberculosis jsou zafazeny druhy na zakladé vysoké genetické podobnosti. Patii

sem:

e M. tuberculosis (Koch 1882, Zopf 1883, Lehmann and Neumann 1896)

e M. bovis (Karlson & Lessel 1970) v¢etné vakcina¢niho kmene M. bovis BCG (Guérin a
Rosenthal 1957)

e M. africanum I a II (Castets et al. 1969)

e Mycobacterium canettii (Van Soolingen et al. 1997)

e  Mpycobacterium caprae (Aranaz et al. 2003)

e Mycobacterium microti (Wells a Oxon 1937, Reed 1957)

e Mycobacterium pinnipedii (Cousins et al. 2003)
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Nékdy do komplexu M. tuberculosis byvaji zatazeny i dal$i druhy. Zde ale spise jde o ekotypy
adaptované na urdity hostitelsky druh, napt. M. mungi, M. orygis nebo M. surricatae (viz dale) (Van

Ingen et al. 2012).

Druhy M. tuberculosis, M. africanum a M. canettii jsou povazovany za lidské, druhy M. caprae,
M. microti, M. pinnipedii a M. surricatae za zvifeci. Druh M. bovis ma $ir$i $kalu hostiteld vcetné

¢lovéka.

RozliSeni jednotlivych druhd@ vramci M. tuberculosis komplexu miiZze byt vrutinni diagnostice
obtizné. Zdkladni diagnostika se opird o fenotypické charakteristiky jako je morfologie kolonii,
produkce volného niacinu (kyseliny nikotinové) produkovaného M. tuberculosis a detekovaného ve
vodnych extraktech z kultury na vaje¢nych ptdach jako derivaty kyanidu (Mahon et al., 2014),

redukce nitratd, rezistence k TCH - hydrazid z2thiofen-karboxylové kyseliny a pyrazinamidu (Collins
1997).

Druhy komplexu M. tuberculosis patfi jako vSechna mykobakteria mezi acidorezistentni ty¢inky.

3.3. Vlastnosti komplexu M. tuberculosis
Mykobakteria jsou $tihlé tyc¢inky, velmi odolné viici vlivim zevniho prostiedi jako napf. zménam pH,
vyschnuti, nizké teploté diky specifickému sloZeni buné¢né stény. Pro svoji rezistenci viaéi kyselému

a zasaditému prostiedi se oznacuji jako acidorezistentni ty¢inky (ART).

Jejich bunééna sténa obsahuje mykolové kyseliny, komplex voski a glykolipidti (Baron 1996).
Mykolové kyseliny obsahuji extrémné dlouhé postranni fetézce s 60—9o uhliky a jsou pripojeny
k ¢asti muramové kyseliny peptidoglykanu fosfodiesterovym miastkem a k arabinogalaktanu
esterifikovanou glykolipidovou vazbou (viz obrdzek 1). Variabilita druht je charakterizovdna
variantou cukru v glykolipidech a peptidoglykolipidech. Ve sténé je obsazen také dimykoldt
trehaldzy, ktery je oznacovan jako tzv. cord factor. Pasobi jako faktor patogenity a v tekutych
kultiva¢nich ptadach determinuje rast M. tuberculosis v tzv. provazcich (viz obrdzek 2). Na virulenci
druhu maji pravdépodobné vliv i mykobakteridlni sulfolipidy a lipoarabinomannan (LAM), jehoz

strukturalni variabilita md vliv na produkci cytokint aktivovanymi mononukleary (Baron 1996).
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Obrazek 1 - Struktura buné¢né stény acidorezistentnich bakterii (Kaiser 2018)
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Obrazek 2 - M. tuberculosis - tvorba provazct (zdroj vlastni) - barveni dle Ziehl-Neelsena pii zvéteni 1000x.

Generac¢ni doba mykobakterii je obecné velice dlouhd, u M. tuberculosis komplex se pohybuje od 18

do 24 hodin. Klinické izoldty narostou na obohacenych kultiva¢nich ptdach za 3-6 tydnt (Baron

1996).
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Vrdmci komplexu se jednotlivé druhy daji odlisit na zdkladé hostitelského druhu, ristovych
vlastnosti, charakteristik biochemické aktivity a hlavné podle genetickych rozdilti (Rodrigez-Campos

et al. 2014).

3.4. Evoluce Mycobacterium tuberculosis komplex

Rozdily v genomu soucasnych druhti v ramci komplexu M. tuberculosis vychazeji z evolu¢niho vyvoje
jejich pfedchtidctt. U druhd komplexu M. tuberculosis nebyl prokazan horizontdlni pfenos gend,
jejich genom je v porovnani s jinymi patogennimi bakteriemi konzervativni (Sreevatsan et al. 1997a).
Béhem evoluce dochdzelo ke tfem typim genomovych zmén. Jednak to jsou zmény v jednotlivych
nukleotidech (single nucleotid polymorphism - SNP), dale zmény v dlouhych sekvencich (large
sequence polymorphism - LSP), obé tyto skupiny pfedstavuji ireverzibilni zmény a mohou byt
vyuzity pro vyzkum vyvojovych zmén. Tietim typem zmén je polymorfismus repetitivnich sekvenci

jako jsou variabilni tandemové repetice (VNTR) (Brown et al. 2010, Desikan et Narayan 2015).

Béhem vyvoje prodélaly druhy M. tuberculosis komplexu evoluci ve smyslu jednosmérné ztraty
chromozomalnich sekvenci. Ur¢ity nerepetitivni usek (tzv. RDg region of difference RD) byl vymazan
a jiz dale nenahrazen, a tak se tato delece mohla stat biomarkerem klont pochézejicich z této linie
mykobakteridlnich bunék (Donoghue 20m1). Piivodni teorie o vyvoji humannich mykobakteridlnich
druhd, ktera pfedpokladala adaptaci druhu na ¢lovéka z druhti zvifecich béhem neolitické tranzice,
je proto jiz dnes pfekonana. Genetické analyzy prokazaly, Ze ackoliv jsou mykobakteria adaptovana
na zvifata souddasti stejné hlavni vyvojové linie (definované evolué¢ni ztratou useku DNA - deleci RD),
je kazdy z poddruht1 spojen s jinym zvifecim hostitelem. Jde o druhy historicky fazené k M. bovis,
v soudasné dobé jiz vyélenéné do samostatnych druht — M. bovis sensu stricto (dobytek), M. caprae
(ovce a kozy), M. microti (hrabos$i), M. pinnipedii (tuleni a lachtani) a dassy bacillus (damani a krysy
skalni). V8echny tyto podskupiny patfi do linie RDg, jsou definovény na zékladé charakteristiky LSP
(large sequence polymorphisms), kdy region RDg chybi. Linie RDg je tedy vyvojové mladsi a zcela
odli$na od linie, kterd sméfuje k vyvoji M. tuberculosis, kde je region RDg intaktni - viz obrazek 3

(Brosch et al. 2002, Sreevatsan et al. 1997a).

Linii vedouci k vyvoji samotného M. tuberculosis, 1ze rozdélit na zdkladé pritomnosti nebo chybéni
specifického regionu TbD1 na vétev ,starou (ancestral)“, resp. ,moderni (modern)“. Moderni vétev
s chybéjicim regionem TbD1 prevaluje ve vyspélych statech a zahrnuje i hlavni epidemiologicky
zavazné kmeny jako je napt. Beijing, Haarlem a africké clustery. M. tuberculosis a M. canetti jsou tedy

od pocatku vyvoje kmeny humanni (Brosch et al. 2002, Donoghue 20m1).

Ze spole¢ného prekurzoru M. tuberculosis komplex se tedy oddélily dvé vyvojové linie - jednak
humanni patogeny charakterizované tfemi genetickymi skupinami (M. canetti, linie ancestral a linie
moderni) a jednak patogeny bovinni, znichZ je oddélena je$té humdnni vétev M. africanum
(Sreevatsan et al. 1997a). Podle vyzkumt se predpoklddd, Ze k oddéleni linii M. tuberculosis a

M. bovis doslo asi pied 20 000 lety (Sreevatsan et al. 1997a), resp. 35 ooo let (Hughes et al. 2002).
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Mycobacterium africanum je fazeno mezi humanni patogeny, pfestoZe obsahuje deleci RDg stejné
jako patogeny zvifeci. Mohlo by se uvaZzovat o teorii, Ze mohlo byt primdrné adaptovano na zvifata.
Zadny zvifeci rezervoar ale dosud identifikovan nebyl, a protoZe M. africanum zptisobuje 40 %

tuberkulézy v zdpadni Africe, je fazeno k patogentim humannim (Mostowy et al. 2004).
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Obrazek 3 - Schéma piedpokladaného evolué¢niho vyvoje druhit komplexu M. tuberculosis (ptevzato z Brosh et
al. 2002).

Béhem vyvoje dochdzelo k postupné ztraté DNA v urditych liniich ($eda pole). Schéma je zaloZeno na
pritomnosti nebo nepritomnosti konzervovanych deletovanych oblasti a na sekven¢nich
polymorfismech v péti vybranych genech. Modré Sipky predstavuji charakterizaci kmend geny
katG463 CTG (Leu), gyrAgs ACC (Thr), typické pro organismy skupiny 1. Zelena $ipka zndzoriiuji
kmeny patiici do skupiny 2 charakterizované katG463 CGG (Arg), gyrAgs ACC (Thr). Cervend $ipka
oznacuje kmeny skupiny 3, charakterizované katG463 CGG (Arg), gyrAgs AGC (Ser), definovdno

podle Sreevatsan et al. (1997a)

Nékteti védci rozdélili druhy komplexu M. tuberculosis i podle jinych kritérii. Na ptiklad Sreevatsan
et al. (1997a) a Soini (2000) pouzili kritéria zaloZzena na SNP (kodon 463 katG a kodon 95 gyrA, které
koduji kataldzu a peroxiddzu a podjednotku A DNA gyrdzy) a druhy rozdélili do tfi zdkladnich
genetickych skupin - principal genetic group PGG 1-3, kdy je skupina 1 definovdna kombinaci

katG®**" (alela CTG leucin) + gyrA***“ (alela ACC threonin), je vyvojové stard a je spojend s M. bovis.
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1388G 284C

Skupina 2 katG (katG CGG arginin) + gyrA** (gyrA ACC threonin). Skupina 3 vznikla vyvojové

nejpozdéji, je spojena spise se sporadickym vyskytem a je definovana kombinaci katG3** (katG CGG

284G

arginin) + gyrA™*" (gyrA AGC serin). Pozdéji se ptidaly jesté rozdily SNP v genech oxyR a rpoB a
druhy tak byly rozdéleny do péti linii (I-IV, plus M. bovis), kdy linie I, IIl a IV pfedstavuje PGG1 a
linie II PGG 2 a 3 (Baker et al. 2004), viz obrazek 4. Z toho lze odvodit hypotézu, Ze vyvoj novych

patogenti sméfuje k redukei virulence a pfenosnosti (Sreevatsan et al. 1997a, Soini 2000).
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Obrazek 4 - Rozdéleni M. tuberculosis do hlavnich linif podle SNP (pfevzato z Baker 2004)

Analyzu globalni sbirky tuberkuléznich kmend na zakladé metod LSP a SNP provadélo nékolik

velkych studii scilem urcit zakladni vyvojové linie M. tuberculosis. Pét publikovanych studii
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(Sreevatsan et al. 1997a, Baker et al. 2004, Gagneux et al. 2006a, Gutacker et al., 2006, Filliol et al.
2006) dospélo ke shodé, 7e populaci M. tuberculosis lze rozdélit do ¢tyt zdkladnich skupin, plus dvé
dalsi skupiny pro M. africanum. Jde o linie: ancestralni Indo-Oceanic, moderni East-Asian, Euro-
American a East-African Indian, dale dvé linie M. africanum West African 1 a West African 2. Linie
M. bovis je Ffazena zvlast (Gagneux et Small 2007, Shabbeer et al. 2012). Tyto linie maji pfimou

souvislost s geografickym vyskytem. Uplny evolué¢ni piehled se ale zatim ziskat nepodafilo.

Diverzita druht je vétS$inou zptisobena rychlou reorganizaci genomu pomoci inzerénich sekvenci.
Fakt, Ze genom M. bovis obsahuje nékolik velkych genovych deleci a zaroven neobsahuje Zadné
unikatni geny v porovndni s M. tuberculosis, vede nékteré autory k teorii, Ze spiSe domdci zvifata

ziskala tuberkulézu od lidi (Mostowy et Behr 2005).

Presnou chronologii rozsifeni tuberkulézy neni jednoduché urcit. Podle mnoha ukazatelt se
predpokladd, Ze ptvodnim mistem vyskytu TB byla Afrika, odtud se pak kmeny Sifily béhem
paleomigrace bud pfimo mezi lidmi nebo dosud nezndmym vektorem (Mostowy et Behr 2005). U
¢lovéka byla nalezena DNA komplexu M. tuberculosis u 5000 let starych vzorkd z Egypta i
z Ekvddoru z doby pied KryStofem Kolumbem. Pozistatky tuberkuldéznich mykobakterii byly

nalezeny u domestikovanych zvitat z doby pfed 10 000-12 000 lety (Mostowy et Behr 2005).

3.5. Geneticka charakteristika komplexu Mycobacterium tuberculosis

Vsechny druhy komplexu M. tuberculosis vykazuji 99,9% shodu v sekven¢ni podobnosti genomd,
sekvence 16SrRNA jsou identické. Zietelné se ale odliSuji fenotypové, cilovym hostitelem a
patogenitou (Béddinghaus 1990, Sreevatsan et al. 1997a, Brosch et al. 2002). Genetické zmény
v jednotlivych druzich M. tuberculosis komplexu jsou dasledkem pievazné spontdnnich mutaci,
nikoli horizontdlniho pfenosu gent (transformace, transdukce nebo konjugace), jak tomu je u fady
dalgich klinicky vyznamnych bakterii (Coros et al. 2008). Geneticka odli$nost se tyka nékolika
molekuldrnich markert - viz tabulka ¢. 2 (Rodriguez-Campos et al. 2014). I kdy?Z je historicky predek
vSech zdstupctl komplexu M. tuberculosis shodny, nékteré druhy se vyvinuly jako striktné humanni,
jiné jako patogeny hlodavci a napt. M. bovis jako patogen se $irokym spektrem hostitelti. Definitivni

pohled na vyvoj téchto druhy pfinesla aZ geneticka analyza (viz obrazek 3 a 5).
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Tabulka 2 - Pfehled vybranych molekuldrnich charakteristik pro druhy komplexu M. tuberculosis (pfevzato

z Rodriguez-Campos 2014)
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M. tuberculosis G |CAC|ACC| V C \Y% C G T C G T
M. africanum G |CAC| ND | CIG| C ACC C G T C T T
Dassie bacillus G | CAC | ACT | CTG C AGC C G T C T T
M. mungi ND | ND | ND | ND | ND ND C G T C T T
M. orygis G |CAC | ACT | CTG| G AGC C G T C T G
M. pinnipedii G CAC | ACT | CTG G ACC C G T C T T
M. microti G |CAC | ACT | CTG| G ACC T G T C T T
M. caprae A | CAC | ACT | CTG | G ACC C A G C T T
M. bovis A | GAC | ACT | CTG | G ACC C A T T T T
M. bovis BCG A GAC | ACT | CTG G ACC C A T T T T

Legenda: V - variable results; ND - no data available. Horni index ozna¢uje polohu mutace bud na nukleotidu (n), nebo na kodonu (c) pfislusnych gent.

3.5.1. Diferenciace druhtt komplexu M. tuberculosis genetickymi metodami

Vroce 2003 vytvofil Huard et al. model jednoduché a rychlé typizace druhtt komplexu

M. tuberculosis. V roce 2005 tento model doplnil o nové poznatky genetické struktury téchto druh.

Metoda je zaloZena pravé na vyskytu chromozomalnich region-of-difference lokusd. Tyto lokusy

predstavuji ireversibilni zmény v genetické struktuie, které jsou pravdépodobné vysledkem chyb

v replikaci DNA.

Huard et al. (2003) sledovali v analyze amplifikace

pritomnosti mykobakterialni

DNA),

ddle

Rvos77

M. tuberculosis), 1S1561 (absence odlisila M. microti
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(absence odligila M. bovis a M. bovis BCG od M. tuberculosis komplexu), Rvig7o (piitomnost vedla
k odligeni M. tuberculosis, M. africanum subtypu II a M. canetti), Rv3877/8 (diferenciace M. bovis
BCG) a Rv3izo (diferenciace M. bovis, M. bovis BCG, M. caprae a M. canetti) pomoci sedmi par
primerd. Tuto metodu lze pouzit k rutinni laboratorni diagnostice a k epidemiologickym téelim

(Huard et al. 2003, Huard et al. 2006).

V druzich komplexu M. tuberculosis je mnoho polymorfnich genetickych lokusd, které mohou byt
pouZity pro vyvojové studie. Patii sem napi. tzv. Direct Repeat lokusy (DR), ve kterych se
st¥idaji identické a variabilni mezerniky (spacery) (Brudey et al, 2006). Tyto DR lokusy patii mezi tzv.
CRISPR segmenty (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) slouZici jako jakysi
imunitni systém prokaryot (Barrangou 2007 Zhang 2010). Podle genetického mapovani vyskytu
urditych genotypt M. tuberculosis komplex je mozné tvofit hypotézy o jejich vyvoji, Sifeni a pfenosu,
coz muze byt zdsadni pro epidemiologii tuberkulézy, pro molekuldrni ekologii i pro systematickou
poddruhovou taxonomii druht@t komplexu M. tuberculosis (Brudey et al. 2006). V soucasné dobé je
k dispozici ¢tvrtda verze databdze genotyplt M. tuberculosis komplex podle DR lokusd, ktera
reprezentuje izolaty pochdzejici od nemocnych TB ze 141 zemi - SpolDBy4, popisujici 1939 klastrt
izolatd = spole¢nych genetickych typt shared-types (ST) na téméf 40 ooo kment (Brudey et al.
2006). Podle této verze je definovano 62 genetickych linii (sublinii). Pro vlastni M. tuberculosis bylo
definovano 22 linii sdruZenych do deviti hlavnich skupin - CAS (Central-Asian), EAI (East-African-
Indian), Beijing, H (Haarlem), LAM (Latin-American-Mediterranean), MANU (novd skupina
s vyskytem v Indii), S (Sicilie a Sardinie), X (chybéjici charakteristické spacery, vysoka prevalence
v anglicky mluvicich zemich), T (,sou¢asné“ kmeny se zna¢nou variabilitou). Dal$i druhy komplexu
M. tuberculosis jsou zastoupeny skupinou BOV (M. bovis), AFRI (M. africanum), microti (M. microti),

canetti (M. canetti), PINI (M. pinipedii a M. caprae) (Brudey et al. 2006, Sebban et al. 2002).

3.6. Charakteristika jednotlivych druhd komplexu M. tuberculosis

3.6.1. Mycobacterium tuberculosis sensu stricto

M. tuberculosis patii mezi obligatné patogenni bakterie, zplisobuje onemocnéni tuberkulozu. Je
povazovano za lidského patogena, i kdyz je v literatufe popsan i pfenos na zvite, napf. psa (Trcka et
al. 2005). Ze v8ech druht komplexu M. tuberculosis se M. tuberculosis sensu stricto uplatiiuje
v etiologii tuberkul6zy nejéastéji, témétr vyluéné (s vyjimkou Afriky). M. tuberculosis je striktné
aerobni nepohyblivd, nesporulujici acidorezistentni ty¢inka rovného nebo mirné zahnutého tvaruy,
velikosti 0,2-0,5 pm na 2-4 pm (viz obrdzek 5). Genera¢ni doba je extrémné dlouha 24 - 48 hodin. Na

vajeénych ptidach roste v suchych drsnych R koloniich (viz obrazek 6).

M. tuberculosis neni ptili§ metabolicky aktivni, v diagnostice se vyuZzivd nejcastéji jeho produkce
niacinu, redukce nitrdt a rezistence k TCH. Tato bakterie secerenuje protein MPT64 (molekulova

hmotnost 24 kDa), ktery pravdépodobné v prvni fazi infekce reaguje s imunitnim systémem ¢lovéka
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(Mustafa 2010). Jeho detekce se vyuZiva také v laboratorni diagnostice krozli§eni ptislugnosti

k M. tuberculosis komplexu a NTM. Existuji vak i kmeny MPT64 negativni (Nerurkar et al. 2016).

Obrazek 6 - Mycobacterium tuberculosis na kultiva¢ni ptidé Lowenstein-Jensen, riist za 42 dni (zdroj vlastni).
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Standardni kmeny Mycobacterium tuberculosis

Kmen Mycobacterium tuberculosis H37Rv

Kmen H37 byl izolovan doktorem Baldvinem v roce 1905 ze sputa od 19letého pacienta, muze s plicni
formou tuberkuldzy (vzorek ¢islo H37). Od té doby se pouZiva k experimentalnim t¢elam, protoze
ma zachovanou standardni virulenci (studovano na zvifecim modelu, morcatech). Zatimco jiné
virulentni kmeny ztraceji laboratornim pasazovanim svoji virulenci, tento kmen si plnou virulenci

uchovava od doby své izolace v roce 1905 (Cole 2002).

V roce 1934 byl rozdélen podle virulence Steenkenem na H37Rv (virulentni) a H37Ra (avirulentni),
byly popsény fyzické a biochemické charakteristiky téchto variant (Steenken et al. 1934). Tyto kmeny
jsou dosud udrzovany v Trudeau Institute (Steenken et al., 1934). Ptivodni kmen byl bohuZel ztracen
(Ioerger 2010). V pivodnim oznaceni bylo pouZito pismeno R jako symbol pro variantu kmene

rezistentni (a také S pro kmen citlivy) vii¢i vlivim prostiedi.

Kompletni genom kmene H37Rv byl osekvenovan v roce 1998 (Cole 1998) a znovu interpretovan
v roce 2002 (Camus 2002). Jeho velikost je 4,4 miliénu bazi a obsahuje zhruba 4000 predilekénich
gent kodujicich proteiny, z nichZ u 40 % nezname jejich funkci (Sassetti et al. 2003). Obsahuje

zhruba 65,6 mol% bazi G+C (Cole 2002).

Kompletni sekvenace genomu kmene H37Ra byla provedena v roce 2008, kdy byl zaroven porovnan
genom obou kmentt H37Ra ATCC25177 a H37Rv (Zheng et al. 2008). Oba kmeny jsou si vysoce
podobné co do obsahu genti a jejich uspofddani. Genom H37Ra je vétsi o 8 445 bp (o 53 inserci a 21
deleci). Rozdily v repetitivnich sekvencich jako jsou IS6110 a geny rodiny PE/PPE/PE-PGRS jsou
podkladem pro hrubé genetické zmény (Cole et al. 1998, loerger, 2010). Zheng et al. (2008) ve své
studii zaznamenal 272 polymorfisma v porovnani obou kment. Tyto objevy jsou vyuzivany nejen
k poznani patogeneze M. tuberculosis, ale maji také sviij vyznam pfi vyvoji vakcin a antituberkulotik

(Zheng et al. 2008).

Struktura IS6110 neni pro kmen H37Rv homogenni, proto je nutné k epidemiologickym tceliim znat

v8echny varianty. Fingerprinting analyza 1S6110 DNA odli$ila 10 raznych H37 variant (Bifani 2000).

Kmen M. tuberculosis Erdman

Tento kmen byl izolovan z lidského sputa na Klinice Mayo (Rochester, MN) v roce 1945 Williamem
H. Feldmanem. UloZen je ve sbirce kultur mykobakterii Trudeau od roku 1946 (Trudeau
Mycobacterium Culture Collection). V roce 1970 by zmraZen pti -70 °C. Stejné jako pfedchozi kmen
je vyuzivan k vyzkumnym uceldm pro svoji stabilni virulenci, zejména pro studium imunizace a
virulence. In vivo (u mys$i) vykazuje rychlej$i genera¢ni dobu ne? dva atenuované kmeny
M. tuberculosis H37Ra and Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guerin (BCG). Oproti kmenu
H37Rv je pak genera¢ni doba jen mirné rychlejsi (Miyoshi et al. 2012). Oznadeni kmene je

Mycobacterium tuberculosis (ATCC 35801 / TMC 107 / Erdman).
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Purifikovany proteinovy derivat
Purifikovany proteinovy derivat (PPD) je S$iroce pouZivana smés antigenti pro diagnostiku
tuberkul6zy. Jeji slozeni neni ovSem striktné definovano, protoZze mykobakteridlni proteiny jsou

rozsdhle denaturovdny béhem celého procesu jeho p¥ipravy (Borsuk et al. 2009).

Prvni pokusy s proteinovym derivatem - glycerinovym extraktem tuberkuldznich bacild provadél
Robert Koch jiz v roce 1890. Pokousel se vyuzit jej k lé¢ebnym t¢eliim, coZ se ukdzalo jako nevhodné.
Tento extrakt je oznacovan jako ,Old Tuberculin® (OT) (Yang et al. 2012). V roce 1907 poutzil jako
prvni derivat k podkozni aplikaci Clemens Von Pirquet a vroce 1908 tuto metodu definoval jako
kozni test pro detekci tuberkulézy Felix Mendel. Jako PPD byl pojmenovan stabilnéjsi derivat

Florence B. Seiberta z roku 1934 (Yang et al. 2012).

PPD se vyuziva k diagnostice recentni infekce tuberkul6zou a k detekci reakce na pritomnost
tuberkuléznich antigent v organismu. Provadi se tzv. tuberkulinovy koZni test (TST), ozna¢ovany
jako Mantoux test po francouzském lékati Charlesovi Mantouxovi (1877-1947), ktery jej do
diagnostiky zavedl a stanovil diagnostickd kritéria (Yang et al. 2012). Reakce na tuberkulin neboli

PPD se projevuje jako imunopatologicka (alergicka) reakce IV. (pozdniho - tuberkulinového) typu.

PPD se vyrabi tepelnou sterilizaci kmene M. tuberculosis vykultivovaného v bujonu ve stafi 6 tydnt.
Po sterilizaci teplem nasleduje sterilizace filtraci a koncentrace proteint vyuzivajici ultrafiltraci nebo
precipitaci se siranem amonnym. Pfesné ucinky aktivnich komponent proteinti nejsou zndmy.
Nékteré z antigendl jsou shodné pro M. tuberculosis i pro vakcina¢ni kmen M. bovis BCG, tudiz kozni
test vyuzivajici tento PPD nerozli$i mezi infekci M. tuberculosis a stavem po vakcinaci. Podobné lze
PPD vyrobit i z kmene M. bovis nebo M. avium (Dall'Stella et al. 2007, Borsuk et al. 2009). Aviarni

PPD se vyuziva ptedevsim ve vetrindrni mediciné (Vyhlagka ¢. 299/2003 Sb.).

3.6.2. Mycobacterium bovis

Drubh, ktery se svymi vlastnostmi odliSoval od M. tuberculosis a byl izolovan od hovéziho dobytka, byl
poprvé zaznamendn v roce 1896 harvardskym patologem a epidemiologem Theobaldem Smithem.
Vsiml si, Ze onemocnéni tuberkulézou prokazované pokusem na zvifeti (kralikovi) ma jinou
intenzitu, pokud se jedna o kmen pfeneseny z lidskych nebo bovinnich tuberkul@. Kmeny izolované
od dobytka mély mnohem vétsi infekciozitu pro kralika nez kmeny od lidi. Dokazal, ze pavodni
Kochtiv pfedpoklad o stejném ptavodu tuberkuldzy lidské a bovinni je mylny (Smith 1896). Tento
postup byl vyuZit jako prvni moZnost odlieni tuberkulozy lidské (M. tuberculosis) a bovinni
(M. bovis) (Gagneux 2009). Formdlné byl ale tento druh popsan a uveden aZ v roce 1970 Alfredem

G. Karlsonem a Erwinem F. Lesselem (Karlson et Lessel 1970).

Tento druh je primdrné patogenni pro zvifata, hlavné pro celed turovitych, epidemiologickym
problémem muzZe byt u chovli skotu. Mtize ale napadat i jind zvifata, napf. prasata, psi, kocky i

rozmanité divoké druhy zvifat. Vyskytuje se celosvétové (Parish et Brown 2009).
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Prvni celogenomova sekvence byla provedena v roce 2003. Bylo zjisténo, Ze M. bovis ma mnohem
mensi genom nez M. tuberculosis. To by potvrzovalo teorii, Ze se druh M. bovis vyvinul z pfedka

podobného M. tuberculosis (Garnier et al. 2003).

Mycobacterium bovis BCG

Generalni feditel Pasteurova institutu v Lille Albert Calmette se svym spolupracovnikem Camillem
Guérinem zacali vroce kontinudlné subkultivovat vysoce virulentni kmen M. bovis izolovany
z kravského mléka. Tento kmen obdrzeli od kolegy veterinafe Edmonda Nocarda a nazvali jej
»Nocardovo mléko“. Subkultivaci provadéli na kultiva¢nim médiu z vatenych brambor a hovézi zluce
s glycerinem. Cely proces trval 13 let a nepferusila jej ani prvni svétova valka. Po 34 pasazich ziskali
kmen, ktery ani po aplikaci vysoké davky hovézimu dobytku, morcatim ani opicim nezpisobil
tuberkuldézni 1éze (Calmette et Guérin 1913). Po 230 pasdzich kmen svoji virulenci kompletné a
stabilné ztratil a stal se dnes zndmym Bacille de Calmette et Guérin (BCG) (Calmette et Guérin 1924,
Nor et al. 2014). Vakcinace timto kmenem byla vyzkou$ena na mnoha druzich zvifat s vybornym
efektem. Na c¢lovéku byla vakcina otestovana poprvé v cervenci roku 1921 v Patizi z indikace
Benjamina Weill-Halla a Raymonda Turpina. Byl naockovdn novorozenec s vysoce rizikovou
rodinnou anamnézou (matka na TB po porodu zemfela, babi¢ka méla rozsahlou aktivni TB) tfemi
davkami vakciny perordlné (3., 5. a 7. den Zivota). Nebyly zaznamendny Zadné $kodlivé uc¢inky a dité
tuberkulézou neonemocnélo (Nor et al. 2014, Luca 2013). Bylo zahdjeno plo$né ockovani
novorozenct proti TB. Zpocdtku byla vakcina aplikovana peroralné, posléze pak byla WHO
doporudena aplikace intradermalni kviilli moZnosti piesnéj$iho davkovani (Nor et al. 2014). V roce
1930 byla spolehlivost oc¢kovani proti tuberkuléze poznamendna katastrofilni nehodou. Vakcina
dodana z Pasteurova institutu do Libecku byla pfipravovana v mykobakteriologické laboratofi a pii
nedbalé manipulaci byla kontaminovana virulentnim tuberkuléznim kmenem. Z 250 naockovanych
déti 73 zemfelo a u dalSich 135 propukla tuberkuléza (Luca 2013). Divéra ve vakcinaci byla oslabena.

V pozdéjsich letech byla nastavena prisnéjsi pravidla pro vyrobu vakcin.

r

Ptivodni kmen BCG byl ztracen, v Pasteurové institutu v Lille jsou uchovany kmeny z prabézného
pasazovani M. bovis, ale neni jasné, jestli jsou stale Zivotaschopné (Nor et al. 2014). Od roku 1921 je
Bacille Calmette Guérin (BCG) jedinou licencovanou vakcinou pro tuberkulézu. (Rodriguez-Campos

et al. 2014).

V byvalé Ceskoslovenské republice zac¢ala vakcinace proti tuberkuléze, tzv. kalmetizace, v letech
1948-1949 pfti celostatni akci UNICEF. Byly oc¢kovany tuberkulin negativni déti a mladistvi ve véku 1-
18 let. Plosné ockovani novorozencti bylo u nas zahajeno vroce 1953 za pfispéni prazské BCG
laboratote Statniho zdravotniho ustavu za vedeni Ladislava Suly. Vznikl tzv. prazsky podkmen BCG
725 pouzivany témér 30 let, v roce 1980 byl z politickych diivod nahrazen méné kvalitni sovétskou

BCG vakcinou odvozenou z ptivodniho francouzského BCG kmene (Svobodova 2014).
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Ackoliv vakcina¢ni BCG kmeny uZivané ve svété pochdazeji z jednoho kmene, lisi se svoji zbytkovou
virulenci, alergiza¢ni a imuniza¢ni schopnosti a viabilitou (Milstien et Gibson 1990). Vy$si zbytkovou
virulenci a také vy$§i procento komplikaci maji kmeny: déansky 725 a 1331 (Copenhagen), francouzsky
(Pasteur) a sovétsky. Slabé kmeny jsou: japonsky (Tokyo), anglicky (Glaxo) a také prazsky podkmen
725 (Milstien et Gibson 1990, Kiepela et Mlada 2008). V posledni dobé& byla popséna fada genetickych

a antigennich variant BCG kmeni (Oettinger et al. 1999).

Protektivita vakciny je velmi vysoka v prevenci zdvaznych a disseminovanych TB infekci u déti, u
dospélych je ale jeji ochranny vliv omezeny. Lepsi G¢inky mda u dospélych proti lepie nez proti TB

(Nor et al. 2014).

Lécebné vyuziti BCG

Vakcina BCG se suspéchem vyuziva pfi 1é¢bé urotelidlnich karcinom®t mocového méchyte.
Mechanismus d¢inku neni pfesné zndm, ale pravdépodobné dochdzi stimulaci antigent BCG
k rozvoji imunitni reakce, ktera pasobi i proti malignim bunkdm. Poprvé byla tato terapie pouzita

v roce 1976 (Morales et al. 1976).

3.6.3. Mycobacterium africanum

Tento druh se vyskytuje predevsim v Africe, kde zplsobuje vice neZ polovinu pripad humdanni
tuberkulozy. Predpoklada se, Ze je pomérné velkym rezervoarem latentni tuberkulézy, i kdyz jeho
potencidlni progrese je mald (De Jong et al. 2010a). Popsan byl vroce 1968 (Castets et al. 1968)
z kment izolovanych v Africe (Senegal), byl charakterizovan jako pfechod mezi M. tuberculosis a

M. bovis (Rodriguez-Campos et al. 2014).

Je zastoupen dvéma odlisnymi druhy ptvodné oznacenymi jako M. africanum West African 1 a
M. africanum West African II (de Jonge et al. 2010a, David et al. 1978). Pfesné zafazeni do subspecies
komplikuje variabilita biochemickych testd. Proto jsou k tomuto ucelu vyuzivany zejména genové
typiza¢ni techniky. Na jejich zdkladé je podle poslednich vyzkumi@t M. africanum 1 rozdéleno na
M. africanum typ I, West African 1 (MAF1) s prevalenci vyskytu v oblasti Guinejského zdlivu a
M. africanum type 1, West African 2 (MAF2) vyskytujici se hlavné v zdpadni ¢asti Zapadni Afriky.
Vychodni vyvojova vétev — M. africanum typ Il byla pteklasifikovana M. tuberculosis sensu stricto a

predstavuje tzv. genotyp ,Uganda“ (Mostowy et al. 2004, de Jonge et al. 2010b).

Z hlediska biochemické aktivity Ize tento druh zafadit uprostied mezi M. tuberculosis a M. bovis.
Jako M. tuberculosis je citlivé k pyrazinamidu a rezistentni k TCH (hydrazid thiophen-2-karboxylové
kyseliny), jako M. bovis je charakterizovan pomalej$im, spise dysgonickym rastem, slabou produkci
niacinu, negativitou nebo jen slabou schopnosti redukce nitratd a lep$im rstem v mikroaerofilnim

prostiedi na ptidach s pyruvatem. Tento druh ovSem zahrnuje velkou $kalu biochemickych fenotypi.

Z genetického hlediska predstavuje M. africanum 3 skupiny. Prvni skupina je charakteristicka

chybénim regionu TbDj, ale pfitomnosti regiontt RD7, RD8, RDg a RD1o. Druha skupina zahrnuje
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kmeny, kde je delece RDg, ale RD7, RD8 a RD 10 jsou pfitomny. Ve tieti skupiné chybi kmentim
v8echny uvedené regiony (RD7, RD8, RDg, RD10) (Mostowy et al. 2004).

V Ceské republice bylo doposud izolovano jen jednou v roce 2011 (Svobodova 2013), a to u cizince ze

zapadni Afriky (Nigérie).

3.6.4. Mycobacterium canetti

Prvni zminka o tomto druhu zaznéla poprvé vroce 1969 od francouzského mikrobiologa George
Canettiho, kdyZ popsal ,zvlastni kmen M. tuberculosis“ s rastem v hladkych koloniich. Detailné byl
tento druh popsan vroce 1997 z kmene izolovaného od somalského chlapce slymfadenitidou a
popsan jako novy taxon v ramci komplexu M. tuberculosis. Tento kmen se neli$il od M. tuberculosis
ani biochemicky ani sekvenci 16SrRNA, ale liil se fenotypové - tvofil hladké lesklé kolonie (Van
Soolingen et al. 1997). Tyto rtstové odchylky jsou podminény zménami v bunécné sténé, které se
tykaji glykolipidd, lipooligosaccharidi (LOSS) a mykosida (voskit v mykobakteridlni bunééné sténé)
(Pérez et al. 2004). Virulence téchto hladkych kment byva vy$$i neZ virulence kmene po nékolika
pasazich pii konverzi do drsného ristu, pficemz konverze byva nevratnd. Na zdkladé genetické
analyzy tohoto kmene byl druh M. canetti vy¢lenén z M. tuberculosis. Popsané rozdily se tykaly
hlavné pfitomnosti inzeréni sekvence 1S1081, kdy u tohoto kmene byla detekovdna jen jedna (u
M. tuberculosis je popisovano v genomu 4-7 kopii). Metodou spoligotypingu byl odhalen dalsi rozdil
v poltu 43 riznych kratkych mezernikt (spacer) v DNA sekvenci na polymorfnim DR lokusu
(M. canetti jen dva) (Van Soolingen et al. 1997). Vyvojové piedstavuje M. canetti samostatnou linii ze

spole¢ného predchidce M. tuberculosis komplex (Brosch et al. 2002).

Jde o lidsky patogen vyskytujici se predev§im v Africe. Rezervoar ale neni stile pfesné znam
(Rodrigues-Campos et al. 2014). Neni vylouceno, Ze ¢lovék muZe byt i jen nepfimy hostitel (Mostowy

et Behr 2005).

3.6.5. Mycobacterium caprae

Tento druh byl popsin poprvé vroce 1999 jako Mycobacterium tuberculosis subsp. caprae
z diseminované tuberkul6zni infekce u kozy. Hlavni charakteristiky odlisujici novy druh od dosud
znamych druht byly specifické kombinace polymorfismu genti pncA, katG and gyrA a specifickd
struktura IS6uno (RFLP), DR lokusy, polymorfni sekvence bohaté na GC nukleotidy a VNTR
charakteristiky (Aranaz 2003). V roce 2002 byl na zékladé genotypovych a fenotypovych charakteris-
tik druh pifejmenovan z M. tuberculosis subsp. caprae na Mycobacterium bovis subsp. caprae
(Niemann 2002), ovSem dal§im vyzkumem se potvrdilo, Ze M. caprae je vyvojové star$i nez M. bovis,
a tudiz by mélo ziistat pod skupinou M. tuberculosis (Brosch et al. 2002, Mostowy et al. 2004).

M. caprae je primdrné zviteci patogen, vyskytuje se i v Evropé (Francie, Rakousko), vyskytuje se u
koz, ale i u jinych druht@ zvifat (prasata, jeleni..). Byla popsdna i onemocnéni u lidi, casto
v souvislosti s chovem dobytka, hlavné koz (Gutiérrez et al. 1997). V Ceské republice bylo toto

mykobaktérium izolovano také, a to u dobytka - tfi outbreaky v letech 1966, 1991, 1995, ddle v roce
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1999 u jelena z farmaiského chovu (Pavlik et al. 2002a). Byl prokazan i ptipad onemocnéni u ¢lovéka
vroce 1999 (Pavlik et al. 2002b). Vyskyt bovinni tuberkulézy u zvifat obecné je v Ceské republice

monitorovan, kazdy outbreak mize predstavovat epidemiologické riziko pro lidi.

3.6.6. Mycobacterium microti

Tento druh je fylogeneticky velmi blizky M. tuberculosis. Lisi se jen v nékolika mélo biochemickych
vlastnostech a jeho virulence pro ¢lovéka je nizsi (Frota et al. 2004). Druh byl objeven v roce 1930 u
hrabosti a pojmenovan v roce 1937 A. Q. Wellsem jako ,hrabosi bacil“ - voles mycobacterium (Wells
1937). Pozdéji byl oznacen jako M. tuberculosis var. muris, protoze jej dostupnymi metodami nebylo

mozné odlisit od M. tuberculosis. Druh pojmenoval v roce 1957 Reed (Reed 1957).

Tento druh se také vyuzival kvyzkumu a vyvoji ockovaci latky proti M. tuberculosis. Této
problematice se intenzivné vénoval ¢esky ftizeolog a mikrobiolog Ladislav Sula (1912-1992). Jedna
z o¢kovacich latek, kterou vytvotil (tzv. M-vakcina), pochédzela z kmene M. microti (Svobodova 2014,
Frota et al. 2004). Tato vakcina byla suspéchem pouzivana v letech 1951-1969, kdy bylo

intradermdlné naockovéano pfiblizné 500 0oo osob, hlavné novorozenci (Frota et al. 2004).

Jde také o zvifeci mykobakterium, které napada predevS§im drobné hlodavce - mySice, norniky a
rejsky. Vzacné se miize vyskytovat u lam, kocek a prasat. Clovék je nakaZen jen velice vzacné (Frota

et al. 2004).

3.6.7. Mycobacterium pinnipedii

Toto mykobakterium bylo poprvé izolovano z uhynulych tulefitt (pinnipeds) s plicni ,tuberkulézou”
v moiském parku v Austrélii v roce 1991 (Forshaw et Phelps 1991). Jako novy druh M. pinnipedii bylo
pojmenovano vroce 2003 (Cousins et al. 2003). Specifita tohoto druhu byla potvrzena dal$imi

genetickymi studiemi (Bigi et al. 2005).

Je to zvifeci patogen, vyskytuje se u moiskych savcd, za uréitych okolnosti se mize pfendset i na
suchozemské savce, event. i na ¢lovéka (hlavné osetfovatelé téchto zvifat) (Rodriguez-Campos et al.

2014).

3.6.8. Mycobacterium suricattae
Tento druh byl izolovan od africkych surikat. Geneticky je velmi podobny M. mungi a dassie bacillus,

vyvojové patti k vétvi M. africanum subtyp1 (Parsons et al. 2013, Dippenaar et al. 2015).

3.6.9. Dalsi ekotypy

Oryx bacillus byl poprvé popsan jako varianta M. bovis vyskytujici se u africkych antilop v roce 1976
(Lomme 1976), geneticky popsdn a navrzen Van Ingenem, aby byl uznan samostatnym druhem
(Mycobacterium orygis) (Van Ingen et al. 2012). Tento druh se objevuje u antilop a nékterych dal§ich

savcl v Africe a jizni Asii, ¢lovék se mize nakazit pti kontaktu s témito Zivocichy.
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Dalsi je tzv. dassie bacillus, popsany uZ v roce 1958 a vyskytyjici se u africkych daman@ (mistné

nazyvanych dassie) (Wagner 1958). Vyskytuje se pievazné v Africe a stfedni Asii.

Dal$i je podobny patogen u mangust, ktery je navrZzen na pojmenovani Mycobacterium mungi
(Alexander et al. 2010). Tento druh spolu s dassie bacillus jsou fylogeneticky spojeny s ptivodnim

kladem (vyvojova vétev) M. africanum West African II (Huard et al. 2006).

3.7. Tuberkul6za

V pribéhu historie lidstva byla povazovana za velmi obavané a nebezpe¢né onemocnéni. O tom
svéddi i fada lidovych nazvd, vyjadiujicich postupné chatrani nemocného ¢lovéka a typicky pribéh
nemoci - ubyté, souchotiny, bily mor apod. Byla opfedena i fadou mytd a povésti, napt. nazev

ykralovo zlo“ vyjadfuje mytus Sifeny zejména v Anglii, Ze se TB vylé¢i dotykem kralovskeé ruky.

V moderni dobé, po poznani ptivodce TB a podstaty jejiho $ifeni, je jednozna¢né povazovana za
ysocidlni nemoc®. Vyskyt v jednotlivych oblastech svéta se vyznamné lisi. V rozvojovych a socialné

slabych statech patii TB mezi nej¢astéji se vyskytujici onemocnéni (viz déle - Epidemiologie TB).

Etiologickym agens tohoto onemocnéni je kterykoliv z druhtt komplexu M. tuberculosis. Onemoc-

néni zptisobenda netuberkuléznimi druhy mykobakterii se nazyvaji mykobakteriozy.

3.7.1. Patogeneze a formy tuberkuldzy

Pfi prvnim kontaktu hostitele s M. tuberculosis vnikaji mykobakteria inhala¢ni cestou do plicnich
alveol, kde se mnozi. Vyviji se tuberkul6zné specificky fokus a mykobakteria se $i¥i do regionalnich
lymfatickych uzlin (Homolka 2016). Ty spolu s loZiskem zdnétu v plicnim parenchymu tvofi primarni
tuberkulozni komplex. Vyviji se primdrni tuberkul6za. V této dobé se také vytvaii reaktivita na
tuberkulin (alergicka reakce IV.typu). Vgo % piipadii reaguje buné¢nd imunita organismu
dostate¢né a dochdzi ke spontdnnimu zhojeni. V misté nekrozy casto vznikaji kalcifikace a
v organismu pietrvava loZisko tzv. latentni tuberkuldézy (LTBI) (Homolka 2016). Perzistujici formy
mykobakterii zastavaji v lozisku vtzv. dormantni formé. Pokud primarni komplex podléha
kazeifikaci, $ifi se TB per continuitatem. Ve zbylych pfipadech se béhem tvorby primarniho
komplexu $ifi mykobakteria hematogenné bud v plicich anebo i do kteréhokoliv jiného organu, tak
potom vznika lozisko mimoplicni TB. Tento proces se nazyva primarni progresivni TB. Nejzdvaznéjsi
formy hematogenniho rozsevu vyusti v milidrni TB nebo TB meningitidu (bazilarni meningitida). U
osob s LTBI muze po letech vlivem oslabeni organismu vzniknout reaktivace tuberkulézniho

procesu. Tak vznikd tzv. postprimarni TB. Postprimdrni TB miize vzniknout také i novou exogenni

reinfekci (Homolka 2016).

3.7.2. Klinicky obraz aktivni tuberkuldzy
Tuberkul6za se projevuje nejprve nendpadnymi, postupné nastupujicimi pfiznaky. Typicka je Gnava,
vyCerpani, subfebrilie, pfedevsim vecer, zejména noc¢ni poceni, v pokrocilych stadiich pak vyrazna

ztrata télesné hmotnosti az kachektizace. Dalsi projevy jsou typické podle lokalizace infekéniho
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procesu. Nejéastéji se vyskytuyjici plicni forma je doprovazena kaslem, s pokracujici nemoci je kasel

produktivni, mtiZe dochazet az k hemoptyze.

3.7.3. Imunogenicita M. tuberculosis

Imunita lidského organismu reaguje na pritomnost tuberkuléznich mykobakterii mnohocetnymi
mechanismy. Imunita je aktivovdna specifickymi slozkami mykobakteridlni bunécné stény,
obsahujici dlouhé fetézce mastnych kyselin, glykolipidi a lipoprotein®, a dal$imi bakterialnimi
strukturami. Je aktivovana vrozena i specifickd imunita (Gagneux et Small 2007). Mezi vyznamné
imunogenni antigeny patii ESAT-6 (earlysecreted antigenic target protein 6 kDa) a CFP-10 (culture
filtrate protein 10 kDa) (Handzel 2013), které se vyuZivaji v neptimé diagnostice TB infekce, tzv.

metoddch IGRA (Interferon Gamma Release Assay).

3.7.4. Diagnostika tuberkuléozy

Cely diagnosticky proces bychom mohli popsat jako souhrn - mozaiku vysetieni klinickych,
laboratornich, vySetfeni zobrazovacimi technikami, kdy ¢im vice kament do této mozaiky zapada,
tim je diagnostika tuberkuldzy presnéjsi. Je to komplexni proces, na kterém se podili fada obort.
Prvotni je klinické vySetfeni pacienta (klinicky obraz, objektivni i subjektivni nélez), ddle provedeni
zobrazovacich metod (radiologicky nadlez, pocitatova tomografie [CT], magnetickd rezonance [MR]

atd.), histopatologické vySetfeni a zejména mikrobiologické vySetieni (Vasakova et al. 2016).

Podle WHO (2013) se za jednozna¢né prokdzanou TB povazuje TB bakteriologicky ovéfend, tedy TB
pozitivni mikroskopicky, kultiva¢né nebo tzv. WRD testy, coZ jsou testy rychlé diagnostiky v¢.
molekuldrnich testd doporuc¢ené WHO. Mezi tyto WRD testy se fadi napf. GeneXpert MTB/RIF
(Cepheid, Sunnyvale, CA). Za klinicky ovéfenou TB se povazuje kazdy pripad, kdy kritéria
bakteriologické ovérenosti naplnéna nejsou, ale diagnoza aktivni TB je stanovena na zakladé jinych

nalezi a je zahajena lé¢ba. Vlastni laboratorni diagnostika TB bude probrdna dale.

3.7.5. Lé¢ba tuberkuldzy

Spravnd lécba tuberkuldzy je zarukou vyléceni pacienta, minimalizace $ifeni nemoci a minimalizace
vzniku sekundarni rezistence mykobakterii. Ridi se doporucenymi standardnimi postupy
jednotlivych zemi, vytvofenymi podle doporu¢eni WHO a odbornych spole¢nosti jednotlivych stata.

Aplikuji se tzv. standardizované rezimy pro definované skupiny pacientd.

Cilem spravné antituberkul6zni 1é¢by (AT 1écba) je vylédit nemocného s tuberkulézou a zachovat
kvalitu zivota a produktivitu, zabranit umrti na aktivni tuberkuldzu a pfedejit pozdnim nasledktim,
zabranit relapsu onemocnéni, minimalizovat moZnost ptfenosu TB na ostatni, zabrdnit vzniku

ziskané lékové rezistence (Zatloukal et al. 2016).

Pro zahdjeni lé¢by TB je dilezité stanovit tzv. pripad tuberkuldzy podle definice uvedené ve

standardnich postupech Ceské pneumoftizeologické spole¢nosti CLS JEP (Zatloukal et al. 2016):
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,Definice pripadii TB:

1) Podezi‘eni na tuberkulézu - osoba s pfiznaky nebo znaky, které vzbuzuji ditvodné podezieni
na tuberkulézu

2) Pfipad tuberkuldzy - definitivni pfipad tuberkulézy nebo nemocny, u ného? byla tuberkuléza
stanovena specialistou PNE a bylo rozhodnuto o zahdjeni AT lécby.

Pozn.: Kazdy nemocny, léceny pro TB md byt hldsen jako piipad tuberkuldzy. Tzv. ,lécebny pokus*”
antituberkulotiky nemiiZe byt pouzivdn k diagnostice TB.

3) Definitivni piipad tuberkulézy - nemocny, u néhoz byl z klinického materidlu identifikovdn
Mycobacterium tuberculosis komplex bud klasickou kultivaci, nebo novéjsi metodou, jako je
molekuldrni LPA (line probe assay). (V zemich, kde neni dostate¢nd laboratorni kapacita rutinné
identifikovat M. tuberculosis je jedna pozitivita mikroskopického vySetfeni na acidorezistentni tycky
rovnéZ pokldddna za definitivni pfipad TB za pfedpokladu, Ze je provddéna externi kontrola kvality)

TB pripady jsou také klasifikovdny podle:

1) lokalizace tuberkulézniho postiZeni (plicni, mimoplicni)

2) vysledek bakteriologického vySetieni (véetné rezistence na AT)

3) anamnéza predchozi lé¢by tuberkul6zy

4) HIV status* (Zatloukal et al. 2016).

Lécba TB je dlouhodobd a kombinovand. Podle doporu¢eni WHO probihd v soucasné dobé
standardné lé¢ba TB vsystému DOTS - Directly Observed Treatment Short Course (pfimo
kontrolovana kratkodoba lécebna strategie). Znamena to, Ze lé¢ba probihd pod dohledem lékate
(minimalizace $patné compliance pacienta) a minimdlni dobu za pfesné stanovené kombinace lékt

nutnou k maximdlnimu efektu 1é¢by.

V tuberkul6znim procesu se vyskytuji rizné formy ristu mykobakterii a toto musi byt zohlednéno
pfi volbé kombinace antituberkulotickych pfipravki. Podle Mitchisonovy teorie se vlozisku TB
vyskytuji populace mykobakterii aktivné rostouci (pfevazné za pfitomnosti velkého mnozstvi kysliku
v kavitach v zdsaditém prostiedi, extracelulirné), populace sttidajici obdobi klidu a aktivniho déleni
(v uzavienych kazedznich loziscich v neutrdlnim pH), populace pomalu rostoucich (oblasti s malym
pfistupem kysliku a nizkym pH) a tzv. spici formy (dormanti), které pieZivaji i v podminkach
anaerobnich, ale nemnoZi se (Mitchison 1984). Za tzv. perzistory jsou povaZovana mykobakteria,
kterd jsou in vitro citlivd na léciva, ale presto jsou schopna piezivat v makroorganismu i pres
intenzivni terapii pfislusnym antituberkulotikem (McDermott 1958). Mezi perzistory patii zejména

mykobakteria pomalu rostoucich populaci. Ty pak mohou byt pak zdrojem reaktivace TB.

Pravé kombinace nékolika antituberkulotik zaji$tuje efekt lé¢by na vSechny formy. Kombinovana AT
lé¢ba by méla mit tedy ucinek baktericidni (usmrceni rychle rostoucich mykobakterii), steriliza¢ni
(usmrceni semidormantnich mykobakterii) a také uc¢inek vedouci k zabrdnéni selekce rezistentni

populace (viz 3.8.5 Rezistence M. tuberculosis). K1é¢bé TB se vyuzivaji zakladni antituberkulotika
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(AT) (viz ddle). V ptipadé nutnosti (rezistence k zdkladnim AT, komplikace zdravotniho stavu

pacienta apod.) je aplikovdna druha fada AT a ATB.

Léc¢ba TB probihd ve dvou fdzich. Prvni je tzv. fize inicidlni (Gto¢nd) vétSinou v kombinaci 3—4
preparaty, trvajici u nekomplikované TB 8 tydnd, a déle fize pokracovaci (zajistovaci) v kombinaci 2
preparatt po dobu nékolika mésicti. Faze inicia¢ni vede k podstatné eliminaci mykobakterii a
k zahdjeni reparace postizené tkané, faze pokracovaci pak k eliminaci méné metabolicky aktivnich

populaci (Zatloukal et al. 2016).

Lécebné preparaty s antituberkulotickym ucinkem jsou podle Cegielského et al. (2012) rozdéleny do
1 kategorii na zdkladé jejich chemické podobnosti a vyskytu zkiizené rezistence. Jde o kategorie:
isoniazid, rifamyciny (rifampicin, rifabutin, rifapentin), pyrazinamid, ethambutol, streptomycin,
aminoglykosidy 2. fady (kanamycin, amikacin), cyklické polypeptidy (kapreomycin, viomycin),
fluorochinolony (ciprofloxacin, ofloxacin, levofloxacin, moxifloxacin), thioamidy (ethionamid,

prothionamid), serinové derivaty (cykloserin, terizidon) a para-aminosalicylovou kyselinu.

K1é¢bé TB se pouzivd kombinace antituberkulotik prvni fady - zdkladni AT (viz déle). Pti
komplikacich 1é¢by, kontraindikacich téchto AT a v piipadé rezistence kmene se lé¢ba doplnuje,

resp. nahrazuje 1éky (AT a ATB) druhé fady.

3.7.6. Rezistence Mycobacterium tuberculosis
Pfirozend rezistence (intrinsic resistance) M. tuberculosis k véts$iné antimikrobnich latek je ddna
specifickym sloZzenim jejich buné¢né stény, produkci betalaktamdz a schopnosti efluxu nékterych

ATB (Kolyva et Karakousis 2012).

U M. tuberculosis nebyl dosud popsan horizontalni pfenos gent rezistence, jak tomu je napf. u
gramnegativnich ty¢inek. Ziskana rezistence M. tuberculosis k antituberkulotikim je zptisobena
nejfastéji spontdnnimi mutacemi v chromozomalnich cilovych genech (Gillespie 2002). Rezistentni
populace se vyvijeji selektivnim rlistem rezistentnich populaci (mutantt) a jsou $ifeny v disledku
nespravné terapie (Kolyva et Karakousis 2012). V kazdém loZisku tuberkulozni infekce je cast
mykobakterii rezistentni ke kazdému ze zdkladnich antituberkulotik (AT). Toto mnozZstvi
rezistentnich mutant je odhadovano na 1% populace vlozisku a nazyva se ,kritickd proporce
rezistentnich zarodk“. Podle definice je kritickda proporce procento tuberkul6znich bacilt v inokulu
rostouci na kultiva¢ni ptidé obsahujici tzv. kritickou koncentraci daného antituberkulotika. Je-li rtist
vy$8i nez kritickd proporce je AT klinicky neu¢inné (Canetti at al. 1969, Cambau 2011). Tyto hodnoty

byly stanoveny experimentalné pro jednotlivé druhy AT.

Rezistence tedy vznikd zejména nasledkem nespravné terapie TB (nedostate¢nd délka terapie, davka
antituberkulotik, noncompliance pacienta apod.). Vznik rezistentni TB zdvisi na poctu
tuberkul6éznich baciltt a pocétu rezistentnich mutant v lozisku. Vy$$im poc¢tem AT v kombinaci se

mnozstvi kompletné rezistentnich bacilii vyznamné sniZuje (viz déle - 1é¢ba TB). Primarni rezistence
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u pacientt se vyviji pfenosem sekunddrné rezistentniho kmene na nového pacienta (Joshi 20m).
Sekunddrni rezistence vznika b&hem lé¢by anebo u recidiv onemocnéni (Cambau 2011). Rezistenci
tuberkuldzy je proto mozné oznalit za ,man-made problem® (Reichman et al. 2014). Proto je
rezistentni TB tak velkym problémem vzemich snedostate¢nym programem kontroly TB

(diagnostika, lé¢ba, epidemiologie...).

Zaklad k vyzkumu rezistence u M. tuberculosis poskytl vyzkum rezistence u nespecifickych bakterii.
Rezistentni kmeny E. coli maji missense mutace (méni kddovanou aminokyselinu) a krdtké delece na
genu rpoB. Pozdéji bylo popsano dal$ich 17 mutaci v této lokalizaci. Tento vyzkum na E. coli polozil
zdklad pro molekularné genetické studie tykajici se mutaci na rpoB genu v souvislosti s rezistenci
mykobakterii k RIF (Musser 1995). Pres tuto skute¢nost Gagneux et al. (2006b) uvadéji, ze tyto
mutace nemusi nezbytné vést k manifestni rezistenci k RIF. V téchto pfipadech pravdépodobné

existuji kompenza¢ni mutace, které u E. coli byly jiZz popsdny (Reynolds 2000).

Pro jednotlivd antituberkulotika jsou stanoveny tzv. kritické koncentrace. Predstavuji nejnizsi
koncentraci 1éku inhibyjici kmeny, které nikdy nebyly v kontaktu s antituberkulotikem (tzv. divoké
kmeny) u pacientl reagujicich na 1é¢bu klinickym zlep$enim (Richter et al. 2009). Tyto koncentrace
uvefejiiuje a doporucuje WHO a ECDC (European Center for Disease Prevention and Control).
Vyuzivaji se pro testovani citlivosti izolath M. tuberculosis, kdy se porovnava rist kmene na padé
s kritickou koncentraci AT a na ptidé bez AT. Obecné lze fici, Ze standardizace metod pro testovani
citlivosti M. tuberculosis je obtizna kvili rozdilné uc¢innosti jednotlivych 1é¢iv v rznych typech médii

a v riznych metodach.

3.7.7. Typy rezistence Mycobacterium tuberculosis

Jako primarni rezistence M. tuberculosis je oznacCovdna situace, kdy je kmen M. tuberculosis
rezistentni k nékterému z antituberkulotik u pacienta, ktery byl timto kmenem primarné infikovan,
tedy aniz by se kdy na TB 1é¢il déle neZz 1 mésic. Nékdy byvad oznacovadna také jako ,rezistence u
novych onemocnéni“ (Vashakidze et al. 2009).

Sekundarni rezistenci je oznacovdna rezistence u kmene od pacienta, ktery byl jiz nékdy v minulosti
lé¢en antituberkulotiky déle neZ jeden mésic (Vashakidze et al. 2009). Pfedchdazejici lé¢ba tedy
zahrnuje pfipady relapsti, 1é¢by po diivéjsim selhdni terapie a pfipady po nespravné 1é¢bé, event. i

chronické pfipady onemocnéni (Vashakidze et al. 2009).

Podle mnozstvi a typt rezistentnich antituberkulotik jsou rezistentni kmeny M. tuberculosis déleny

do nékolika skupin - viz tabulka 3 (Vashakidze et al. 2009).
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Tabulka 3 - Pfehled typt rezistence Mycobacterium tuberculosis

Typ rezistence Popis
monorezistence rezistence ke kterémukoliv jednomu ze zdkladnich AT
polyrezistence rezistence ke dvéma a vice AT prvni fady, ale nikoliv sou¢asné k INH a RIF

multirezistence (MDR

. . rezistence soucasné k INH a RIF (a déle event. i k dal§im AT)
multi drug resistant)

extenzivni rezistence rezistence MDR (tedy INH+RIF) a soucasné rezistence k fluorochinolontim
(XDR extensively drug (minimdlné k jednomu z nich) a dale sou¢asné k jednomu ze ti injektabilnich
resistant) antibiotik druhé fady (amikacinu, kanamycinu nebo capreomycinu)

Hlavnim markerem pro detekci MDRTB je rezistence k RIF, protoze 9o % izolati rezistentnich k RIF

je rezistentnich také k INH (Mani et al. 2001, Somoskovi et al. 2001)

Je pouzivdn i termin TDR (totally drug resistant). Tato kategorie ov§em nebyla dosud oficidlné
uznana a definovdna WHO (Cegielski et al. 2012). Vtomto piipadé je kmen M. tuberculosis
rezistentni ke viem zndmym AT a ATB. Tyto kmeny se vyskytly dosud jen vyjime¢né v Iranu, v Indii a
v dal$ich nékolika zemich (Ahmed et al. 2016). Definovani této skupiny je podle WHO (WHO 2017)
obtizné z mnoha divodu. Jednak jde o rozdil ve vysledcich testd citlivosti in vitro a i¢inkem léku in
vivo u novych a méné pouzivanych ATB. Ddle jde o vyvoj novych 1ékii, u kterych neni jejich t¢inek
vaci M. tuberculosis presné popsdn a doloZzen a neni u nich ani presné definovana kritickad
koncentrace. V rutinni praxi byva testovano vétsinou 1 AT z kazdé AT kategorie (viz ddle), pii¢emz
citlivost kmene u jednotlivych zastupcti kazdé kategorie nemusi byt nutné stejnd. Dal$im faktem je,
7e neexistuje presny konsensus v seznamu vSech 1éka s antituberkuléznim a¢inkem (Cegielski et al.

2012).

U isoniazidu a ethambutolu je rozliSovan nizky a vysoky stuper rezistence. Toto je dano pfitomnosti
konkrétni mutace. U izoniazidu mutace vinhA vede k tzv. nizkému stupni rezistence (low level
resistance), tedy rozmezi MIC o,1-1,0 mg/l (Palomino et Martin 2014). Zaroven pfitomnost této
mutace udava zk¥izenou rezistenci k ethionamidu (ETH) (viz déle). Mutace v katG vede k rezistenci

vysokého stupné (high level resistance) u isoniazidu, MIC je zde >1 mg/l (Palomino et Martin 2014).

Studie vychazejici z celogenomové sekvenace prokazuji, Ze mutace kodujici rezistenci jsou spojeny
s kompenza¢nimi mutacemi jinde v genomu M. tuberculosis, které vedou k tomu, Ze onemocnéni TB
muze byt spojeno s fyziologickymi a strukturdlnimi zménami vyslednych bilkovin v burikach
mykobakterii. To zvy$uje moznost, Ze rezistence vii¢i AT by mohla mit vliv na mikroanatomickou

strukturu a antigenni specificitu, ndsledné tedy i na imunitni odpovéd T-bunék (Dheda et al. 2014).
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4. Antituberkulotika a mechanismy jejich rezistence

Pfehled mutaci odpovédnych za rezistence u jednotlivych antituberkulotik a antibiotik je souhrnné

uveden v tabulce ¢. 4.

Tabulka 4 - Mechanismus rezistence u AT a ATB, jejich MIC (pfevzato z da Silva et Palomino 2011)

preparat MIC (mg/1) Gen Role produktu genu
Isoniazid 0.02-0.2 (7Hg/7H10) katG katalaza/peroxidaza

inhA enoyl reduktdza

ahpC alkyl hydroperoxid reduktdza

kasA B-ketoacyl-ACP syntdza
Rifampicin 0.05-0.1 (7Hg/7H10) rpoB B-podjednotka RNA polymerdzy
Pyrazinimide 1650 (L)) pncA pyrazinamidaza
Streptomycin 2-8 (7Hg/7H10) rpsL S12 ribozomalni protein

Ts 16S rRNA

gidB ety lraneferize
Ethambutol 1-5 (7Hg/7H10) embB arabinosyl transferaza
Fluorochinolony 0.5-2.0 (7Hg/7H10) gyrA/gyrB DNA gyrdza
Kanamycin/amikacin 2—4 (7Hg/7H10) rrs 16S rRNA
Capreomycin/viomycin 2-4 tlyA rRNA methyltransferaza
Ethionamide 10 (7Hn) inhA enoyl reductaza

thyA thymidylate synthaza A
p-amino salicylic acid 0.5 (L)) ;g? folat reduktdza/syntdza

nhoA.acc acetyltransferdza
PA-824 and OPC-67683 0.03 (7Hg/7H10) Rv3547 hypothetical 16.4 kDa
TMC207 0.03 (7Hg/7H10) atpE ATP synthaza

alr D-ala ligaza
Cycloserine ddIA racemaza

cycA
|

4.1. Zakladni antituberkulotika

Skupinu zdkladnich antituberkulotik tvoii pét antituberkuldéznich preparata: streptomycin (STM),
isoniazid (INH), rifampicin (RIF), ethambutol (EMB) a pyrazinamid (PZA). Tyto léky jsou pouZivany
k1é¢bé infekci zpasobenych druhy M. tuberculosis komplexu jako léky prvni volby. Rezistence
mykobakterii ke kazdému z téchto AT je spojena s vyskytem bodovych mutaci, deleci nebo inzerci
(Marques da Silva et al. 2013). V 1é¢ebné kombinaci ma kazdé ze zakladnich AT svoji ulohu. INH je
odpovédny za likvidaci maximélniho po¢tu mykobakterii v inicidlni fazi 1é¢by (95 % mikroorganismi

béhem 2 dnt 1é¢by). Jeho baktericidni G¢inek je pak nahrazen RIF a PZA v intenzivni fazi. Ve fazi

37




pokracdujici (kombinace RIF+INH) je RIF jedinym prepardtem dé¢inkujicim na tzv. perzistory. EMB

slouZi jako AT bakteriostaticky ptisobici (Mitchison 2000).

4.1.1. Streptomycin

Streptomycin byl objeven jako druhé antibiotikum po penicilinu vroce 1943 Albertem Schatzem
z aktinobakterie Streptomyces griseus. Bylo to prvni antibiotikum, které uc¢inkovalo na mykobakterie.
K 1é¢bé TB se pouzivalo od roku 1947. BohuZel brzy po zavedeni tohoto antibiotika do lé¢by TB se

objevily prvni rezistence jako diisledek monoterapie STM (Palomino et Martin 2014).

Je to baktericidni antibiotikum patfici do skupiny aminoglykosidd. Je podavan parenteralné
(intramuskuldrné). Pfi svém uc¢inku inhibuje syntézu proteint vazbou na malou 30S podjednotku
prokaryotického ribozému. Po napojeni aminoglykosidu na rRNA dojde ke zméné ¢teni kodona a
nedochazi k elongaci polypeptidového fetézce (Majumder et al. 2007, Zhang et Yew 2015). Ackoliv
patii STM mezi aminoglykosidy, zkfiZena rezistence mezi jim a dal$imi (kanamycin, amikacin) se

vyskytuje zfidka vzhledem k odlisnému mechanismu rezistence (Kolyva et Karakousis 2012).

STM pisobi predevsim na extracelularné uloZené proliferujici mykobakterie v minimdlni inhibi¢ni
koncentraci (MIC) 2-4 mg/l, jeho vliv na klidové formy a intracelularné ulozena mykobakteria je
minimdlni (Zhang et Yew 2009). Ma fadu nezddoucich téink®, ptsobi nefrotoxicky, ototoxicky,

neurotoxicky.

Mechanismus rezistence

U ostatnich kliniky vyznamnych bakterii se u STM uplatriuje ireverzibilni streptomycinovy typ
rezistence (single step). NejbéZnéj$i mechanismus rezistence je exprese enzymil potlacujicich a¢inek
STM, piicemz tyto enzymy jsou kodovany plasmidy. U mykobakterii ovSéem tento mechanizmus
dosud popsan nebyl (Majumder et al., 2007). U M. tuberculosis byly mutace souvisejici s rezistenci
popsany na dvou mistech - na genu rrs koduyjicim 16S podjednotku rRNA a na genu rpsL kéduyjicim
ribozomalni protein Si2 (Zhang et Yew 2015). Nejcastéj$i mutaci na rpsL je substituce na kodonu 43
z lysinu na arginin, K43R (Sreevatsan et al. 1996, Zhang et Yew 2015, Kolyva et Karakousis 2012), dalsi
¢astou mutaci je zména na kodonu 88 (K88Q) - zména z lysinu na glutamin (Sreevatsan et al. 1996,
Zhang et Yew 2009, Palomino et Martin 2014). Mutace genu rrs se objevuje na smy¢ce 16S rRNA a je
lokalizovdna do dvou regionit v okoli nukleotidil 530 a 915 (Zhang et Yew 2009, Palomino et Martin
2014). Mutace na genech rrs a sprL vedou k vysoké rezistenci viici STM - MIC > 1000 mg/l nebo
k rezistenci stfedni MIC 64-512 mg/l (Kolyva et Karakousis 2012, Sreevatsan et al. 1996). 20-30 %
kment rezistentnich k STM ovSem nema ani jednu z téchto dvou mutaci. Tyto kmeny vykazuji
nizkou rezistenci k STM (MIC <32 mg/1). Tato rezistence je zpisobena mutaci v genu gidB kodujicim
7-methylguanosine m(7)G methyltransferazu specifickou pro 16S rRNA. Dal$i mutace mohou
prispivat ke zkiiZenym rezistencim mezi ostatnimi aminoglykosidy (napf. mutace v promotoru genu

whiB7) (Zhang et Yew 2015). Na rozdil od jinych bakterii ma M. tuberculosis pouze jednu kopii rRNA
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operonu a tedy pfi zméné jednoho nukleotidu vrRNA mtze tato vyustit ke vzniku rezistence

(Musser, 1995).

4.1.2. Isoniazid

Isoniazid neboli hydrazid kyseliny nikotinové (isonicotinhydrazide) je pouZivan k 1é¢bé TB od roku
1950. Strukturné je blizky ethionamidu a pyrazinamidu (Kolyva et Karakousis 2012). V sou¢asné dobé
tvofi spolu s rifampicinem zdklad antituberkulotické lécby, oba tyto léky plisobi na metabolicky

aktivni mnoZici se mykobakteria. Na netuberkul6zni mykobakterie je vétsinou neacinny.

INH primdrné interferuje stvorbou bunéc¢né stény mykobakterii, inhibuje syntézu mykolovych
kyselin (Kolyva et Karakousis 2012). V nékterych studiich je popsdna také inhibice syntézy
nukleovych kyselin, fosfolipidt nebo metabolismu NAD (Marques da Silva et al. 2013). V butikach
mykobakterii se INH vaZe na dva cile - struktury nezbytné k syntéze mykolovych kyselin: InhA
kodujici NADH-dependentni enoyl-acyl transportni protein reduktdzu (ACP) a KasA (B-ketoacyl-
ACP syntdza). Mutace byvaji nachdzeny v promotorech nebo méné ¢asto v genech kdduyjicich tyto
proteiny (inhA, acpM, kasA). Uloha mutace v kasA neni v souvislosti s rezistenci vii¢i INH dosud

objasnéna, protoze se objevuje i u citlivych izolatti (Marques da Silva et al. 2013).

Vyzkum mechanism téinku i rezistence INH byl zahdjen Middlebrookovym objevem v roce 1954.
Odhalil, Ze organismy rezistentni k INH maji snizenou kataldzovou aktivitu. Byla pfijata hypotéza, ze
ucinek INH je zvy$ovan udinkem mykobakteridlni katalazy a peroxidazy (Musser, 1995), INH je timto
enzymem oxidovan in vivo z formy neaktivni do formy aktivni (Johnsson et al. 1997, Zhang et al.
1992, Laurenzo et Mousa 201). Citlivost k INH je tedy u M. tuberculosis zprostfedkovana produktem
genu katG, ktery kdduje produkci enzymu hémova kataldza-peroxiddza, a tim prevadi INH do aktivni

uc¢inné formy (Heym et al. 1993, Johnsson et al. 1997, Arbex et al. 2010a, Da Silva et Palomino 20m).

Pfi niz§ich koncentracich ptsobi INH bakteriostaticky, pti vysokych pak baktericidné (3-5x vys$si
koncentrace nez je hrani¢ni koncentrace (break point BP). BP pro M. tuberculosis je 0,02-0,20 mg/l.
Plisobi na aktivné rostouci intra i extracelularni mykobakterie, na mykobakterie rostouci pomalu
nebo intermitentné md velmi omezeny efekt, na tzv. perzistory neptisobi viibec (Arbex et al. 2010a,

Zang et Yew 2009, Zhang et Yew 2015).

Pranik INH do tkani a télnich tekutin je velice dobry. Je metabolizovan v jatrech acetylaci pomoci N-
acetyltransferdzy na acetyl-isoniazid a ddle na mono-acetyl hydrazin (MAH). Biologicky polocas je
dan geneticky. U osob s rychlou acetylaci je cca 1 hodina u pomalych acetylatord cca 3-4 hodiny.
Metabolity, vét§inou inaktivni, se vylu¢uji mo¢i (70-96 %), zbytek stolici (WHO, 2010, Arbex et al.
2010a). Podava se perordlné, u téZkych pribéhti onemocnéni jej lze podat i parenteralné
(intramuskuldrné i intravenozné). Kvedlej$im udinkiim tohoto prepardtu patii vyrazna
hepatotoxicita, dale neurotoxicita, obtizna tolerance gastrointestindlniho traktu a deficit pyridoxinu,

jehoZ preventivni podavani pii 1é¢bé snizuje neurotoxicitu. Za poskozeni jaternich bunék je
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pravdépodobné zodpovédny konec¢ny metabolit MAH, riziko hepatitidy indukované 1é¢bou INH je

vétsi nez riziko vzniklé aktivni konzumaci alkoholu (Schluger 2008).

INH je charakteristicky rychlym vznikem rezistence mykobakterii pti monoterapii. V monoterapii jej
lze pouzit pouze pii tzv. chemoprofylaxi k 1é¢bé latentni tuberkulézni infekce (LTBI) (WHO, 2010,

Arbex et al. 2010a).

Mechanismus rezistence

Rezistence kINH u M. tuberculosis je vazana na gen katG, ktery koduje soudasné kataldzu a
peroxiddzu (Heym et al. 1999). KatG je umistén na nestabilnim regionu genomu M. tuberculosis, kde
se vyskytuje mnoho mutaci ménicich aminokyselinu (missense mutation) i mutaci tichych, déle
inzerci, deleci apod. (Kolyva et Karakousis 2012). Proto gen katG a variabilni mutace v ném generuji
rliznou intenzitu rezistence podle odchylky funkce genu. To se projevi riznou MIC kmene v rozmezi
napf. 0,2-256 mg/l (Kolyva et Karakousis 2012). Nej¢asté&jsi vyskytujici se mutaci je substituce S315T
(zména serinu na threonin), kterou nachdzime u 50-90 % rezistentnich kment (Laurenzo et Mousa
20m), ktera byva spojend s vysokou rezistenci (MIC >1.0 mg/l) a ktera se objevuje vice u MDR kment
(Palomino et Martin, 2014). Mutace v tomto genu vyznamné sniZuje schopnost aktivace pro-INH
kataldzu/peroxidazu. U nékterych vysoce rezistentnich kment bylo dokonce zjisténo chybéni tohoto
genu (Zhang et al. 1992). Nelze ovSem fici, Ze mezi chybénim genu katG a vyskytem vysoké
rezistence panuje piima zavislost (Musser 1995). Mutace v genu katG je povazovdna za hlavni

mechanismus INH rezistence.

Dal§im vyzkumem bylo zji$téno, Ze na rezistenci k INH ma vliv také zména na genu ihnA (Heym et
al. 1999) nebo jeho promotoru - regionu mabAinhA, druhd nejcastéj$i mutace (zptisobuje nadmérnou
expresi genu inhA). Nejcastéj$i mutace je na pozici Ci5T (cystein na threonin), mutace na inhA je
Castéji spojena s nizkou rezistenci k INH (MIC 0,2-1,0 mg/l) (Palomino et Martin 2014, Zhang et Yew
2009). Bylo prokdzdno, Ze mutace na genu inhA zpisobuje nejen rezistenci k INH, ale také ke
strukturdlné pribuznému antituberkulotiku - ethionamidu (ETH), u néhoz sdili stejny cil (Banerjee
et al. 1994). Z recentnich studii vyplyvd, Ze mutace reguldtorového regionu v inhA spolu s mutaci
kddujiciho regionu inhA (tzv. inhA double mutation) zptsobuji nizkou rezistenci k INH a zk¥iZenou
rezistenci k ETH (Machado et al. 2013). Sekven¢ni analyzou bylo zjisténo, Ze kmeny M. tuberculosis

rezistentni k INH maji zménénou jednu nukleotidovou bazi (T na G v nukleotidu 280, ktera zptisobi

zménu aminokyseliny (Ser-94 na Ala-94) (Musser 1995).

V rezistenci k INH se pravdépodobné uplatniuji i dal$i mechanismy, vétsina téchto mechanism jesté
neni plné prozkoumdna, nap¥. oxyR-ahpC, furA-katG (Laurenzo et Mousa 2011, Palomino et Martin
2014). Napfiklad mutace v genu ahpC, kddujicim alkyl hydroperoxid reduktazu, by mohla byt podle
poslednich vyzkuma jakymsi ndhradnim markerem pro detekci rezistence k INH, protoze mutace
v promotoru ahpC je kompenza¢ni mutaci ke ztraté aktivity katalazy/peroxiddazy a sama tak

rezistenci k INH nezptisobuje (Rinder et al. 1998).
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Obecné bychom mechanismus rezistence vii¢i INH mohli popsat jako mutace v nékolika genech, a to

katG, inhA, ahpC, kasA, z nichZ katG a inhA jsou ty hlavni (Palomino et Martin 2014).

4.1.3. Rifampicin

Toto antituberkulotikum bylo objeveno v roce 1966, bylo izolovano ze Streptomyces mediterranei. Do
lé¢by TB bylo zafazeno v roce 1971, diky kombinaéni 1é¢bé vice preparaty v¢. RIF se mohl lé¢ebny
rezim zkrdtit na 9 mésici (Davidova 2001). Jde o semisynteticky derivat rifamycinu, v anglické
literatufe je oznacovdn jako rifampin. Molekuldrni mechanismy u¢inku rifampicinu (RIF) byly
zkoumdany na bakterii Escherichia coli, kde se RIF vize na P podjednotku RNA polymerazy a

vysledkem této vazby je inhibice transkripce.

U mykobakterii spoc¢iva G¢inek RIF také v inhibici transkripce a elongace RNA navazanim na DNA
dependentni RNA polymerazu, ktera se timto inaktivuje. RIF zde tc¢inkuje baktericidné a ma také
steriliza¢ni efekt na mykobakterie v intra i extraceluldarnim prosttedi, ve fazi aktivniho rastu i ve fazi
stacionarni (WHO 2010, Arbex et al. 2010a, Zhang et Yew 2009). Kriticka koncentrace pro
M. tuberculosis je 0,05-1,0 mg/l v tekutych médiich, ovéem na vaje¢nych piidach je vyssi - 40,0 mg/1
(Van Deun et al. 2013). Za citlivé se povazuji kmeny s MIC v tekutych a na agarovych médiich do 1,0

mg/] a na Léwenstein-Jensenové ptdé do 40 mg/1 (Zhang et Yew 2009).

Vétsina RIF (85 %) je metabolizovano v jatrech, 60-65 % je vylu¢ovano Zluéi, 6-15 % je vylou¢eno
v nemetabolizované formé a zpétné resorbovano ve stfevé, malé mnozstvi je vylu¢ovano moci (Arbex
et al. 2010a). RIF je pevnad a intenzivné ¢ervena latka. Malé mnoZstvi metabolit@, které se dostane do
télesnych tekutin, je oranZové zbarvi (mo¢, pot, slzy). RIF mtZe byt poddvan ordlné, ze zaZivaciho

traktu se dobfe vstfebava, i parenterdlné (i.v.).

Mezi hlavni nezddouci Gcinky rifampicinu patii hepatotoxicita, kterd se zvySuje pii soucasném
podani INH. RIF m4 i fadu dal$ich nezadoucich u¢inkd (napf. trombocytopénie, vomitus, flu-like
syndrom), je silnym induktorem cytochromu P450 a tim vykazuje fadu lékovych interakci, napf.
s oralnimi kontraceptivy, perordlnimi antidiabetiky, digoxinem apod. (Davidova 2001, Schluger

2008).

Mechanismus rezistence

U rifampicinu vznikd rezistence velmi rychle (tzv. single step, streptomycinovy typ) s vysokym
stupném. Mutace se mtiZe objevit spontanné s frekvenci 10° (Mani et al. 2001). Vice neZ 95 %
rezistentnich izolatG M. tuberculosis obsahuje bodovou mutaci v centralnim regionu genu rpoB
(Telenti et al. 1993) - 81-bp rifampin resistance-determining region — RRDR, zvany hot-spot region,
mezi kodony 507 a 533, nejc¢astéji s mutacemi na kodonu 531 a 526 (Kolyva et Karakousis 2012). Gen
rpoB koéduje B-podjednotku RNA polymerdzy (Mani et al. 2001, Marques da Silva et al.,, 2013,
Laurenzo et Mousa 20m). Tato lokace odpovidd kodontim 507-533 u E. coli. Zmény v rpoB byly
popsany jak ve smyslu substituce, tak delece i inzerce (Mani et al. 2001). Pravé tento fakt dovoluje

aplikovat prikaz rpoB do rutinni diagnostiky k prikazu rezistence k RIF a potazmo tak k pritkazu
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skupiny MDRTB, také i v rdmci programu kontroly tuberkulézy. Ne v§echny mutace v 81-bp regionu
genu vedou ke stejnému stupni rezistence. Vysoky stupeti rezistence k RIF je zptsoben mutaci
v kodonu 526 (H526P/D/Y) a 531 (S531L), MIC je zde >64 mg/l). K nizkému stupni rezistence vedou
pak mutace v kodonu su (LsuP), 516 (D516V), 519 (N518K) a 522 (S522L), MIC <64 mg/l (Laurenzo et
Mousa 2011). Obecné nejéastéjsi mutace v genu rpoB vedou k vysoké rezistenci a zkiiZené rezistenci
ke vSem rifamyciniim, specifické mutace zplsobujici nizkou rezistenci (kodony s, 516, 518, 522)
nemaji vliv na citlivost krifabutinu a rifalazilu (Zhang et Yew 2009). V genu rpoB se mohou
vyskytovat i dal$i mutace, které oviem na rezistenci nemaji vliv (napt. EsioH, LsuP, Ds16Y, ...)

(Zhang et Yew 2015).

Pouze 5 % kment rezistentnich k RIF neobsahuje mutaci v rpoB genu. Rutinni molekuldrni testy
detekuji mutace pravé regionu genu 81-bp, ale v urc¢itych pripadech byly popsany rezistentni kmen
s mutacemi v kodonu 149 (Vi49F) nebo i vjinych kodonech, jejichz prevalence neni dosud jasna

(Laurenzo et Mousa 2011).

V roce 1990 popsal Nakamura et al. kmen M. tuberculosis od pacienta s mikroskopicky pozitivni TB,
ktery byl charakterizovan velmi $patnym rdstem na kultiva¢nich ptidach. Podrobnéjsim zkoumanim
se zjistilo, Ze tento kmen roste mnohem lépe v pfitomnosti rifampicinu. Kmen byl oznacen jako
rifampicin dependentni (Nakamura et al. 1990). Tyto kmeny mohou byt velmi zdvaznym nélezem u
pacientd. NejenzZe 1é¢ba rifampicinem nevede k uzdravé, ale dokonce pouziti rifampicinu a dal$ich
rifampinovych derivatt vede k progresi onemocnéni. Pro uspé$nou 1é¢bu je nezbytné takovyto kmen
rychle odhalit a RIF vyloudit z lé¢ebného schématu. Zavislost kmene na rifampicinu mtze byt
absolutni (bez pfitomnosti RIF kmen neroste na kultiva¢nich médiich vitbec), nebo relativni (slaby
rist in vitro je RIF stimulovan) (Zhong et al. 2010). Mechanismus dependence na RIF byl objasnén u
E. coli. Zavislost je zptisobena mutaci na rpoB a soucasné dal$imi pfidatnymi mutacemi, napt. F584S
(Zhong et al. 2010). RIF dependentni mykobakterie vykazuji ur¢itou podobnost s tzv. L-formami

bakterii (Zhang et Yew 2009).

Tento fenomén je nutné brat v ivahu pii diagnostice a nepodceriovat jeho vyskyt. Pfi laboratorni
diagnostice mohou na tuto situaci upozornit pfimé testy citlivosti, tj. detekce mutaci rezistence k RIF
ze vzorku (Zhong et al. 2010). Pti podezifeni na tento fenotyp je nutné zafadit do diagnostiky

kultiva¢ni ptidu s obsahem RIF.

Monorezistence k RIF je pomérné vzacna, vétsinou jsou kmeny M. tuberculosis rezistentni soucasné i
k INH (ca 90 %) (Kolyva et Karakousis 2012). Rezistence k RIF je pouZivana jako ndhradni marker pro

detekci MDR TB, napf. v oblastech s omezenymi diagnostickymi moznostmi.

4.1.4. Ethambutol
Ethambutol byl vyroben synteticky v roce 1961 a v roce 1966 byl zatazen do rutinni lé¢by TB (Arbex et
al. 2010a). Jde o dusikaty alkohol. Ptisobi bakteriostaticky na mykobakterie intra i extraceluldrné, ale

pfedevéim na aktivné rostouci populace (Kolyva et Karakousis 2012, Arbex et al. 2010a). Na

42



7

perzistujici riistové neaktivni formy je neucdinny, steriliza¢ni Gcinek je tedy minimalni (Zhang et Yew
2009). Molekularni t¢inky EMB nejsou detailné zndmé, ale experimentdlné bylo zjisténo, ze EMB
inhibuje stavbu buné¢né stény - metabolismus RNA, syntézu fosfolipidd, prenos mykolovych kyselin
do bunéc¢né stény, interferuje s biosyntézou arabinogalaktanu, zdkladniho polysacharidu bakteridlni
stény (Musser 1995, Arbex et al. 2010a, Marques da Silva et al. 2013). EMB inhibuje enzym
arabinosyltransferazu, ktery je kddovan genem embB a ktery zprostfedkovava polymerizaci arabinozy
na arabinogalaktan (Laurenzo et Mousa 20m, Sreevatsan et al. 1997b). U M. tuberculosis je embB
uspotadan v operonu spolu s embC a embA v sestavé embCAB. EmbC, embB a embA sdileji vice nez 65
% identickych aminokyselin a pteduréuji kddovani transmembranovych proteint (Zhang et Yew

2009).

EMB se dobte resorbuje, vaze se na erytrocyty, ma dobrou distribuci do tkani. Metabolizovan je
v jatrech, vylu¢uje se ptevazné ledvinami, asi 20 % je vylu¢ovano stolici v nezménéné formé (WHO,
2010, Arbex et al. 2010a). Poddva se peroralné. Kritickd koncentrace pro M. tuberculosis je 1-5 mg/1.

Ve vys$8ich davkdach plisobi baktericidné (Arbex et al. 2010a)

EMB ma také nezddouci acinky, pti 1é¢bé mize vzniknout retrobulbarni neuritida s poruchami

vidéni a barvocitu.

Mechanismus rezistence

Rezistence M. tuberculosis k EMB je spojena s bodovou mutaci v operonu genu embCAB, konkrétné
v embB, pfilezitostné pak vembC (Belanger, 1996, Zhang et Yew 2009, Palomino et Martin 2014,
Sreevatsan et al. 1997b). Byla zjiténa nendhodna silnd souvislost mezi mutaci - substituci
aminokyseliny na pozici 306 embB (methionin) a stupném rezistence k EMB (Kolyva et Karakousis
2012, Sreevatsan et al. 1997b, Telenti et al. 1997). Kmeny s mutacemi M306L (methionin na leucin) a
M306V (methionin na valin) maji MIC vy$§i 40 mg/l, s mutaci M306I (methionin na isoleucin) MIC
20 mg/l (Karakousis 2009). V recentnich studiich bylo ale odhaleno, Ze existuji i citlivé kmeny s touto
mutaci, coz vede k zavéru, Ze mutace na pozici 306 embB by mohla byt spise predispozici k vyvoji
rezistence k EMB (Palomino et Martin 2014). Hlavni tlohu v rezistenci hraje zména na genu embB
(Arbex et al. 2010a), nejpravdépodobnéjsi mechanismus rezistence k EMB je nadmérnd exprese nebo
strukturalni alterace emb proteint, presnéji embB (Laurenzo et Mousa 2011). Na vzniku rezistence se
také mohou podilet specifické mutace na kodonech 330 a 630 embB (Telenti et al. 1997) nebo 497,
nebo 406 (Xu et al. 2015). 30 % rezistentnich kmenii nema na embB Zaddnou mutaci, coZ komplikuje
rutinni diagnostiku rezistentnich kment molekuldrné-genetickymi metodami (Zhang et Yew 2015,

Palomino et Martin 2014).

Rezistenci k EMB mtize zptisobovat také napf. mutace v genu ubiA kodujiciho decaprenyl-phosphate
5-phosphoribosyltransferazu DPPR synthdzu, kterd je dilezita pfi syntéze bunécné stény. Pokud je

tato mutace ptritomna soufasné s mutaci v embB, vykazuje kmen vysokou rezistenci vii¢i EMB (Safi et

43



al. 2013, Xu et al. 2015, Zhang et Yew 2015) Rezistentni kmeny maji vétsinou MIC >7,5 mg/l (Zhang et

Yew 20009).

Dal$i mutace uplatiiujici se v rezistenci k EMB jsou napf. substituce na genu embR Q379R (glutamin
zménén na arginin) nebo mutace na genech rmlD, rmlA2 a Rvo34o (Kolyva et Karakousis 2012).
Zhruba jedna ¢tvrtina kmend rezistentnich k EMB ovSem nevykazuje Zadnou z vy$e uvedenych
mutaci. Lze proto predpokladat, Ze se na rezistenci k EMB podileji dal$i dosud nepoznané

mechanismy (Karakousis 2009).

4.1.5. Pyrazinamid

Pyrazinamid byl poprvé syntetizovan v roce 1936, ale pro lé¢bu TB je pouzivan od roku 1952 (Arbex et
al. 2010). Chemicky se jedna o derivat pyrazinu, synteticky analog nikotinamidu piibuzny s INH.
Také podobné jako INH je v primarni formé neaktivni a je aktivovan mykobakteridlnim enzymem
nikotinamiddzou/pyrazinamiddzou (kédovdna genem pncA) na aktivni kyselinu pyrazinkarboxylo-

vou (POA) (Marques da Silva et al. 2013, Somoskovi et al. 2001, WHO, 2010, Arbex et al. 2010).

Ve svém tCinku je PZA slab$i nez INH, udinkuje baktericidné na intracelularné ulozena
mykobakteria. Vliv PZA se uplatriyje azZ po delsi dobé 1é¢by (14 dnt) (Mitchison, 2000, Arbex et al.
2010). Ma vyborny steriliza¢ni efekt na semidormantni formy mykobakterii (Somoskovi et al. 2001) a
dokonce v omezené mife i na dormantni formy v kyselém prosttedi tuberkuldzni 1éze (Dolezal et al.
2008, Zhang et Yew 2009). Na rozdil od ostatnich zakladnich AT neucinkuje na rostouci a aktivné se
mnoZici formy mykobakterii (Zhang et Yew 2015). M. tuberculosis se vyznaéuje vysokou vnimavosti
k PZA, protoze postrada schopnost efluxu POA kyseliny z buriky. Pro aktivitu PZA je nezbytné kyselé
prostfedi, které usnadriuje vznik protonizované pyrazinkarboxylové kyseliny a jeji pranik pres
membranu (Zhang et Mitchison 2003b). Protonovanad POA je absorbovéna do mykobakteridlni buiiky
v kyselém prostfedi, vni je akumulovdna kvili nedostatetnému efluxu a zptasobi tak bunééné
poskozeni. PZA nema na rozdil od ostatnich AT pfesné definovany cil pasobeni (Zhang et Mitchison
2003b). Protoze kyselé prostiedi vznika v misté aktivniho zanétu diky produkci kyseliny mlécné
zanétlivymi burikami, je aktivita PZA mnohem vétsi in vivo nez in vitro za standardnich laboratornich

podminek (tedy bez acidifikace prostfedi) (Zhang et Mitchison 2003b).

Cilovym mistem ptisobeni pyrazinamidu a pyrazinkarboxylové kyseliny je tedy buné¢nd membrana,
ve které dojde k naruseni jeji funkce a membrdnového transportu (Dolezal et al. 2008). Kriticka
koncentrace pro M. tuberculosis je 6,25-50,0 mg/l pii pH 5,5 (Arbex et al. 2010). PZA téinkuje pouze
na M. tuberculosis, M. africanum a M. microti. M. bovis je k PZA pfirozené rezistentni (véetné
vakcina¢nich kment BCG), protoZe nemd pyrazinamidazu, v genu pncA obsahuje bodovou mutaci
C169G v porovnani s genem u M. tuberculosis, coz vede ke zméné aminokyseliny na pozici 57
v sekvenci pncA (zména z histidinu u M. tuberculosis na kyselinu asparagovou u M. bovis (Zhang et

Mitchison 2003b, Zhang et Yew 2009).

44



PZA je aplikovan perordlné, jeho resorpce a distribuce do organti a télnich tekutin je velmi dobra.
Metabolizuje se ve 40 % a vyluéuje se ledvinami. Jeho nezddouci t¢inky se projevuji hepatotoxicitou,
hyperurikémii, obtiZemi gastrointestindlniho traktu. Pfi pouziti v kombinaci s RIF zkracuje

antituberkulézni 1é¢bu z jednoho roku na 6 mésicti (Somoskovi et al. 2001).

Mechanismus rezistence

Rezistence k PZA je spojena s mutaci pravdépodobné v promotoru regionu nebo ve strukturdlnim
genu pncA, ktery koduje pyrazinamiddzu. Vét§ina mutaci (bodové, delece a inzerce) byla popsana na
regionu 561-bp ORF (open reading frame - otevieny ¢teci vzorec) nebo na regionu zddnlivého
promotoru 82-bp (Kolyva et Karakousis 2012, Arbex et al. 2010, Laurenzo et Mousa 2011, Zhang et al.
2003a). Kmeny rezistentni k PZA ztraceji pyrazinamidazovou/nikotinamiddzovou aktivitu (Zhang et
Yew 2009). Mutace vpncA genu jsou velmi raznorodé a rozptylené v celém genu, coz je pro
rezistenci k PZA jedine¢né (Zhang et Yew 2009). Asi 3 % kmeni rezistentnich k PZA tuto mutaci
nemaji, tudiz zde je predpoklad, Ze existuyji i jiné mechanismy rezistence pro PZA (Marques da Silva
et al. 2013). Pfestoze je PZA molekuldarné podobny INH, neexistuje zkiiZend rezistence mezi nimi

(Arbex et al. 2010).

Dalsi mutace, které byly zkoumdny v souvislosti s rezistenci k PZA je napf. mutace v genu rpsA
s cilovym mistem ribozomalniho proteinu 1. Recentni studie v$ak této mutaci prisuzuji spise malou

roli (Simons, 2013, Palomino et Martin 2014).

Velkd diverzita v mutacich na pncA genu komplikuje vyvoj molekularnich metod k detekci rezistence

PZA.

4.2. Antituberkulotika a antibiotika druhé rady

AT a ATB druhé fady jsou podle WHO rozdélena do tfi, resp. do ¢tyt skupin (viz tabulka €. 5). Prvni
skupinu tvofti fluorochinolony, druhou injektabilni AT a teti AT s niz§im t¢inkem. Do ¢tvrté skupiny
jsou fazena AT, kterd nejsou pro lé¢bu rezistentni tuberkulézy klicova (Tiberi et al., 2018). Makrolidy
se k 1é¢bé tuberkuldzy nepouzivaji, M. tuberculosis je k nim pfirozené rezistentni (Karakousis 2009).

S vyhodou a dobrym efektem se vyuzivaji pro lé¢bu mykobakteridz.
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Tabulka 5 - WHO kategorizace antituberkulotik druhé fady doporucenych pro 1é¢bu rezistentni a multi-
rezistentni TB (pfevzato z Tiberi et al. 2018)

Skupiny AT pro 1é¢bu rezistentni TB

Skupina B
injektabilnim
AT

Levofloxacin Amikacin Ethionamide/prothionamide Pyrazinamide

Skupina A
fluorochinolony

Skupina C Skupina D
dalsi klicova AT dalsi AT ne kli¢ova

Moxifloxacin Kanamycin Cycloserine/terizidone Ethambutol D1

Gatifloxacin Kapreomycin Linezolid High-dose isoniazid

Clofazimin Bedaquiline

Delamanid

Para-aminosalicylic
acid

Imipenem plus
cilastatin (requires
clavulanate)
Meropenem (requires
clavulanate)
Amoxicillin plus
clavulanate
Thioacetazone*

D3

* u HIV negativnich osob

4.2.1. Fluorochinolony

Tato ATB maji na M. tuberculosis vyborny tcinek. V soucasné skupina fluorochinolont obsahuje
nékolik preparatt s antimykobakterialnim uc¢inkem: ciprofloxacin, ofloxacin, levofloxacin, moxifloxa-
cin, gatifloxacin a sparfloxacin. Z AT druhé fady jsou chinolony doporucovany pro lé¢cbu MDR TB
jako prvni. Jejich G¢inek spociva piedevsim v zachycovani gyrazy a topoizomerazy IV na DNA jako
trojitého komplexu, ¢imZ blokuji pohyb replika¢ni vidlicky a transkripci komplextt (Kolyva et
Karakousis 2012, Karakousis 2009). M. tuberculosis na rozdil od jinych bakterii topoizomerazu IV
postrada, ale obsahuje geny gyrA a gyrB kodujici podjednotku DNA gyrdzy A B (Karakousis 2009).

S tim souvisi rezistence jako nasledek mutace na QRDR (viz ddle).

Mechanismus rezistence

Rezistence M. tuberculosis je spojena s mutaci na konzervovaném regionu QRDR (quinolone
resistance-determining region) gent gyrA a gyrB. Tyto geny ovliviiuji interakci mezi lékem a DNA
gyrazou (Kolyva et Karakousis 2012). Stupen rezistence je dan specifickou substituci aminokyseliny
na QRDR a také mnozZstvim pritomnych mutaci. Samostatnd mutace na gyrA muaze indukovat nizky
stupeni rezistence (MIC >2 mg/l), vice mutaci na gyrA nebo soufasné mutace na gyrA a gyrB vedou
k rezistenci vysokého stupné (Kolyva et Karakousis 2012). Nejcastéji detekovand mutace je na pozici
90 (alanin) a 94 (kyselina asparagova). Kodon 95 obsahuje polymorfismus (serin nebo threonin), to

ovSem s rezistenci nesouvisi, je to dano prirozené a vyskytuje se u citlivych i rezistentnich kmend.
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Mutace v gyrA jsou u rezistentnich kmenti pfitomné cca v 42-85 % (Kolyva et Karakousis 2012). Lze
tedy predpokladat, Ze existuje i jiny mechanismus rezistence. Obvykle se vyskytuje zkiiZena
rezistence ke vSem fluorochinolonim. Piesto byly popsdny izolaty s mutaci v gyrB rezistentni

k moxifloxacinu a gatifloxacinu a citlivé k ofloxacinu (Von Groll et al. 2009).

4.2.2. Injektabilni AT

Mezi injektabilnim AT druhé fady patii preparaty ze skupiny aminoglykosidd - kanamycin a
amikacin a dale cyklické polypeptidy kapreomycin a novéjsi viomycin. Obé tyto skupiny ptsobi na
urovni translace a obé ovliviiyji funkci ledvin. Amikacin a kanamycin maji mezi sebou vysoky stuperi
zkiiZené rezistence, mezi ostatnimi je zkiiZend rezistence variabilni. (Da Silva et Palomino 201,

Jnawali et Ryoo 2013).

Mechanismus rezistence

Rezistence u vSech téchto AT je spojena se zménami na genu rrs na 16S rRNA, s mutaci A1401G.
Mutace se projevuje predevS§im na kmenech svysokym stupném rezistence kamikacinu a
kanamycinu. Zk#iZzend rezistence k amikacinu a kanamycinu neni absolutni, mutace na promotoru
regionu genu eis (kdduje aminoglykosidovou acetyltransferdzu) zptisobuje nizkou troveii rezistence

u kanamycinu, ale nikoliv u amikacinu (Da Silva et Palomino 2011).

U kapreomycinu a viomycinu se dale uplatfiuyje mutace vgenu tlyA, ktery koduje rRNA
methyltransferdzu specifickou pro 2’-O-metylaci ribézy v rRNA (Da Silva et Palomino 20m11). Tato

mutace blokuje metyla¢ni aktivitu (Jnawali et Ryoo 2013).

4.2.3. Antituberkulotika s niz$im a¢inkem
Mezi tato AT lze zafadit ethionamid, kyselinu p-amino salicylovou, cykloserin, clofazimin a nékterd

dalsi antibiotika jako napf. linezolid, bedaquilin atd.

Ethionamid vyZaduje podobné jako INH aktivaci, zprosttedkovanou mono-oxygendzou, ktera je
kddovdna genem ethA. Mutace v ethA a inhA vede k rezistenci na tento lék. Rezistence muaze byt
vyvoldna i mutaci v genu ndh, ktery zvySuje intraceluldrni koncentraci NADH. Jako dal$i mozna

pficina rezistence se podle poslednich studii jevi mutace v genu mshA, kddujicim glykosiltransferazu

(Da Silva et Palomino 2o11).

Kyselina p-amino salicylova (PAS) je jeden z nejstar$ich preparatti pouzivanych klé¢bé TB spolu
se STM a INH. V moderni terapii se rutinné nepouzivd, ale v pfipadé MDR TB se muze vyuzit jako
rezervni preparat, kdyZ ostatni selhdvaji. Pfesny mechanismus jejiho t¢inku vSak dosud nebyl
objasnén. Ve vzniku rezistence se uplatiiuji mutace v genu thyA, nejc¢astéji T202A, kterd mize byt

soucasné povazovana za marker piislugnosti k linii LAM (viz dale) (Da Silva et Palomino 20m1).

Linezolid se uplatiiuje v 1é¢bé rezistentni tuberkuldzy relativné kratkou dobu. Inhibuje ¢asnou fazi

proteosyntézy navazanim na 50S ribozomadlni podjednotku. Rezistence je dosud popisovana vzacné,
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u rezistentnich kmend jde predev$im o mutace G2061T a G2576T na genu 23S RNA (Da Silva et

Palomino 201n).

Cykloserin inhibuje syntézu peptidoglykanu, cilovda bunééna struktura u M. tuberculosis nebyla
dosud popsdna. Mechanismus rezistence je u tohoto preparatu komplexni, uplattiuji se mutace

v riznych genech, napi. alr, ddl, cycA (Chen et al. 2017).

Clofazimin je preparat vyvinuty primarné k lé¢bé tuberkul6zy. Ma pomérné Siroké spektrum ucinku
a pasobi synergicky pii podani napt. spolu s EMB, PZA nebo s amikacinem. Jeho aktivita je zaméfena
predevsim na pomalu se replikujici mykobakteria. Primarni rezistence neni popisovana, in vitro byly
popsany mutace na genu rvo678 s vlivem na mmpS5-mmpLs. U Mycobacterium leprae, na které je
clofazimin vysoce u¢inny, lokus rvo678-mmpSs5-mmpLs chybi, a proto u tohoto druhu neni popsdna

7adna rezistence vii¢i clofaziminu (Cholo et al. 2017).

Bedaquilin je pomérné novy preparat patfici do skupiny diarylchinolonti. Pisobi na rychle se mnoZici
mykobakteria. Rezistence vii¢i bedaquilinu je spojena vét$inou se dvéma geny, a to s genem atpE a

genem 1vo678, jehoZ mutace se vyskytuji ¢astéji (Cholo et al. 2017).

Dal$i z nejnovéjsich AT je delamanid, bicyklicky nitroimidazooxazol. Jeho rezistence je dana

mutacemi v genech fgdi, fbiA, fbiB, and fbiC, vyjime¢né v genu ddn (Fujiwara et al. 2018).
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5. Epidemiologie tuberkulozy

Tuberkuléza je kapénkovou infekci, je tedy pfendsena infekénimi kapénkami z nemocného s aktivni
formou nemoci, nejcastéji plicni TB, didle mGze byt pfenesena i kontaktem s nemocnymi zvifaty.
Adaptace na hostitele souvisi s mirou virulence daného kmene, vysoka virulence mtize i usnadiovat
prenos. Velmi vysoka virulence miize vést ke smrtelnému pribéhu nemoci nebo rozvoji zavaznych

forem TB, jako je bazilarni meningitida nebo miliarni TB (Mostowy et Behr 2005).

Epidemiologicka situace ve vyskytu tuberkul6zy se vyznamné lisi podle geografickych uzemi v pfimé

zavislosti na ekonomické vyspélosti danych oblasti.

5.1. Epidemiologie ve svété

I vsoucasné dobé vévodi TB v celosvétovém méritku zebficku deseti nejcastéjsich pri¢in amrti.
Statistiky WHO uvadéji, Ze v roce 2017 onemocnélo aktivni formou TB asi 10 miliond lidi (z toho 1
milion déti) a 1,6 milionu nemocnych zemfelo (z toho 0,3 milionu HIV pozitivnich a 230 ooo déti)
(WHO 2018). V poslednich nékolika letech sice incidence TB celosvétové klesd, ale zatim jen velmi
mirné (zhruba o 2 % za rok). Mnohem vice lidi (uvadi se, Ze aZ jedna ¢tvrtina populace) nese ve svém
organismu bacil TB, tedy M. tuberculosis, v latentni formé. Vice nez 95 % vSech piipadi TB se
vyskytuje vrozvojovych zemich. Nejvy$si incidence je v zemich jihovychodni Asie a Afriky. Dvé
tietiny nemocnych s aktivni TB se vyskytuji v 8 zemich: Indii, Ciné, Indonésii, Filipinach, Pakistanu,
Nigérii, Bangladési a v Jizni Africe. U HIV pozitivnich osob je riziko ndkazy TB 20 aZ 30x vys§i nez u
HIV negativnich (WHO 2018). Podle vyhlasky ¢. 537/2006 Sb., o o¢kovani proti infekénim nemocem,
ve znéni pozdéjsich predpisd, uverejiiuje Ministerstvo zdravotnictvi aktudlné seznam statt s vy$s$im
vyskytem tuberkulézy podle udajii Svétové zdravotnické organizace. Z aktualizace z ledna 2019 je

situace nasledujici (MZ CR 2019):
Staty s vyssim vyskytem TBC

V Evropé: Litva, Moldavie, Rumunsko, Rusko a Ukrajina.

V Asii: vechny asijské staty kromé Bahrajnu, Iranu, Izraele, Japonska, Jordanska, Kataru, Kuvajtu,

Libanonu, Malediv, Omanu, Saudské Arabie, Spojenych arabskych emirat, Syrie a Turecka.
V Africe: vSechny africké staty kromé Egypta, Komor, Libye, Mauricia, Seychel a Tuniska.

V Americe: Bolivie, Brazilie, Dominikidnska republika, Ekvador, Guyana, Haiti, Nikaragua, Panama,

Paraguay, Peru, Salvador a Venezuela.
V Austrdlii a Ocedanii: Fidzi, Kiribati, Marshallovy ostrovy, Mikronésie, Nauru, Palau, Papua-Nova

Guinea, Salamounovy ostrovy, Tuvalu a Vanuatu.

5.2. Epidemiologie TB v Ceské republice
V Ceské republice je u TB epidemiologicka intervence dlouhodobé na vysoké urovni. Kontrola TB je

velmi i¢innd, jeji mechanismy a moznosti jsou plné podporované statem a zabezpeceny legislativou

49



(povinné hlaseni, povinnad lé¢ba, dispenzarizace pacientii). Toto vede spolu s vysokou Zivotni drovni
k postupnému snizovani incidence TB v CR, v poslednich letech az pod 5 novych pfipadii na 100 ooo
obyvatel za rok, viz obrazek 7. Ceska republika je tak fazena mezi zemé s nizkym vyskytem TB
(kritérium incidence mensi neZ 10/100 000) a i mezi témito zemémi ma jednu z nejnizsich incidenci.
Vzhledem k povaze onemocnéni a pfitomnosti cizinctl ze zemi s vysokym vyskytem TB jiZz nelze
predpokladat dalsi vyznamné snizeni uz tak minimélni incidence. Data jsou soustifedéna v Narodni
jednotce dohledu nad TB, zfizené z rozhodnuti Ministerstva zdravotnictvi v roce 1994 za podpory
WHO. Jednotka provadi analyzu epidemiologické situace TB v Ceské republice a vyhodnocuje

ve

udinnost antituberkulotické 1éc¢by.

Vsechny pfipady oteviené tuberkulozy (viz vy$e) jsou povinné hlaseny do registru tuberkulézy (RT) a
do jeho laboratorni slozky ISBT (Informac¢ni systém bacilarni TB) bez ohledu na to, zda je zahdjena

1é¢ba, nebo nikoliv (napf. u zemfelych osob).
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Pozn.: $ipka oznacuje rok poklesu incidence TB pod 10 novych ptipadii/100 ooo obyvatel

Obrazek 7 - Vyvoj incidence v Ceské republice, resp. v CSSR a CSR, (zdroj: zpracovano podle udajtt UZIS CR)

5.3. MoZnosti prevence TB a epidemiologicka opatfeni

V prevenci onemocnéni tuberkulézou existuji urc¢ité moznosti. Proto, aby byly co nejuéinnéjsi, je
nezbytnd koordinace postupil na statni arovni, ve svétovém méfitku pak i na mezinarodni trovni.
Reseni situace z hlediska vyskytu tuberkulézy koordinuje WHO, véetné pracovnich skupin v ramci
WHO StopTBPartnership, ddle se podileji napf. ECDC, CDC (Centers for Disease Control and

Prevention).

Nejdalezitéj§im momentem je zabranéni prenosu infekce z nemocného c¢lovéka déale. Toho lze
dosdhnout rychlou a pfesnou diagnostikou, spravnou lé¢bou a izolaci epidemiologicky rizikové

osoby. Ve vyspélych zemich je toto zajisténo pravni cestou. Naptiklad v Ceské republice patii TB

50



mezi povinné hlasend a povinné lé¢end onemocnéni s povinnosti pacienta podrobit se po dobu
infekénosti izolaci. Problémem se i tato zdkladni opatfeni mohou stat v zemich s nizkou
ekonomickou urovni. V rozvojovych zemich a soudasné tedy v zemich svysokym vyskytem TB a
obtizné dostupnou diagnostikou a lé¢bou se klade dtraz i na edukaci obyvatel. Doporuceni pro
bézné obyvatelstvo je formulovano ve smyslu dtkladného vétrani obydli, pouceni, aby osoby
s kaglem dodrzovali eticky a hygienicky rezim, aby mikroskopicky pozitivni pacient travil co nejvice
¢asu mimo obydli (venku), aby nemocni spali oddélené, nejezdili vefejnou dopravou a nezdrzovali se
na mistech s jinymi lidmi. K dal$im moZnostem prevence bovinni TB v rozvojovych zemich patii i

doporucdeni pasterizace mléka.

Obecné uzndvanou, ale bohuzel jen ¢aste¢né uspésnou prevenci je o¢kovani. O ockovaci latce bylo
pojednadno vySe. Ockovani proti tuberkul6ze nechrani proti onemocnéni jako takovému, ale pouze
proti vzniku klinicky zdvaznych forem, milidrni TB a bazildrni meningitidy. Ué¢innost vakciny je
nejvyssi v détstvi, vékem klesa a vakcinace dospélych osob nema prakticky vyznam. Pfenosu TB mezi

dospélymi vakcinace nezabrani.

WHO po 2. svétové valce zorganizovala v souvislosti se zavaznymi dasledky valky na obyvatelstvo
celosvétovou vakcina¢ni kamparni, kdy bylo tuberkulinovym testem vy$etfeno témér 30 miliond lidi a

z toho 14 milion® nao¢kovano.

V CR se zacalo o¢kovat v roce 1948 pod hlavi¢kou UNICEF (o¢kovani tuberkulin negativnich déti a
mladistvych ve véku 1-18 let. V roce 1953 byla zavedena plo$nd vakcinace novorozenct (Svobodova,
2018). V11 letech pak probihala revakcinace u tuberkulin negativnich déti. 1. 11. 2010 doslo v CR
k zasadni zméné v oc¢kovani proti TB, od té doby se ockuji pouze novorozenci z rizikovych skupin,
které specifikuje vyhlagka ¢.299/2010 Sb. Ockovani ostatnich novorozenci a déti muze byt
provedeno na Zadost rodi¢dt za poplatek. Vakcinuje se vyhradné vakcinou BCG (Ziva oslabena).
V misté vakcinace probéhne lokalni zanét, alergickd reakce IV. typu. Celoplo$na vakcinace byla v CR
zrusena na zakladé nékolika skute¢nosti, kdy riziko vzniku TB bylo vyhodnoceno jako mensi, nez
riziko komplikaci vlastniho oc¢kovani a riziko odsunuti ostatni povinné vakcinace z dvodu nezhojeni
loziska po vakcinaci BCG. Jednd se zejména o nizkou incidenci TB v CR a stoupajici vyskyt
komplikaci po vakcinaci BCG.

Vv

Je zndmo, ze vakcinace BCG chrani také déti nizsich vékovych skupin proti vzniku lymfadenitidy
zptsobené Mycobacterium avium. Po zruseni vakcinace se projevil mirny nartist tohoto onemocnéni

u déti.

51



6. Laboratorni diagnostika tuberkulozy

6.1. Mikroskopicky pritkaz

Mikroskopicky prikaz acidorezistentnich tyc¢inek ve vzorku klinického materidlu patfi spolu
s kultivaci do zlatého standardu mykobakteriologického vySetieni. Jde o rychlé vysetieni, i kdyz
s relativné nizkou senzitivitou. Pacient s mikroskopicky prokidzanou pozitivitou predstavuje

vyznamné epidemiologické riziko.

Pro mikroskopicky prikaz se vyuZivd barveni fluorescencni, nejfastéji jako screeningové, a pak
barveni dle Ziehl-Neelsena, jednak jako ovéfovaci a také jako technika, kde lze hodnotit i morfologii

ART.

6.2. Kultivace

Podle standardnich postupt by mélo byt kultiva¢ni vySetfeni provedeno z kazdého vySetfovaného
vzorku. Pouze pozitivni kultivace ptinasi kompletni potvrzeni pritomnosti tuberkul6zni infekce a
pouze zizolovaného kmene lIze urcit pfesnou identifikaci, stanovit citlivost a pfipadné urcit

epidemiologické charakteristiky.

Kultiva¢ni metody lze rozdélit na klasické a tzv. metabolické. Klasické metody znamenaji kultivaci na
vaje¢nych pevnych médiich (Léwenstein-Jensenova a Ogawova ptda), event. v tekutych ptdach,
napf. piida Sulova). Tento zptisob kultivace je ¢asové naro¢néjsi (kultivace v trvani az tydnii) a méné
citlivy. Do standardnich postupt je zafazen proto, Ze existuji kmeny M. tuberculosis, které v tekutych
pidach nerostou. Kombinace kultiva¢nich postupt tak zvySuje senzitivitu celkového laboratorniho
prikazu. Metabolické metody vyuzZivaji automatickou detekci metabolickych produkta
mykobakterii, které vznikaji pfi pozitivité vzorku v tekutém kultiva¢nim médiu (podle vyrobce
nejcastéji razné modifikace Middlebrookova média). Tyto postupy jsou senzitivnéjsi a rychlejsi, nez
kultivace klasickd (standardni délka kultivace 6 tydnt), ekonomicky jsou ovSem ndaroc¢néjsi. Pro

plnohodnotné mykobakteriologické vySetfeni je nutné zatradit oba postupy.

6.3. Identifikace druha

Identifikace mykobakteridlnich druhd se provadi riznymi zptisoby. Nejstarsi ale také nejméné presna
je identifikace tzv. klasickd na zakladé metabolické aktivity druhu. Vyuzivd se zde fada charakteristik
(pigmentace, charakter kolonii, rast v raznych teplotach), dale pak fady biochemickych testti. Mezi
moderni metody patfi hmotnostni spektrometrie (viz pfiloha ¢. 1 a pfiloha ¢. 2) a dale identifikace
molekuldrné-genetickymi metodami. K odliSeni M. tuberculosis komplex od ostatnich druhi se

vyuziva detekce MPT64 (viz vyse).

6.4. Stanoveni citlivosti
Ke stanoveni citlivosti mykobakterii se vyuZzivaji diluéni metody a metody testovani rtistu kmene na
ptdé s AT a ATB v porovndni s kontrolou bez 1é¢iva. U M. tuberculosis komplexu je mozné stanovit

citlivost metodou propor¢ni (dle Canettiho) na vaje¢nych ptidach obsahujicich kritickou koncentraci
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prislusného antituberkulotika, dile metodou v automatickém metabolickém systému a také dilu¢ni

metodou stanoveni MIC v mikrotitra¢ni destic¢ce.

Breakpointy jsou stanoveny pro kazdou metodu zvlast pouze pro M. tuberculosis komplex a pouze

pro zakladni AT a vybrana AT druhé fady.

Detekce mutaci gent odpovédnych za rezistenci musi byt vzdy doprovazena stanovenim citlivosti in

vitro a interpretace vysledk musi vychazet ze zjisténych faktt z obou metod.

6.5. Diagnostika latentni tuberkulozy

Prokazat latentni formu TB, tedy proces, kdy jsou v plicich ptitomny bakterie TB, ale infek¢ni proces
je pod kontrolou makroorganismu a neni aktivni, je velice obtizné. V obrané proti TB se protilatky
uplatriuji minimalné. Podle doporuc¢enych postupti se testovani protilatkové odpovédi nedoporucuje,
zejména kvili obtiZzné interpretaci a moznosti nespravnych zdavéra (WHO 20m). Specifickou
informaci o pfitomnosti tuberkuldéznich bacilt v organismu poskytuji testy detekujici buné¢nou
slozku imunity. Historicky star$i, levnéjsi, ale méné senzitivni tuberkulinovy kozZni test a novéjsi
presnéjsi metody IGRA (viz pfiloha ¢. 3). Presto je nepiima diagnostika tuberkuldzy pouze
dopliikovou metodou pfii stanoveni diagnézy TB, jeji vysledky je nutné hodnotit vzdy v souvislostech
se stavem nemocného a vysledky dalSich testt. Jedinou moznou metodou pritkazu zastava ale u
latentni formy TB. Proto se vyuziva zejména jako screeningové vysetieni u pacienttt pfed zahajenim
biologické lé¢by blokatorem TNF alfa a nékterymi dal$imi prepardty ovliviiujicimi bunéénou

imunitu.
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7. Molekularné genetické metody k detekci a analyze Mycobacterium tuberculosis

Molekuldrné genetické metody tvoii spolu s metodami epidemiologickymi postupy tzv. molekularni
epidemiologie, kterd zkoumad sifeni nemoci na molekuldrni trovni. To je pfinosné u infekénich
nemoci, kdy je nutné rozlisit situace primdrni infekce, reaktivace stejnym kmene u jiz dfive
probéhlého procesu, anebo v ptripadé TB i aktivace latentni formy onemocnéni. Molekularni
epidemiologie odhaluje také globalni zptisoby Sifeni TB, pfispivda k poznani rizikovych faktora
spojenych s vyskytem TB, pomadha pti vyzkumu patogeneze onemocnéni a v neposledni fadé muze

pomoci i pfi odhaleni zkfizené kontaminace v laboratofich.

7.1. Genotypizace kmena M. tuberculosis

Rutinni identifikace izolatt do trovné druhu na zakladé fenotypovych a biochemickych vlastnosti je
do jisté miry subjektivnim a dlouhotrvajicim procesem. V poslednich letech byly vyvinuty
molekuldrni metody, které umoznuji presnéjsi identifikaci izolatd a také odliSeni jednotlivych
genotypt v ramci druhu a pfipadné i detekci mutaci vedoucich k rezistenci k antituberkulotikiim a
antibiotikim. Prestoze je druh M. tuberculosis geneticky monomorfni a diverzita druht je velice
mald, existuji genetické rozdily, které umoznuji rozliSeni rtiznych genotypt v zavislosti napf. na

geografickém vyskytu.

Mapovani genomu bakterii obecné, véetné u M. tuberculosis, se zabyva jednak detekci polymorfismu
v jednotlivych nukleotidech a jednak detekci polymorfismu v inzercich resp. v delecich (tzv. regions

of difference RD) v genomu (Nahid et al. 2010).

Star$i molekularné-epidemiologické metody jsou obecné zaloZeny na detekci specifickych usekt
genomu amplifikaci pomoci PCR, kterd je ndsledovdna gelovou elektroforézou. Tento proces byva
nékdy nazyvan “fingerprinting” (otisky DNA). Genetické markery pouZivané v téchto metodach jsou
definovany jako: variabilni poc¢ty a lokace inzer¢nich sekvenci IS6110 resp. tzv. PGRS regiont
detekovanych jako DNA fragmenty vymezené témito markery o razné molekulové hmotnosti (RFLP),
déle polymorfismem v tzv. direct repeat lokusech, které patfi do skupiny CRISPR (detekce
spolygotypingem), dale polymorfismem MIRU lokusi, mutace pro rezistenci kAT a ATB,
polymorfismem velkych fragmentt (large sequences), resp. jejich pfitomnosti nebo nepfitomnosti,
specifickymi sekvencemi tzv. ndsobnych lokusti a celogenomovou sekvenaci (Kato-Madea et al. 2011,

Kanduma et al. 2003). Schématické zndzornéni viz obrdzek ¢&. 8.
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Obrazek 8 - Hypoteticky genom M. tuberculosis a vyznaené repetitivni sekvence vyuzitelné pro jednotlivé
genotypiza¢ni metody (pfevzato z Barnes et Cave 2003)

V nasledyjicim piehledu (podle Kato-Maeda et al. 2011 a Orduz et Ribon 2015) jsou piedstaveny
jednotlivé metody umozZiiujici genotypizaci M. tuberculosis. Princip a porovnani genotypiza¢nich

metod uvadi priloha ¢. 4.

7.1.1. IS6110 — RFLP

Inzer¢ni sekvence (IS) - inzeréni elementy - jsou segmenty DNA s invertovanymi repeticemi na

svych koncich. Jejich celkova velikost se pohybuje o délce 700-2500 bp (Thierry et al. 1990).

IS6110 se vyskytuji pouze v genomu komplexu M. tuberculosis (Coros et al. 2008, Thierry et al. 1990a).
Tyto sekvence obsahuji 1361 part bazi (bp) (Thierry et al. 1990a, Sankar et al. 2011) a patii ke skupiné
tzv. mobilnich elementt IS3. M. tuberculosis ma o-25 kopii IS6110, vétsinou obsahuje 8-15 kopii,
napf. referenéni kmen M. tuberculosis H37Rv ma 16 kopii této inzeréni sekvence (Zheng et al. 2008).
Cilové umisténi téchto sekvenci neni dosud piesné znamo, ale predpoklada se, Ze neni nahodné
(Kato-Maeda et al. 2011). Nékteré pravdépodobné lokace téchto sekvenci byly popsany v poslednich

letech (Kim et al. 2010). U riiznych druht komplexu M. tuberculosis se 1S6110 vyskytuji specificky pro
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dany klastr v rizném poc¢tu kopii a na raznych mistech genomu, coz je pravé velice vyhodné jednak
pro detekci téchto druhti a také pro epidemiologické studie (Coros et al. 2008, Thierry et al. 1990b,

van Embden et al. 1993).

Zakladnim principem genotypiza¢ni metody vyuZzivajici IS6u0 je tedy variabilita poétu téchto
inzer¢nich sekvenci a velikost DNA restrik¢énich fragmentti, které tyto IS obsahuji (Desikan et
Narayanan 2015). Toto oznafuje i ndzev metody - Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP). Prvni krokem metody je izolace a vy¢isténi DNA z izolatlh M. tuberculosis. Poté je k DNA
piidan restrikéni enzym Pvull, ktery rozstépi DNA na stovky rGznych fragmenta ve specifickych
sekvencich, pficemz nékteré z téchto fragment obsahuji IS610. Fragmenty DNA jsou rozdéleny
podle molekulové hmotnosti na agarézovém gelu a pfeneseny na membranu. Poté jsou hybridizaci
detekovany fragmenty, které obsahuji IS6110, a to sondou (probou) navdzanou na vazebné misto
IS6110. Kazda kopie I1S6110 vytvori jeden prouzek. Genotyp M. tuberculosis je pak urcen v zdvislosti na

poctu prouzkd.

Tato metoda byla do neddavna povazovana za zlaty standard molekuldrni epidemiologie
M. tuberculosis. Byla $iroce pouzivana na zacatku go. let 20. stoleti. Md pomérné dobrou rozliovaci
schopnost (Kato-Maeda et al. 2011), reprodukovatelnost a relativné nizké naklady, proto byla vhodna
zejména pro srovnavaci studie (van Embden et al. 1993, Mokrousov et al. 2013). Omezenim této
metody je fakt, Ze u kment s niz§im poctem IS6110 neZ 6 je rozlisSovaci schopnost nedostatecna a je
pak nutné vyuzit jiné typy metod. Nevyhodou této metody je také nutnost pomérné velkého
mnozstvi kvalitni DNA (2-3 pg) (Desikan et Narayanan 2015), ddle naro¢ny laboratorni postup, drahy
pocitacovy software a predevsim stabilita vkladaci sekvence - profil stejného vzorku se mize ¢asem

zménit (Ei et al. 2016). Z téchto davoda byla tato metoda nahrazena novéj$imi metodami, napf.

MIRU-VNTR (Mokrousov et al. 2013).

Pro genotypizaci je mozné vyuzit také IS1081, ale ta md mnohem mensi polymorfismus. Pro rutinni

genotypizaci pouzivdna neni (Orduz et Ribon 2015).

7.1.2. PGRS-RFLP

Markery PGRS jsou pouzivané v pripadech, kdy maji izoldty 5 a méné IS61io. Mohou zvysit
rozliSovaci schopnost metody (Rhee 2000). PGRS (Polymorphic GC-rich repetitive sequence) se
vyskytuji v mnoha skupinach kopii na nékolika mistech chromozému M. tuberculosis. Obsah GC bazi
je relativné stdly. Evolu¢ni zmény v tomto markeru jsou pomalej$i nez u IS6110. Vizualizace téchto
sekvenci je také na principu RFLP metody (Kato-Maeda et al. 2011, Rhee 2000). V posledni dobé se

tato metoda piili$ nevyuZiva, je nahrazena modernéj$imi metodami (Desikan et Narayanan 2015).

7.1.3. Spoligotyping
Spoligotyping vyuzivd polymorfismus DNA, ktery je prezentovan v piesné se opakujicich tsecich
sekvenci mensi velikosti a variabilnich distan¢nich usek. Tyto uiseky se nazyvaji direct repeat region

(DR - konzervativni pfima repetice). Cely variabilni direct repeat region (DVR) se sklada
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z konzervativniho DR lokusu a nonrepetitivni sekvence nazyvané spacer (mezernik neboli
meziprostor). Kazdy DR ma 36 bp a tyto celistvé DR jsou rozprostfeny v jedine¢nych tsecich
nekodujici spacerové DNA (spacer DNA), které maji rtiznou jak sekvenci, tak délku (35-41 bp)
(Desikan et Narayanan 2015). DR patii do skupiny CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeat) (Zhang et al. 2010). Celkem existuje 94 spacerti, ale pouze 43 je pouzivano
v béznych genotypiza¢nich metodach. 37 z nich je typickych pro M. tuberculosis, dal$ich 6 navic
charakterizuje M. bovis BCG (Desikan et Narayanan 2015). Pfitomnost nebo chybéni téchto
spacerovych DNA sekvenci a variabilita v DR jsou typické pro jednotlivé genotypy. Pivod nazvu

metody spoligotyping je z “spacer oligonuceotide typing” (Brudey et al. 2006).

Spacery jsou amplifikovany PCR reakci. Existuji dvé metody vedouci k ziskdni spoligotypa. Prvni je
zaloZzena na reverzni hybridizaci, kdy je produkt PCR hybridizovan na membrané, a druhd pak na
luminexové technologii. V tomto pfipadé je spacer kovalentné navazan na mikrokulicky, které slouzi

jako vychytavaci sonda, kterd obsahuje fluorochromy (Kato-Maeda et al. 20m).

Protoze je DNA amplifikovdna, je pro typizaci spoligotypingem zapotiebi velmi malo DNA (20-50
ng). Tato metoda lze také provadét piimo ze vzorku klinického materidlu (Kamerbeek et al. 1997,
Kato-Maeda et al. 20m, Ei et al. 2016). Vysledné zpracovani dat se provadi pfevedenim na bindrni
nebo oktalni numericky systém, coz umoziiuje zpracovani globalnich databazi a komparativnich
studii. Limitaci metody je niz$i rozliSovaci schopnost v porovnani s [S610-RFLP a MIRU-VNTR, coz
je ddno tim, Ze spoligotyping pracuje pouze s 0,1 % genomu (RFLP pak s genomem kompletnim)

(Kamerbeek et al. 1997, Mokrousov et al. 2013).

7.1.4. MIRU-VNTR

MIRU (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units) jsou lokusy DNA v genomu M. tuberculosis o
délce 40-100 bp, které se fadi k mikrosatelitim (Supply et al. 2001; Sun et al. 2016). Nachézeji se
rozptylené v genomu jako tandemové repetice, tedy opakujici se jednotky identické nebo podobné
sekvence DNA, které jsou na chromosomu lokalizovany vfadé za sebou. Jejich délka je 52-77
nukleotidi (Desikan et Narayanan 2015). M. tuberculosis H37Rv obsahuje 41 MIRU lokust, ale pro
rutinni genotyping je vyuzivano pouze 12 resp. 24 z nich (Ei et al. 2016; Sun et al. 2016). 24 lokusi je
doporudovano zejména pro typizaci izolatit genotypu Beijing (Desikan et Narayanan 2015). MnoZstvi
kopii téchto repetitivnich sekvenci je u raznych genotypd riizné, proto Variable Number Tandem

Repeats (VNTR).

Tato metoda porovndva mnozstvi polymorfismi a velikost repetic DNA sekvenci na kazdém z lokust
pomoci PCR a elektroforézy (Ramos et al. 2014). Amplifikace PCR vyuzivad primery specifické pro
okrajové ¢asti regiontt VNTR. Amplifikovan je tak kazdy lokus a produkt amplifikace je vizualizovan
na gelu. Délka repetitivni jednotky je znamd, a tak mnozstvi PCR produktu odrazi pocet kopii

v repetitivni jednotce. Tento pocet je pak pfeveden do numerického kodu. PCR mtiZe byt provadéno
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jako multiplexni, kdy je jeden z primert z kazdé dvojice oznacen rozdilnou fluorescen¢ni barvou.

Amplikony mohou byt detekovany automatickym sekvendtorem.

Rozlisovaci schopnost a reproducibilita této metody je pomérné vysoka, zavisi na poctu
analyzovanych lokust. V poslednich letech je MIRU-VNTR povaZovéna za novy zlaty standard pro
genotypizaci M. tuberculosis (Kato-Maeda et al. 20m1). K provedeni metody je potfeba malé mnoZstvi
mykobakteridlni DNA a tato DNA nemusi byt purifikovana (Desikan et Narayanan 2015). Nékteré
PCR produkty mohou byt u specifickych vzorkt negativni v nékterych lokusech, to maze byt
dtsledkem delece regionu nebo vysokym poc¢tem opakujicich se jednotek. Ve specifickych ptipadech
je mozné nalézt dvojité alely na stejném misté. To je pak povazovano za klonalni variantu stejného
kmene. Pokud dvojité alely ptekro¢i dva lokusy, pak se infekce povazuje za smiSenou (Ei et al. 2016,

Sun et al. 2016).

7.1.5. Dal$i metody zaloZené na PCR

Rep-PCR (repetitive element sequence based-polymerase chain reaction) je zaloZzena na PCR
amplifikaci genomovych oblasti mezi opakujicimi se elementti, které jsou rozmistény v celém
genomu (Farber 1996, Jagielski et al. 2014). Amplikony DNA jsou pak detekovany elektroforézou.
Geneticka pfibuznost je odvozena z porovnani struktury pasu vytvofeného gelovou elektroforézou,
z poc¢tu opakujicich se prvki a z polohy téchto prvki v genomu. Diskrimina¢ni sila je vysokd, metodu
lze pouzit pro izolaty, které nemohou typizovany RFLP (maly pocet kopii) nebo MIRU-VNTR (napf.

genotyp Beijing). V tomto piipadé se pouZivaji jiné opakujici se prvky neZ IS6uo.

Jiné typy metod se pouzivaji velmi zfidka vzhledem k jejich nizké diferen¢ni schopnosti nebo obtizné

implementaci.

7.1.6. Mutace spojené s rezistenci

Detekce mutaci souvisejicich s rezistenci jsou pro ucely genotypizace provadény vétsinou spole¢né
s vyhledavanim dalsich genetickych markert. Zasadni a hlavni detekované mutace pro rezistenci
k antituberkulotikiim jsou detekce rpoB (indukce rezistence k rifampicinu) a katG a inhA (rezistence

k isoniazidu).

7.1.7. Metody pro fylogenetickou analyzu
Tyto metody se vyuZzivaji zejména pro klasifikaci izolatd M. tuberculosis do celedi a fylogenetickych
linii. Je prokazano, Ze rGzné vyvojové linie M. tuberculosis mohou mit razné fenotypové

charakteristiky véetné rtiznych vlastnosti v pfenosu a patogenité (Kato-Maeda et al. 20m1).

Analyza jednonuklidového polymorfismu - single nucleotid polymorphism SNP sleduje odchylky
jednotlivych nukleotidd DNA. Typy SNP se mohou rozdélit do dvou skupin. Jednak shodné
(synonymous), tedy ty, kdy zména nukleotidu nevede ke zméné vysledné aminokyseliny, a pak
neshodné (nonsynonymous), kdy je vysledna aminokyselina jind neZ ptvodni, a tato zména se

projevi i fenotypové, napiiklad vznikem rezistence k antituberkulotiku (Desikan et Narayanan 2015).
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Metoda Large Sequence Polymorphism definuje geografické struktury, podle nichZ se jmenuji
jednotlivé linie M. tuberculosis (euroamerickd, vychodoasijskd, indooceanska, vychodoafrickoindicka
a zdpadoafrickad s liniemi 1 a 2 - zndmad jako M. africanum) (Gagneux et al. 2006a). LSP je zaloZena na
detekci deleci v genomu, které jsou oproti transpozici inzer¢nich sekvenci ireverzibilni. K detekci
deleci vyuZivaji tyto metody zejména mikroarray (DNA ¢ipy), kdy je testovany izoldt porovnavan
s referen¢nim kmenem (Desikan et Narayanan 2015). Mezi LSP patii analyza regiont RD (regions of
difference). Nékteré chromozomadlni delece jsou spojené s transpozici IS. Delece objevujici se
v téchto regionech se nazyvaji RD. Existuji dva typy deleci - staré a nové. Staré se objevuji v raznych
urovnich vyvoje druhti a jsou pomérné rozsifené. Mladé delece maji omezené rozmisténi (Desikan et
Narayanan 2015). Napi. IS6110 souvisejici s lokusem RvD2 u M. tuberculosis H37Rv je pfitomna u
blizkého odvozeného avirulentniho kmene H37Ra (Brosch et al. 1999). V klinickych izolatech
M. tuberculosis jsou RD typické svoji variabilitou. Jsou zkoumdany rézné druhy téchto lokust, napf.
RDg, RD105 atd. (Flores 2007, Desikan et Narayanan 2015). Dal$im markerem detekovanym metodou
LSP je napft. delece specifického fragmentu TbD1 o velikosti 2153 bp (Flores 2007, Desikan et

Narayanan 2015).

Dal$i z metod - multilokusovd sekvenac¢ni typizace je zaloZena na analyze sekvence DNA

mnohocetnych genti - mnohodcetnych lokust u M. tuberculosis (Kato-Maeda et al. 20m).

7.1.8. Celogenomova sekvenace
Sekvenovani celého genomu mikroorganisma bylo provadéno i star§imi sekvena¢nimi technikami
(Sangerova metoda apod.). OvSem pracnost a ekonomické ndklady neumoZtiovaly sekvenovani

celych genomi rutinné.

Dnes patii celogenomové sekvenace (Whole Genome Sequencing [WGS]) mezi nejmodernéjsi
molekuldrné-genetické metody vyvinuté v poslednich dvaceti letech. Byvaji oznacovany jako
sekvenace nové generace (New Generation Sequencing [NGS]) a umoziiuji sekvenaci vysokého poctu
izolat najednou. Proces sekvenace vSech izolata je paralelni (Massive Parallel Sequencing [MPS]),
pricemz jeho vysledkem je obrovské mnozstvi vystupnich dat. Dalsi analyzy ziskanych dat jsou proto

nezbytné.

Pro NGS existuje nékolik rtznych technologii — platforem, jejichz vybér zavisi na ucelu pouziti
(Ansorge, 2016). Kazda ztechnologii ma svoje vyhody a nevyhody. Obecné schéma vSech NGS
technologii lze charakterizovat jako sled kroka: fragmentace templitové DNA na utseky dlouhé
nékolik set bazi az kilobazi, zatupeni ziskanych fragmentd enzymatickou reakci a jejich napojeni
k oligonukleotidiim urcité sekvence (adaptériim), amplifikace jednotlivych usekii PCR reakci
(nékteré technologie tento krok neobsahuji), paralelni sekvenace v§ech amplikont (v jednom kroku).
Ziskané sekvence (tzv. ,¢teni” - ,reads”) jsou dlouhé 20-700 bp. VytéZek sekvenaéniho procesu mutize
byt aZz nékolik tisic Gb, a proto je k vyhodnoceni a analyze dat nezbytny specializovany software a

vypocetni technika s vykonnym hardware, coz mtiZze tuto metodu limitovat v rutinnim pouziti. Cena
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za sekvenovani je niz$i nez u stars$i kapilarni Sangerovy metody. NGS se vyuziva jednak
k celogenomové sekvenaci de novo (sekvenovani nezndmych genomil) nebo napiiklad vmikrobiologii
k analyze biologické diverzity (metagenomika), déle pak k sekvenovéani plazmidd, chromozémi nebo
mitochondrii, k analyze exprese kodujici i nekodujici DNA atd. Nejéastéji pouzivané platformy NGS
jsou 454 (Roche), MiSeq/HiSeq/NovaSeq (Illumina), SOLiD (Applied Biosystem), Iont Torrent (Life
Technologies), RSII/Sequel (Pacific Bioscience), MinION (Oxford Nanopore), Genia (Roche), Irys

system (BioNano genomics) (Ansorge 2016).

Vyslednd data jsou pfevedena do rtznych formatt pomoci FTP server (File Transfer Protocol).
Nejuzivanéjsi software pro WGS jsou FASTQ, SAM/BAM, VCF a SFF (Satta et al. 2017). Nejbéznéjsi je
FASTQ vyvinuty ve Wellcome Trust Sanger Institute. Shrnuje data ze softwaru FASTA (fast
alignment), ktery umoZnuje srovndvani sekvenci DNA a proteint. Ziroven data srovnava
kvantitativné. Je recentnim standardnim prostfedkem ke shromazdéni a uloZeni dat ziskanych ze

sekvenacnich zafizeni typu Illumina Genome Analyzer (Cock et al. 2010).

V soucasné dobé existuje mnoho softwarovych nastrojt k analyze WGS. Pro rutinni praxi jsou ovéem
vhodné jen ty, které jsou dostupné on-line zdarma v angli¢tiné a které jsou schopny analyzovat
piimo surové soubory dat FASTQ (Satta et al. 2017). Podle Satta et al. (2017) mezi né patii napf.
Mykrobe predictor (vyvinut Wellcome Trust Center for Human Genetics and collaborators), TB
profile (London School of Hygiene and Tropical Medicine), TGS-TB - Total Genotyping Solution for
M. tuberculosis (vytvoten Sekizukou et al. 2015) a PhyRes SE - Phylo-Resistance Search Engine

(Feuerriegel et al. 2015).

Vysledkem WGS je informace o celém genomu. Pfi vlastni genotypizaci a porovnavani kmenti lze pak
vyuzit raznych markera podle typu hledanych souvislosti. U M. tuberculosis se lze zaméfit napf. na
IS 6110 RFLP, VNTR nebo SNP. Referen¢nim postupem je ustanovena analyza SNP, tedy rozdil
v jednotlivych bazich genomu v porovnani s referenénim kmenem, a inzerce nebo delece vyskytujici
se v izolatu opét v porovndni s referenénim kmenem (Robyn et al. 2015). Podobné nalezené zmény

nukleotid (mutace) predikuji rezistenci vici AT a ATB.

Do zavedeni WGS byly analyzy genomu M. tuberculosis omezeny kvtli pfitomnosti vysoce
diverzifikovanych tzv. PE (proline-glutamate) a PPE (proline-proline-glutamate) genovych skupin,
které obsahuji velké mnozstvi guaninu a cytosinu a velmi casto se opakuji, mohou tvofit az 10 %
kodujici sekvence M. tuberculosis (Cole et al. 1998). To komplikuje sekvenovani a sestaveni genomu,
protoze vzhledem k mnoha opakovanim nemusi byt jednozna¢né urcené spravné zatfazeni
piislu§ného ¢teni (reads) na spravnou pozici do genomu. Proto jsou u analyz tyto tseky vyloudeny
z hodnoceni (Robyn et al. 2015). Piesna funkce PE a PPE neni pfesné zndma, ale pravdépodobné maji
vliv na reakci lidského imunitniho systému (Bryant et al. 2013b). I u WGS je k analyze téchto usekt

nutné zvolit vhodny postup, protoze jejich mapovani je velmi ndchylné k chybam.
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Stejné tak i WGS M. tuberculosis zac¢ind extrakci a purifikaci DNA. Nasledné je tato DNA

fragmentovdna na kratké useky (100-500 bp), jejich konce jsou upravené (blunt ended) a napojené na

adaptéry. Nasleduje amplifikace a sekvenace. Pro genotypizaci M. tuberculosis jsou vyuzivany

postupy vytvaiejici kratkd ¢teni, napt. lllumina MiSeq (Lee et al., 2016). Zde lze cely proces rozdélit

na nékolik fazi (Illumina, 2017), viz obrazek 9:

4.

Ptiprava tzv. knihovny (library preparation), coZ je soubor v8ech fragmentt vstupujicich do
dalgich fazi procesu. Vychozi DNA je nahodné nastépena (nej¢astéji pomoci enzymu) na
fragmenty, jejichz konce jsou zatupeny a na néz jsou ligovany adaptéry a v piipadé
multiplexové analyzy i tzv. indexy krozliSeni DNA jednotlivych vzorkd. Proces soucasné
fragmentace a ligace se nazyvd tagmentace. Fragmenty ligované s adaptéry, resp. s indexy,
jsou amplifikovany PCR a nasledné predistény. VSechny fragmenty se sekvenuji stejnym
primerem.

Tvorba cluster - celd ,knihovna“ je navdzdna na tzv. flow cell, tedy tzv. amplifika¢ni
desticku. Ta je tvofena osmi drazkami, jejichz povrch je pokryt oligonukleotidy
komplementdrnimi k adaptérim. Jednotlivé fragmenty knihovny jsou klonovany
tzv. mtstkovou (z anglického bridge) amplifikaci, béhem amplifikace dochdzi k ohnuti
fragmentu. Cely proces je nazyvan cluster generation (vytvareni shlukt stejnych usekit DNA).
Takto vytvorené klastry jsou pripravené k sekvenaci.

Sekvenovani - sekvena¢ni reakce probihd simultdanné na obrovském poctu templatd DNA na
pevném podkladé (flow cell). Je pouzita technologie sekvenace syntézou SBS (Sequencing by
Synthesis), kdy jsou pouZité termindlni baze znac¢ené ¢tyfmi rdznymi fluorescenénimi
barvami. DNA je sekvenovdna baze po bazi. Znac¢ené nukleotidy obsahuji modifikovanou 3'-
OH skupinu, coz zajistuje zafazeni pouze jednoho nukleotidu vjednom cyklu. Pii jednom
cyklu spolu v8echny nukleotidy soutézi o zac¢lenéni do fetézce. V kazdém sekven¢nim cyklu je
tedy komplementarné navazana na templat jedna z terminalnich znacenych bazi, jeji syntéza
je detekovana pfistrojem pomoci laseru a podle druhu barviva je oznac¢en druh této baze. Pii
detekci se znacka z reverzniho termindtoru odstépi. Po zaznamendni je terminator odstranén
(reverzibilni termindtor).

Analyza dat - sekvence identifikované u testované DNA jsou porovnavdny s referen¢nim
genomem. Ukolem analyzy dat je ptevod miliént surovych dat do smysluplnych informaci.

Ziskana data jsou prevedena do bioinformatickych zatizeni a vyhodnocena softwarem.
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Obrazek 9 - Schéma celogenomové sekvenace WGS (zdroj: podle Braun 2017, upraveno)

7.2. Genotypy M. tuberculosis

Jednotlivé genotypy M. tuberculosis jsou rozmistény po celém svété s pievahou v urcitych regionech
(viz ptiloha ¢. 4 Fig. 1). Existuji velké databaze shromazdujici informace o genomovych vlastnostech
M. tuberculosis a genotypové charakteristiky jednotlivych typd. Jednou z nejvétsich je napf. databaze
molekuldrnich markert M. tuberculosis SITVIT WEB (Institut Pasteur de la Gadeloupe), ktera
zahrnuje nejdilezitéjsi typiza¢ni markery - Spoligotypes, MIRU a VNTR, jednotlivé genotypy jsou
evidovany pod ¢islem SIT - Spoligotyping International Type number (Demay et al. 2012). Dalsi
databdzi je napt. MIRU-VNTRplus (Weniger et al. 2010). Podle genotypovych charakteristik jsou

klastry rozdéleny do nasledujicich genotypi - linii (Brudey et al. 2006, Demay et al. 2012, Orduz and

Ribon 2015). Viz tabulka 6.

7.2.1. Haarlem

Tento genotyp se vyskytuje pfevdzné v Evropé, pfedevsim v Rusku. Zahrnuje ¢tyfi sublinie.
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7.2.2. LAM (Latin America and Mediterranean)
Genotyp LAM se velmi casto vyskytuje ve Stiedni a Latinské Americe. Tento typ se dale déli podle
geografického vyskytu - LAMio Cameroon, LAM7 Turkey, LAMu Zimbabwe nebo LAMi2 Madridi.

7.2.3. T lineage
Tato linie zahrnuje moderni geneticky homogenni TB izolaty, které se nedaji zaradit do Zadné
z ostatnich skupin. Objevuje se relativné stejnomérné v celém svété s maximem v Evropé. Podle

geografického vyskytu se rozdéluje na podskupiny T1-Ts.

7.2.4. X lineage
Linie X, nazyvana “Anglo-Saxon” ma nejvétsi prevalenci v USA, méné pak v Latinské Americe a

v Mexiku.

7.2.5. EAI (East African-Indian)
Tento typ se vyskytuje v jihovychodni Asii, Indii a zdpadni Africe. Je rozdélen do ¢tyt sublinii - EAl2
Nonthaburi, EAI6 Bangladesh/1, EAl7 Bangladesh/2 a EAI8 Madagascar.

7.2.6. CAS (Central Asian)
Linie CAS ptevazuje v subsaharskych zemich a v Pakistanu. Zahrnuje rizné podskupiny, napt. CAS1

Kili (Kilimanjaro), CAS Dar (Dar-es-Salaam), and CAS1 Delhi.

7.2.7. Beijing
Genotyp Beijing je charakteristicky vysokou virulenci a vysokym vyskytem multirezistence. Vyskytuje

se pfedev§im na délném vychodé Asie, zde tvoii aZ 50 % izoldtd a v Rusku (Ei et al. 2016). Pro tyto

NO 24

7.2.8. MANU
Tato linie pravdépodobné pochazi z ptvodniho klonu genetické skupiny 1. Byla popsana v posledni

dobé v Indii. Rozdélena je do tfi podskupin - MANU 1-3.

7.2.9. Linie S
Linii S uvadéji jen néktefi autofi Brudey et al. 2006; Demay et al. 2012). Jeji prevalence je pomérné

mald a rovhomeérna na tzemi celého svéta.
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Tabulka 6 - Oznaceni linii a sublinii M. tuberculosis podle jednotlivych studii a metod typizace

Linie
(TB-lineage
family)

Linie podle LSP
Gagneux et al. 2006a

Databaze
SpolDB4 family
Brudey et al.
2006

Urceni dle PGG
Sreevatsan et al.

19972

Urceni dle TbD1
Brosch et al.
2002

Indo-Oceanic

Indo-Oceanic

EALI

EAl5
EALII-SOM
EAI2-Manila
EAI 2-
Nonthaburi
EAL3-IND
EAI4-VNM
EAI6-BGDa, 2
EAI8-MDG

Ancestral

East Asian

East Asian

Beijing
Beijing-like

Modern

East-African
Indian

East-African
Indian

CAS:
CASi-Delhi
CAS1-Kili
CASi-variant
CAS2

Modern

Euro-American

Euro-American

LAM:
LAMoz-10
LAM o7-TUR
LAMio-CAM
LAMu-ZWE
LAM12-Madrid
Haarlem (H)
Hi-3

T:

T1

T1-RUS2

T2
T2-Uganda
T3

T3-ETH

T4

T4-CEU1
T5-Madrid2
T5-RUS
Tuscany

S

X:

X1-3

X2 varianti
X3 variantia2

2a3

modern

West African 1

West African 1

Afri2, Afriz

ancestral

West African 2

West African 2

Afri1

ancestral

Aethiops Vetus*

M. bovis

M. bovis

BOV(1-4)

ancestral

* popsano Blouin 2012, upraveno dle Shabbeer et al., 2012
Navrh nazvu Aethiops Vetus: Nebenzahl-Guimaraes, 2016
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7.3. Molekuldrné epidemiologické studie

V molekuldrné-genetickych metodach se vyuZzivaji znaky charakteristické pro dany bakterialni druh.
Molekularni epidemiologie pak spojuje vysledky molekularni biologie s metodami epidemiologie.
Cilem je pfesny popis daného izoldtu - stanoveni genetického profilu (tzv. geneticky fingerprinting),
ktery umozni porovnani izolatdi v ¢ase a v misté zachytu. Vysoce piibuzné izolaty se nazyvaji klastry.
U druhit M. tuberculosis komplexu urd¢ité klastry koreluji se specifickym geografickym mistem (Soini
et al. 2000, Brown et al. 2010, Brudey et al. 2006 aj.). Typizace izolatt je také metodou pritkazu $ifeni

a prenosu TB.

7.4. Moinosti detekce rezistence M. tuberculosis v rutinni laboratori

Pro sprdavnou a véasnou lécbu rezistentnich forem TB je nezbytna dostupnost specifickych metod
detekce rezistence v rutinni praxi. Klicova je detekce rezistence k rifampicinu jako klicovému AT
v 1é¢bé TB. U kment rezistentnich k RIF je ve vét§iné pripada pritomna i rezistence k INH. Proto je
zakladnim markerem k ur¢eni kment MDR pravé rezistence k RIF. Toto se uplatiiuje pii dg. TB zejm.
v zemich s vysokym vyskytem TB a omezenymi moZnostmi diagnostiky. V CR se tato detekce vyuziva
jako rychla metoda k zahajeni spravné terapie, ale vidy nésleduje podrobné vysetfeni komplexni

citlivosti k AT dal$imi metodami (viz vyse).

K rychlé detekci rezistence k RIF se v posledni dobé vyuziva pfedev$im systém GeneXpert, kdy se na
principu amplifikace a hybridizace detekuje ptitomnost DNA M. tuberculosis a pfitomnost mutace
pro rezistenci k RIF pfimo ze vzorku klinického materidlu. Dédle je mozné vyuzit detekci mutaci po
amplifikaci metodou reverzni hybridizace a enzymatické barevné reakce na membrané stript (napf.

GenoType Hain, Hain Lifescience).

Dalsi molekuldrné-genetické metody jsou mozné, ale pro rutinni praxi ne prili§ vhodné.
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8. Metodika

V pribéhu provadéni praktické ¢asti dizertadni prace byla problematika rozdélena do tfi oblasti.
Prvni znich byla zaméfena na zdokonaleni identifikace mykobakterii metodou hmotnostni
spektrometrie a jeji zavedeni do rutinniho provozu, podrobné viz ptiloha ¢.1. Druhd ¢ast se tykala
nepfimého prikazu infekce M. tuberculosis, zejm. detekce latentni formy tuberkul6zy, metodami
IGRA, zaméfeni na stanoveni doporuceni pro vyuziti metody Quantiferon TB Gold Plus a T-
SPOT.TB, podrobné viz ptiloha ¢. 3. Treti ¢ast byla vénovana jiz samotné genotypizace izolata

M. tuberculosis.

8.1. Identifikace mykobakterii hmotnostni spektrometrii
Tato metoda byla zvolena kvili nutnosti zavedeni nového, spolehlivého a uzivatelsky vhodného

postupu k identifikaci mykobakteridlnich druh.

Analyza probihala za pouziti systému MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization
Time-of-Flight) hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF MS). Za ptfitomnosti matrice probéhla na
MALDI desti¢ce ionizace molekul ve vzorku pomoci laseru. Pro identifikaci touto metodou byl
pouzit postup doporucovany vyrobcem (Bruker Daltonik, Brémy, Némecko). Byly testovany kmeny
z 1 plné klicky z pevné vaje¢né ptidy nebo 1 ml suspenze z tekuté pady. Inaktivace kultury probéhla
pomoci 1 ml 75% ethanolu s naslednou centrifugaci 5 min pfi 12 oooxg, ndsledovala resuspendace
pelety v 500 pl sterilni destilované vody, smés byla centrifugovédna (5 min pfi 12 oooxg) a vysledna
peleta opét resuspendovana v 50 pl sterilni destilované vody. Nasledovala inkubace vzorki 30 minut
pii 95 °C. K inaktivovanym vzorkdim bylo pfiddno 1,2 ml ethanolu vychlazeného na -20 °C, peleta byla
vysu$ena pii oteviené zkumavce pii 35 °C (cca 10 minut). Suchd peleta byla resuspendovana v 5o pl
acetonitrilu. Po pfidani malého mnozZstvi silikdtovych kuli¢ek (priméru o,5 mm) se vzorek
intenzivné vortexoval 1 min. Po promichani bylo ptiddno so pl 70% kyseliny mravendi a ihned
centrifugovano (5 min pfi 12 oooxg). 1 pul Na testovaci desti¢ku pro hmotnostni spektrometrii byl
nanesen 1 pl supernatantu a po usu$eni byl pfevrstveno 1 pl matrice (roztok kyseliny skoficové).
Namétena spektra byla vyhodnocena pomoci MALDI Biotyper, verze 3.0 s databdzi Mycobacteria
Library 1.0 (bead method). Interpretace vysledkt byla provedena podle hodnotovych skére a

srovnanim pravdépodobnosti potfadi jednotlivych identifikovanych druh.

Identifikace mykobakteridlnich druh@ hmotnostni spektrometrii byla porovnina s dal$imi
identifika¢nimi metodami - klasickymi, identifikaci pomoci genovych sond a identifikaci pomoci

sekvenace genu pro 16S rRNA (pfesny popis viz ptiloha ¢. 1).

8.1.1. Soubor
Do analyzy bylo zatazeno 30 izolatéi rodu Mycobacterium spp. izolovanych na Ustavu mikrobiologie

LF UK v Plzni a FN Plzen (viz ptiloha ¢. 1).
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8.2. Nepiimy priitkaz TB metodami IGRA
Vzorky byly vySetieny jednak metodou QuantiFERON-TB Gold (QFT) (Qiagen, Germany) a jednak
metodou T-SPOT.TB (Oxford Immunotec Ltd, UK).

Krev na QFT byla odebrdana do odbérové soupravy tfi zkumavek po 1 ml (TBAg, NIL a MIT),
manipulace s krvi probéhla podle doporudeni vyrobce (8-10x promichdno). Odbér na T-SPOT.TB byl
proveden do zkumavky s protisrazlivym pfipravkem lithium-heparinem. V obou ptipadech byla krev
dorucena do laboratofe do 5 hodin po odbéru. Krev pro QFT byla znovu promichana a inkubovéana

16-24 hod pti 37 °C.

Krev pro T-SPOT.TB byla zpracovana max. 8 hodin po odbéru. Separace lymfocytd probihala pomoci
zkumavek Leucosep (Oxford Immunotec Ltd, UK), pocet lymfocytti byl hodnocen po obarveni
trypanovou modii v jednordzové pocitaci miizce. Lymfocyty byly do reakce nafedény na standardni

v ’ 6 v
mnozstvi 2,5 x 10° bunék/ml.

Hodnoceni vysledka probihalo podle doporuceni vyrobct jednotlivych souprav. Shoda obou metod

byla vyhodnocena Cohenovym kappa po vyfazeni neur¢enych vysledkd v metodé QFT.

Pfesny popis metodiky viz piiloha ¢. 3.

8.2.1. Soubor

Bylo vySetfeno celkem 284 pacientskych vzorkd nesrazlivé krve pacientd. Odbér krve byl proveden
na klinickém pracovisti ambulantniho nebo lizkového typu. Odbéry vzork pro obé metody byly
provedeny z jedné venepunkce nebo v odstupu maximalné 14 dni (primér 3,09 dne). Byli zatazeni

pacienti s riznymi diagndzami a raznych charakteristik - viz pfiloha ¢. 3.

8.3. Genotypizace M. tuberculosis

V pribéhu této dasti dizerta¢ni prace bylo cilem najit optimdlni metodu pro genotypizaci
izolovanych kmena M. tuberculosis z hlediska proveditelnosti, ekonomické dostupnosti a presnosti.
Béhem nékolika let provadéni vyzkumu byly zpracovany klinické izolaty rtiznymi metodami podle

jejich dostupnosti v daném ¢ase. Zkoumany byly vZdy izolaty M. tuberculosis z klinického materialu.

V8echny kmeny byly izolovany z klinického materidlu kultivaci po dekontaminaci v automatickém
systému Bactec MGIT (Becton, Dickinson and Company, USA), resp. kultivaci na vaje¢nych ptidach
(Trios, CR). Dekontaminace byla provedena metodou N-acetyl-l-cystein, za pouZiti 4% roztoku
NaOH. Identifikace byla provedena imunochromatografickym testem MGIT TBc Identification Test
(Becton, Dickinson and Company, USA) do komplexu M. tuberculosis a ddle do druhu pritkazem
niacinu a testem TCH. Citlivost kment k zakladnim AT byla stanovena v automatickém systému
Bactec MGIT (Becton, Dickinson and Company, USA) a ovéfena propor¢ni metodou dle Canettiho na
vaje¢nych ptdach (LabMediaServis, CR). U rezistentnich kment byla stanovena citlivost ke druhé
fadé AT a ATB dilu¢ni metodou MIC v mikrotitra¢nich desti¢kach (home made, Ustav mikrobiologie

FN Plzeit).
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V prvni fazi vyzkumu byla pouzita metoda stanoveni IS6u0. Na pocatku tohoto vyzkumu byla tato
metoda doporucovdna jako zlaty standard pro molekularni epidemiologii, proto byla zvolena. Byl
detekovan mobilni geneticky element specificky pro M. tuberculosis - IS6110 v riizném poctu kopii.
Na zdkladé variability tohoto poc¢tu a mista transpozice u rtiznych izoldt byly stanoveny velikosti

fragmentd, stanoven profil a porovnani izolatid. Pfesny popis metodiky je uveden v piiloze ¢. 4.

Byla vyzkou$ena i metoda MIRU-VNTR, ale vzhledem k tomu, Ze ve stejné dobé byla nové dostupna

WGS, nebylo toto testovani dokonceno.

Jako posledni byla provadéna metoda WGS. Metodika je podrobné popsana v priiloze ¢. 5. Extrakce
DNA byla provedena pomoci pufru Tris-HCI/EDTA, zahtdti na 9o °C na 2 hodiny a ndsledného
zmrazeni na -20 °C. Po rozmraZeni a centrifugaci byla DNA extrahovana ze supernatantu soupravou
DNA-Sorb-B kit (Sacace Biotechnologies Srl, Como, Italy). Pro ptipravu knihovny multiplexovych
DNA byla pouZita souprava Nextera XT Library preparation kit (Illumina Inc., San Diego, CA, USA).
Vysledné sekvence o délce 600 bp byly amplifikovdany a sekvenovany na platformé Illumina MiSeq
platform (Illumina Inc., San Diego, CA, USA) za pouziti reagen¢niho kitu MiSeq v3 600-cycle. Pro
analyzu sekvenci byly odstranény sekvence s nizkou kvalitou na konci ¢teni systémem Trimmomatic.
Sekvence byly porovndvény s referenénim kmenem M. tuberculosis H37Rv (GenBank accession
NC_000962.3) na zdkladé variability v SNP. Vyhodnoceni proved bioinformatik. Spoligotypy a
mutace v genech souvisejici s rezistenci vii¢i antibiotikiim byly detekovdny nahranim parovanych
koncovych ¢teni do databdze pro vyhodnoceni genotypt a zndmych markerd rezistence z dodanych

surovych dat (TB Profiler, 2019).

8.3.1. Popis izolati

Soubor 40 izolatd M. tuberculosis vySetfovanych metodou WGS byl vybran z kment izolovanych
v Laboratofi pro diagnostiku mykobakterii Ustavu mikrobiologie FN Plzeti Narodni referen¢ni
laboratofe pro mykobakteria SZU Praha a Zdravotniho ustavu Brno tak, aby byly zastoupeny izolaty
citlivé k zadkladnim AT, izolaty rezistentni s riznym stupném rezistence, ddle izolaty od nemocnych
s mistem ptvodu v zemich s vy$$im vyskytem TB a pro srovndni i kmeny od nemocnych s mistem
narozeni v CR (16 CR, 14 Rumunsko, 3 Slovensko, 3 Vietnam, 2 Bulharsko, 1 Loty$sko, 1 Ukrajina). Do
souboru byly zatazeny izolaty i z jinych laboratofi, a to z laboratofe Zdravotniho ustavu Ostrava

pobo¢ky Brno, a z NRL pro mykobaktérie SZU Praha. P¥esny popis souboru viz pfiloha ¢. 5.
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9. Vysledky

Vysledky vech ti oblasti vyzkumu jsou piesné interpretovany v ptilohach (pfiloha ¢.1, ¢.3a €. 5)

9.1. Identifikace mykobakterii hmotnostni spektrometrii
Z hlediska zaméfeni dizerta¢ni prace na M. tuberculosis bylo vtéto casti prace zjisténo, Ze
hmotnostni spektrometrie je vhodnou metodou pro identifikaci bakterii do komplexu

M. tuberculosis, nikoliv v§ak do jednotlivych druht tohoto komplexu.

9.2. Nepiimy pritkaz TB metodami IGRA
Pro nepfimou diagnostiku metodami QFT a T-SPOT.TB byla Cohenovym kappa zjisténa shoda -

vysledny kappa index 0,72, coZ je podle Landise — Kocha (1977) hodnoceno jako shoda zna¢na.

9.3. Genotypizace M. tuberculosis

Dil¢i vysledky vyzkumu byly uvedeny na mezindrodnich kongresech ECCMID, viz pfiloha ¢. 6 a ¢. 7.
Vsechny izolaty souboru byly identifikovany jako M. tuberculosis.

Celkem bylo identifikovano 27510 SNP. Ziskany fylogeneticky strom je zobrazen na obrdzku ¢. 10,
genotypovy profil véetné mutaci v tabulce ¢. 7. Zemé ptavodu pacienta neméla vztah ke genotypu.
Jeden kmen byl klasifikovdan do dvou raznych spoligotypt (4.8 a 4.1.2.1), toto bylo ovéfeno
opakovanou sekvenaci se stejnym vysledkem. Po manualni kontrole bylo zjisténo, Ze izolat patii do
spoligotypu 4.8 (specificky SNP G3836739A). Na zakladé tohoto vysledku jsme informovali kuratory

databaze.

Byl porovnavan genotypovy a fenotypovy profil izolatt z hlediska rezistence k AT a ATB. Fenotypovy
profil byl stanoven pro streptomycin (rezistence u 12 izolatl), izoniazid (rezistence u 1 izolata),
rifampicin (rezistence u 7 izoldt), ethambutol (rezistence u 6 izolat) a pyrazinamid (rezistence u 5

izolatd).
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Tabulka 7 - Genotypovy profil izolatt v¢etné detekovanych mutaci

Drug | Mutation | Number | Percentage
Any resistance
9 23%
gid (Lys16Arg) 4
STM rpsl (Lys43Arg) 3
rpsl (Lys88Arg) 1
s (A1401G) 1
8 20%
katG (Ser315Thr) 5
KatG (Pro241Pro) 1
INH ahpc (C-81T
promotor) !
fabG1 (C-15T
promotor) !
4 10%
RIF rpob (His445Arg) 1
rpoB (Sergso0Leu) 2
rpoB (Asp435Val) 1
4 10%
embB (Met306Val) 2
EMB embB (Met306lle) 1
embB (Gly406Ala) 1
2 5%
PZA pncA (Vali28Gly) 1
pncA (Tyr34Stop) 1
1 1%
AMK s (A1401G) 1
1 1%
CPR rrs (A1401G) 1
2 5%
KAN rrs (A1401G) 1
eis (G-12A promotor) 1
1 1%
ETH fabG1 (C-15T
promotor) !
Mono-resistance 8 20%
4
STM gid (Lys16Arg) 3
rpsl (Lys43Arg) 1
4
INH katG (Ser315Thr) 3
KatG (Proz241Pro) 1
Non-MDR Poly-resistance 2 5%
ahpc (C-81T
INH+EMB promotor) + 1
embB (Met306Val)
rpsL(Lys43Arg)+
STM+INH+EMB katG (Ser315Thr)+ 1
embB (Met306Val)
MDR 4 10%
gid (Lys16Arg)+
STM+INH+RIF katG (Ser315Thr)+ 2
rpoB (Asp435Val
abGi (C-15T
STM+INH+RIF+EMB+PZA+ETH+KAN promoter) & 1
katG (Ser315Thr)+
rpoB (SergsoLeu)+
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Drug

Mutation

Number

Percentage

embB (Gly406Ala)+
pncA (Tyr34Stop)+
fabGi (C-15T
promoter)+

eis (G-12A promoter)

STM+INH+RIF+EMB+PZA+AMK+CPR+KAN

rpsL (Lys43Arg) & rrs
(A1401G)+

katG (Ser315Thr)+
rpoB (SergsoLeu)+
embB (Met306lle+
pncA (Vali28Gly)+
rrs (A1401G)+

s (A1401G)+

s (A1401G)
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10. Diskuze

Diskuze je rozdélena podle tematickych celka.

10.1. Identifikace mykobakterii hmotnostni spektrometrii

Identifikace pomoci MALDI-TOF MS je srovnatelna sjinymi molekularné-genetickymi metodami
identifikace mykobakterialnich druhi. Jde také o identifikaci pravdépodobnostni, coZz znamena
nutnost vychazet pti hodnoceni z kontextu s ostatnimi vysledky, tedy napf. potadi a pravdépodob-
nost identifikovanych druhg, a také s ostatnimi diagnostickymi znaky (morfologie mikroskopicka i
makroskopicka atd.). Pfi dodrzeni téchto postupt lze vysledek identifikace uzavtit i pfi niZ§im
identifika¢nim skore. Hmotnostni spektrometrie se jako identifika¢ni metoda vyuziva predevsim pro
netuberkuldézni druhy, jako metoda spolehlivd rychld a ekonomicky vyhodna (zejména pro
pracovisté, kde je k dispozici technické vybaveni i pro jiné téely). Ustav mikrobiologie se podilel na

mezinarodni studii, ktera vyhody této metody prokazala, viz ptiloha ¢. 2.

Pro identifikaci M. tuberculosis je tato metoda vyuzitelna také, spolehlivé identifikuje do komplexu
M. tuberculosis, za ur¢itych postuptt (analyza spektra) i vrdmci druht komplexu (Pignone et al.
2006). Vzhledem ke snadnym rutinné dostupnym identifika¢nim postuptim v identifikaci komplexu
M. tuberculosis (prikaz MPT 64) a také ur¢itému infekénimu riziku se ale hmotnostni spektrometrie
k témto tcelim vyuziva méné (Samli et Ilki 2016). Rozli$eni druhd v ramci M. tuberculosis komplexu

touto metodou spolehlivé neni (Neuschlova et al. 2017).

V posledni dobé se provadéji studie zamétrené na moznost detekce rezistence M. tuberculosis touto
metodou (Zhang et al. 2014). Tento vyzkum je v zacatcich, v ptipadé tspéchu by znamenal dalsi

vyznamny posun v diagnostice pfedevsim v rutinnich laboratofich.

10.2. Nepfimy pritkaz TB metodami IGRA

Nizka incidence aktivni TB, vysoky ekonomicky standard a vysokd uroven zdravotni péce dovoluje a
vybizi vyspélé zemé k detekci a feSeni tuberkulozy latentni (LTB). Jde zejména o detekci LTB u
kontakta s aktivni TB, dale u pacientt pfed nasazenim a na biologické 1é¢bé, u pacientt s primarnim
plicnim onemocnénim (tumory, sarkoidéza, silikéza, CHOPN, cysticka fibréza atd.). Neptimy prikaz
je jedinou moznosti, jak LTB detekovat. Situaci komplikuje skutec¢nost, zZe prikaz protilatek neni
vhodny vzhledem k typu imunitni odpovédi na pfitomnost tuberkul6znich bacil@. Metodou volby je
prikaz reakce bunééné imunity. Historicky vyuzivany tuberkulinovy koZni test ma mnoho omezeni a
jeho specificita i senzitivita nejsou pfili$ vysoké. Velky zlom v diagnostice znamenalo pravé zavedeni
IGRA metod. Kazda z dostupnych metod (QFT a T-SPOT.TB) je pouZivand v rutinnim provozu
s riznym zastoupenim. Metoda QFT je mnohem dastéji vyuzivana kviali jednodus$imu provedeni,
mens$i ndro¢nosti na persondlni i technické vybaveni. Metoda T-SPOT.TB je ovem senzitivnéjsi (Lee
et al. 2006). Podle nasich zku$enosti se v praxi ukazuje jako vyhodny postup vyuzivat metodu QFT
jako screeningovou. V pfipadé neurcitych vysledkd, nebo vysledki nejednozna¢né interpretovatel-

nych vsouvislosti s hodnotou cut off i sklinickymi a dal$imi ndlezy u pacienta se osvédcila
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konfirmace metodou t-SPOT.TB. Interpretace komplexniho vysledku IGRA je tak mnohem pfesnéjsi

a je validnim pfinosem do diagnostiky TB.

10.3. Genotypizace M. tuberculosis

Diagnostika TB md v rozvinutych zemich vysoky standard. K a¢inné kontrole epidemiologické
situace TB je kromé presné diagnostiky nutné ale také zaméfit pozornost na $ifeni této nemoci.
Epidemiologicka opatieni jsou v CR nastavena na vysoké urovni, maji oporu v zakonech (vyhlagka ¢.
473/2008 Sb., o systému epidemiologické bdélosti pro vybrané infekce, novela Sbirka zakont ¢. 275 /
2010), TB patfi mezi povinné hliSend a lé¢end onemocnéni. V poslednich letech se pro
epidemiologické ucely stdva klicovou pravé genotypizace izolovanych kmend od konkrétnich
pacientd. Pomoci ni Ize stanovovat dynamiku pfenosu tohoto onemocnéni vcetné zdroje infekce a

zpisobu pfenosu, ptipadné i vyjimecné pfipady laboratorni zkiizené kontaminace. Vyznamnosti tato

problematika nabyva v dobé, kdy sili migrace obyvatel ze zemi s vysokym vyskytem TB.

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

Ucely (Gardy et al. 20m).

Na zadkladé podrobnych epidemiologickych charakteristik 1ze predpokladat vyvoj jednak samotné
incidence TB, ale také rozsiteni rezistentnich kmend. Pak je mozné na zdkladé téchto znalosti tvofit

ucinné strategie epidemiologickych opatfeni a napf. postup a metody pro vySetfovani cizincd v ramci

statu i Evropy.

WGS-NGS je vhodnd pro sledovani M. tuberculosis piedevs§im kvili jeho pomalému ristu a
minimalni genomické diverzité. Dle Bryanta et al. (2013a) analyzy prokazaly, Ze primérna rychlost
vzniku mutaci je pfiblizné o,3 SNP na genom za jeden rok. Tato metoda umozni relativné rychlé
stanoventi jak rezistence va¢i antibiotiktim, tak zji$téni informaci zptisobu pfenosu a nakazy (Schiirch
et al. 2010). Lze pfedpokladat, Ze béhem dal$iho vyvoje a vyzkumu budou dostupné i testy WGS pro

detekci mutaci rezistence a genotypizace pfimo ze vzork klinického materidlu (Brown et al. 2015).

Z raznych studii, napt. Martinézové et al., vyplyva, Ze shoda mezi fenotypovou metodou testovani
citlivosti a WGS detekci mutaci mtize byt aZz 100 % (Martinez et al. 2016). Z nékolika diivodt je ale
spravné standardnimi postupy doporuceno interpretovat molekularné genetické metody, at detekce
mutaci rezistence nebo jakékoliv jiné, vZdy souc¢asné s provedenim fenotypovych metod. U testovdni
citlivosti to mtize byt napf. z divodu heterogenity izolatd, pfitomnosti nékolika kment soucasné,
dale napt. neexprimovanych gent rezistence. WGS prispiva k diagnostice kromé rozsifeni detek¢nich
moznosti také vyraznym zkracenim diagnostické doby, tedy prvni orientace vinformaci o
izolovaném kmeni. To ma bezprostiedni dopad na rychlost a spravnost zahdjeni lécby i

epidemiologickych $etfeni a opatfeni. Definitivni vysledek nasleduje pak s odstupem po konfirmaci
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s fenotypovou metodou. Napf. studie Martinezové et al. doloZila zkrdceni detekéni doby o 5 dnii (z 16

dnii fenotypové metody na u dnét u WGS) (Martinez et al. 2016).

Zaméfim-li se na vysledky testovani vySe zminéného souboru, lze potvrdit paralelu s dosavadnimi
publikovanymi vysledky v jinych vyzkumech. Testované kmeny byly rozloZeny do nékolika linii, coZ
odpovida predpokladu, Ze se kmeny na tzemi stfedni Evropy $ifi z mnoha geografickych oblasti.
Nejvice kment (n 27) patfilo klinii T s rovnomérnym rozlozenim ve svété a maximem v Evropé,
v na$em souboru piedeviim Rumuni (n 11) Bulhafi (n 2) a Cesi (n 8). Pét kmenti bylo zafazeno do
linie LAM (Stfedni a Latinskd Amerika, ale také napf. Turecko), do této linie patfily kmeny od
pacientt z CR, Vietnamu, Rumunska a Litvy. Linie Beijing, kterd je povaZzovana za epidemiologicky
nejzavaznéj$i z hlediska vysoké patogenity a vysoké rezistence, byla zaznamendna u 5 kmena
(2 Slovensko, 2 Cesi, 1 Rumun). Tato linie ma vysokou prevalenci v Asii a Rusku. Linie Haarlem
vyskytujici se prevazné v Evropé, byla zachycena prekvapivé jen u jednoho kmene, ¢eského pacienta.

Zbyvajici 2 kmeny pattily do linie EA.

Nékteré studie se vénovaly myslence, zda se urcité genotypové linie li$i patogenitou, nebo zda jejich
zastoupeni zdvisi i na jinych faktorech. Click et al. prezentuji vysledky z rozsahlého vyzkumu na
53972 TB kultiva¢né pozitivnich pacientech s plicni, mimoplicni a soucasné plicni i mimoplicni TB.
Z jejich vysledk vyplyva, Ze 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 (Click et al. 2015). 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 piredevsim s plicni formou TB, kterd je
nejsnadnéji prenositelnd mezi lidmi (Dale et al. 2005). Proto jsou lepsi podminky k $ifeni a vyvoji
tohoto genotypu, nez napt. u linie 1 a 3. Tyto vyzkumy ptedurcuji dal$i moznosti sledovani TB linii
z hlediska patogenity a dopadu na pacienta. V nasem souboru tyto rozdily prokdzany nebyly kvili

malému poc¢tu kment.

Ctyti kmeny vysetfovaného souboru vykazovaly rezistenci typu MDR (10 %), vyskyt rezistence byl
rozlozen mezi rtizné klady a linie. Vyskyt MDR kment v ramci CR se v poslednich letech udava mezi
1a3 % (2,7 % v roce 2015, 1,7% ve 2016, 2,3 % ve 2017) (UZIS 2016, UZIS 2017, UZIS 2018). Vyssi pocet
MDR kment vnasem souboru je dtsledkem nereprezentativhiho slozeni souboru z hlediska
zastoupeni typli pacienti pozitivnich na TB na uzemi CR. Fylogeneticky strom byl vytvofen na
zakladé pristupu zaloZeného na SNP, tento zpiisob miize byt pouzit jako standard pro generovani
fylogeneze (Brown et al. 2015). Ve velkych studiich (napt. vletech 2010-2013 v Minsku) bylo
prokazano, Zze MDR a XDR kmeny nalezi pfedev§im ke genotypu Beijing (Wollenberg et al. 2017).
Piedpoklada se, ze MDR typ rezistence pacient ziska vétSinou piimou ndkazou jiz rezistentnim

kmenem. Na rozdil od typu rezistence XDR, kdy se se stejnou pravdépodobnosti rezistence k AT a
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ATB druhé fady vyvine de novo béhem 1é¢by, ptedeviim ve skupiné fluorochinolonti (Wollenberg et

al. 2017).

V poslednich letech pravé diky zavedeni WGS do praxe se objevuji studie zabyvajici se pripady
outbreaka 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 jednd o stejny kmen (klaster) (Genested et al. 2019). Folkvardsen et al. popisuji
outbreak TB v Dansku zptsobeny specifickym klastrem, ktery se s vysokou incidenci vyskytuje ve
Skandinavii. Sledovali a popsali jeho $iteni v letech 1992-2014 detekci a porovnanim SNP, RFLP a
MIRU-VNTR (Folkvardsen et al. 2018). Roetzer et al. vyuzili WGS k analyze outbreaku TB (86 izolatti
v sedmi klastrech a 36 unikdtnich profilech SNP) zptisobenym genotypem Haarlem v letech 1997-
2010 v SRN (Roetzer et al. 2013). V této studii také potvrdili, Ze WGS predstavuje v sou¢asné dobé
nejpresnéj$i ndstroj genotypizace M. tuberculosis, protoze vysledky pavodni genotypizace

konvenénimi metodami byly zasadné pfehodnoceny po pietestovani WGS (Roetzer et al. 2013).

V nékterych pripadech se muzZe objevit infekce TB smiSend, tedy zptsobend vice nez jednim
kmenem. Stejné jako reinfekce se toto castéji vyskytuje v zemich s vysokou incidenci TB, napf.
v Africe, v Asii. Vysoka ¢etnost reinfekci se také vyskytuje v souvislosti s pozitivitou HIV (Bryant et al.
2013b). Bylo prokdzano, ze vzhledem k vysoké stabilité genomu M. tuberculosis se u relapst infekce,
na rozdil od reinfekci, nevyskytuji (resp. v minimalni mite) variace SNP ve smyslu inzerci nebo deleci

(Bryant et al. 2013b).
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11. Zavér

V dizerta¢ni praci bylo zpracovdno hlavni téma - molekuldrné genetickd analyza M. tuberculosis
véetné stanoveni vhodné metody pro genotypizaci pacientskych kmend pro epidemiologické tcely a
pfipadné detekci mutaci zodpovédnych za rezistenci M. tuberculosis pro ucely epidemiologické i
klinické - WGS. Byla zpracovana i vedlejsi témata - moznost identifikace mykobakterii metodou
hmotnostni spektrometrie a dale analyza svou dostupnych metod na principu IGRA a jejich vyuziti

v klinické diagnostice.

Vysledek predlozeného vyzkumu by se mohl stat zdkladem pro ustanoveni systematické
genotypizace vech izolattt M. tuberculosis izolovanych od pacientti v Ceské republice. Volba metody
WGS je pfedur¢ena minimadlni genetickou diverzitou M. tuberculosis. Pfi postupném zavadéni
genotypizace v této oblasti by mély byt priority zaméfené na rezistentni, resp. predev§im MDR
izolaty, a dale pak na izoldty od osob ze zemi ptivodu mimo CR, resp. zejména ze zemi s vysokym
vyskytem TB. Provadéni této molekuldrné-epidemiologické charakteristiky povede k pfesnému
zmapovani situace ve smyslu $ifeni jednotlivych genotyptt TB, tedy ke zji$téni, zda na uzemi CR
koluji podobné kmeny, nebo zda jsou sem zavlékany kmeny z jinych geografickych oblasti. Ddle se
touto analyzou jednoznacné oziejmi vzdjemné ndkazy pacienti, ktefi byli v kontaktu sTB
nemocnym, tedy $ifeni TB v okoli nemocného. A v neposledni fadé tato typizace umozni odliSeni

reinfekce a relapsu ptvodni nevyhojené infekce TB.

Molekularné-genetickd analyzy samoziejmé predstavuje urcité ekonomické i provozni naklady. Ty se
ale v dlouhodobém horizontu zcela jisté vyplati, protoze na zdkladé tohoto pozndni mulze stat
prostfednictvim vyhlasek regulovat a cilené organizovat epidemiologickou problematiku, tzn.
ockovaci strategii, stupeni karanténnich opatteni, vyhledavani rizikovych osob atd. Vysledky tohoto
typu analyzy umoznuji také srovnavaci analyzy mezi staty v ramci Evropy i svéta. WGS je pro tento
ucel jednozna¢né metodou volby. Sekvenovani M. tuberculosis v celych genomech umozZiiuje

diferencovat izolaty s mnohem vét§im rozliSenim.

WGS mize zlepsit molekularni epidemiologicky dohled, kontrolu i lé¢bu TB, ale i jinych infekénich
nemoci, napf. invazivnich infekci zptsobenych meningokoky. Implementace WGS do laboratofi
bude podpofena dal$imi vyzkumy, dostupnosti novych vykonnych typt sekvencert, levnéj$im

provozem a také vyvojem bioinformatiky.
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Souhm

Cil prace: MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie je v poslednich letech S$iroce zavddéna do
diagnostickych mikrobiologickych laboratofi. Poskytuje levnou a rychlou metodu pro taxonomickou
identifikaci bakterii a mikromycet. Kromé téchto aplikaci je pouzivana i pro detekci mechanizmi
antibiotické rezistence. V budoucnu lze ocekavat dalsi rozsifeni i pro jiné aplikace v mikrobiologii.
Cilem této studie bylo validovat MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii pro identifikaci

mykobakterii.

Material a metody: Do studie bylo zafazeno 30 izolatd Mycobacterium spp. izolovanych v laboratofi
mykobakteriologie Fakultni nemocnice v Plzni. Druhovad identifikace izolatd byla provedena
biochemickymi testy, genovymi sondami a sekvenaci genu pro 16S rRNA. Identifikace MALDI-TOF
hmotnostni spektrometrii probihala s vyuzitim extrakce pomoci silikonovych kuli¢ek. Identifikace

kmene sekvenaci genu pro 16S rRNA byla povazovana za referenéni metodu.

Vysledky: Pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie byly spravné identifikovany vSechny
izolaty Mycobacterium spp. (hodnota skére 1,461 - 2,168). Jednalo se o druhy Mycobacterium
tuberculosis (n= 5), Mycobacterium kansasii (n=5), Mycobacterium avium (n=6), Mycobacterium
intracelullare (n=3), Mycobacterium xenopi (n=3), Mycobacterium gordonae (n=1), Mycobacterium
abscessus (n=1), Mycobacterium kumamotonense (n=2), Mycobacterium mantenii (n=1),
Mycobacterium lentiflavum (n=1), Mycobacterium fortuitum (n=1), Mycobacterium scrofulaceum

(n=1).

Zavér: Identifikace hmotnostni spektrometrii je tedy vhodna k rutinni identifikaci Mycobacterium

spp. v laboratofich, kde jiz je tato metoda zavedena pro konven¢ni identifikaci mikrobt.

Uvod

Ceska republika patii v sou¢asné dobé mezi zemé s nizkym vyskytem tuberkulézy. V roce 2012 bylo
hlaseno do registru tuberkuldzy 61 onemocnéni tuberkulézou vsech forem, lokalizaci a recidiv, tj.
incidence 5,8/100 0oo obyvatel. Mykobakteriéz bylo hlageno 108, tj. incidence 0,1/100 0oo obyvatel.

Jako pfi¢ina mykobakteriéz bylo identifikovdno M. avium komplex (52 pfipadt), M. xenopi (21) a
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M. kansasii (19) [1]. Pfes tyto velmi piiznivé udaje zlistavd problematika tuberkul6zy a onemocnéni
zptisobenych mykobakteriemi jinych druht neZ Mycobacterium tuberculosis komplex (MOTT) stéle
aktualni. Tuberkulézni pacient piedstavuje vyznamné epidemiologické riziko, mykobakteriozy
nabyvaji vyznam u imunokompromitovanych nemocnych [2]. Zasadni soudcdsti diagnostiky téchto
onemocnéni je laboratorni prikaz agens, identifikace kmene a stanoveni citlivosti

k antituberkulotik@im.

Identifikace mykobakteridlnich izolatd prodélala v posledni dobé velky vyvoj. Klasické konven¢ni
metody identifikace - morfologie, pigmentace, biochemické a dalsi testy maji v diagnostice stale
svoje nezastupitelné misto. Genetické metody hybridiza¢ni i amplifika¢ni nasly Siroké uplatnéni pro
svoji specificitu a senzitivitu a pfi pouziti komerc¢nich souprav i pro svoje pomérné snadné provedeni
[3]. Pii identifikaci vzdcnych nebo ,problematickych® druht je s dobrym uspéchem pouZivana
sekvenace genu pro 16S ribozomalni RNA a ndasledné porovnani sekvenci nukleotidi s databazi NCBI
(National Center for Biotechnology Information) [4]. V posledni dobé jsou zavddény dalsi metody,

principidlné odli§né. Jednou z téchto metod je hmotnostni spektrometrie [5].

Hmotnostni spektrometrie je fyzikdlné-chemickd metoda, ktera umozni stanovit molekulovou
hmotnost studovanych latek ve velkém rozsahu (cca. 50 - >50 000). V mikrobiologické diagnostice se
vyuzivd systém MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight)
hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF MS) [6].

Ionizace molekul ve vzorku probiha pomoci laseru za pfitomnosti matrice. V klinické mikrobiologii
je tento systém vyuzivan k identifikaci bakterialnich izolat, dale k identifikaci kvasinek a vldknitych
hub. Nové jsou zavadény aplikace k detekci antibiotické rezistence [7]. Nabizi se také moZznost

-----

piistrojového vybaveni [8,9]

Material a metody

Izolaty Mycobacterium spp.

Do studie bylo zatazeno 30 izolatd rodu Mycobacterium spp. deponovanych na Ustavu mikrobiologie
LF UK v Plzni a FN Plzeni (viz tabulka 1). Vzorky byly uchovdny v kryozkumavkach (ITEST Plus,
Hradec Kralové, Ceska republika) a o¢kovany na pevné vaje¢né pudy (Lowenstein-Jensen a Ogawa;
TRIOS, Olomouc, Ceska republika) a do tekutého média (Middlebrook 7H12B) v lahvi¢kach pro
detekéni systém BACTEC® MGIT™ g6o.

Identifikace klasickymi metodami

Mezi konven¢ni metody identifikace byly zahrnuty mikroskopicka morfologie, makroskopicka
morfologie, pigmentace, test fotochromogenity, rGst vraznych teplotach, biochemické testy
(produkce niacinu, redukce nitrdtu, citlivost na hydrazid kyseliny thiofen-2-karbonové (TCH),

hydrolyza Tweenu 80, priikaz arylsulfatazy, priikaz kyselé fosfatazy) [n].

o1



Identifikace pomoci genovych sond
Identifikace byla provedena dle navodu vyrobce (genové sondy - GenProbe, San Diego, CA, USA).
Genové sondy byly pouzity pouze pro dostupné druhy - komplex Mycobacterium tuberculosis,

M. avium, M. intracellulare, M. kansasii a M. gordonae.

Identifikace pomoci sekvenace genu pro 16S rRNA

Mykobakteridlni izoldty byly inaktivovany teplem (95 °C, 10 min). DNA byla izolovana kitem
PathogenFree DNA Isolation Kit (GeneProof, Brno, Ceska republika). PCR amplifikace genu pro 16S
RNA a sekvenace PCR produktit byla provedena dle Marchesi et al. [10]. Vysledné sekvence byly

srovnany s databazi GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Identifikace pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Pro identifikaci metodou MALDI-TOF MS byl pouzit postup doporu¢ovany vyrobcem (Bruker
Daltonik, Brémy, Némecko). Byla pouZita 1 plnd klicka kmene z pevné vaje¢né ptady nebo 1 ml
suspenze ztekuté pady. Kultura byla inaktivovana pomoci 1 ml 75% ethanolu s naslednou
centrifugaci 5 min pii 12 oooxg. Peleta byla resuspendovana v 500 pl sterilni destilované vody, smés
byla centrifugovédna (5 min pfi 12 0ooxg) a vyslednd peleta byla resuspendovdna v 50 pl sterilni
destilované vody. Vzorky byly inkubovdny 30 minut pifi 95 °C. Kinaktivovanym vzorkéim bylo
pifiddno 1,2 ml vychlazeného ethanolu (-20 °C), peleta byla vysuSena pfi oteviené zkumavce pii 35 °C
(cca 10 minut). Nésledné byla suchd peleta resuspendovéana v 50 pl acetonitrilu. Poté bylo ptiddano
malé mnoZstvi silikonovych kuli¢ek (praméru 0,5 mm) a intenzivné vortexovano po dobu 1 min. Po
promichani bylo ptiddno 50 pl 70% kyseliny mravendi a ihned centrifugovano (5 min pfi 12 oooxg).
1 pl supernatantu byl nanesen na desticku pro hmotnostni spektrometrii a po ususeni byl pfevrstven
1l matrice (roztok kyseliny skoficové). Naméfena spektra byla vyhodnocena pomoci MALDI

Biotyper, verze 3.0 s databazi Mycobacteria Library 1.0 (bead method).

Interpretace vysledkt byla provedena podle hodnotovych skdére a srovnanim pravdépodobnosti

poradi jednotlivych identifikovanych druhd.

Vysledky a diskuse

Vysledky identifikaci u jednotlivych izolatt a raznych metod jsou uvedeny v tabulce ¢. 2. Kromé
druh@ Mycobacterium tuberculosis komplex, M. avium, M. intracellulare, M. kansasii a M. gordonae
se podafilo identifikovat i druhy, které nebylo mozné urcit biochemickymi testy nebo genovou
sondou (M. xenopi, M. gordonae, M. abscessus, M. kumamotonense, M. mantenii, M. lentiflavum,

M. fortuitum, M. scrofulaceum).

Hodnoceni vysledkt MALDI-TOF MS probihalo vsouladu sdoporucenim vyrobce podle
hodnotovych skore (viz tab. 3). Vysledky byly interpretovdny v souvislosti s dal§imi vlastnostmi
izolatd a shodnoceni kvality spektra (charakter jednotlivych vrchol@i spektra). Zasadni pro

identifikace metodou MALDI-TOF MS se ukazala piiprava izolatt. Bylo potieba dostate¢né mnozstvi
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mykobakteridlni kultury. Druh kultiva¢ni piidy (vaje¢né nebo tekuté) nemél na kvalitu vyslednych
spekter vliv. Je nutné pfesné dodrzeni mnozstvi reagencii a reakénich ¢asti. Klicovym problémem se
ukdzal druh silikonovych kulic¢ek, které pii pripravé vzorku slouzi jako inertni mechanicky
prostfedek k naruseni bunék. P¥i pouziti doporu¢eného druhu o priméru o,5 mm byla lyza kultury
dostate¢nd a ziskana spektra kvalitni pro provedeni identifikace. Dalsi dulezitou fazi piipravy je
uplné vysuseni pelety pred pridanim acetonitrilu. Vlastni méfeni spekter probihalo aZz na vyjimky

manualné s vybérem vhodnych mist pro méfeni na pozici ter¢iku.

Srovnanim s identifikaci pomoci sekvenace genu pro 16S rRNA se identifikace metodou MALDI-TOF
MS ukdzala byt velmi spolehlivd, srovnatelnd s ostatnimi, molekuldrné-genetickymi metodami.
Prestoze byly skére u nékterych izolatd nizs$i, nez doporucuje vyrobce, bylo mozné identifikaci
uzaviit v kontextu s ostatnimi vysledky (napf. pofadi a pravdépodobnost identifikovanych druht) a
ostatnimi diagnostickymi znaky (napt. morfologie kolonii). V pfipadé niz$ich hodnot identifika¢niho
skore je nutné vysledky MALDI-TOF MS identifikace hodnotit vidy v kontextu s ostatnimi
identifika¢nimi technikami (morfologie kolonii, biochemické testy atp.). Vyhodou této metody je
bezesporu moznost identifikovat izolaty i jednotlivé, bez rizika expirace diagnostickych kiti. Casova
naro¢nost je nizka (cca 2 hod). Materidlové ndklady na vy$etfeni jednoho vzorku se pohybuji cca 30
K¢ (cena reagencii). Cenové naklady na piistrojové vybaveni jsou oviem vysoké. Proto je tato metoda

vhodnd zejména na pracovistich, kterd maji MALDI-TOF MS analyzator jiz k dispozici i k jinym

Identifikace pomoci sekvenace genu pro 16S ribozomalni RNA je metodou vysoce spolehlivou, ale
velmi ekonomicky i ¢asové ndkladnou. Proto na vétsiné pracovist ztstava jako metoda specializovana

Vv

pro pfipady, kdy jednodussi metody selhavaji.

Zaveér

Identifikace Mycobacterium spp. pomoci MALDI-TOF MS , klasickou® extrakéni metodou s vyuzitim
kyseliny mravenci selhdva. Vysledna spektra nejsou vhodnd pro identifikaci. K rozruseni bunék je
nezbytné nutné vyuzit metodu se silikonovymi kulickami, které umozni optimalni extrakci
ribosomdlnich proteint. Nezbytnou pro identifikaci je i vyuziti specialni databaze urcené pro
Mycobacterium spp. V této konfiguraci lze dosahnout vysledky srovnatelné se sekvenaci genu pro 16S
rRNA. MALDI-TOF MS je tedy spolehlivou metodou pro identifikaci Mycobacterium spp. vyuzitelnou

v rutinnich diagnostickych laboratotich i referen¢nich centrech.

Podékovani

Prace byla podpotena projektem PRVOUK P36 - Ndhrada, podpora a regenerace funkce nékterych

zivotné dtilezitych tkani a orgdnd.
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Tabulka €. 1 - Druhy klinického materidlu

Druh materialu Pocet
Sputum 23
BAL 5
Tkan plicni 1

Sekret z pistéle

Tabulka ¢&. 2 - Vysledky identifikace (ID)

ve. [ rutinnt ID sekvenaci ID MALDI-TOF Ms | Hodn-
dislo Konvenéni genova sonda skére
1 M. tuberculosis | M. tuberculosis komplex | M. tuberculosis | M. tuberculosis komplex | 1,804
2 M. tuberculosis | M. tuberculosis komplex | M. tuberculosis | M. tuberculosis komplex | 1,903
3 M. tuberculosis | M. tuberculosis komplex | M. tuberculosis | M. tuberculosis komplex | 1,973
4 M. tuberculosis | M. tuberculosis komplex | M. tuberculosis | M. tuberculosis komplex | 2,109
5 M. tuberculosis M. tuberculosis komplex M. tuberculosis M. tuberculosis komplex | 1,904
6 M. kansasii M. kansasii M. kansasii M. kansasii 1,588
M. kansasii M. kansasii M. kansasii M. kansasii 1,924
8 M. kansasii M. kansasii M. kansasii M. kansasii 2,123
9 M. kansasii M. kansasii M. kansasii M. kansasii 2,155
10 M. kansasii M. kansasii M. kansasii M. kansasii 2,164
u M. avium M. avium M. avium M. avium ssp. avium 1,719
12 M. avium M. avium M. avium M. avium 2,067
13 M. avium M. avium M. avium M. avium 1,555
14 M. avium M. avium M. avium M. avium 1,987
15 M. avium M. avium M. avium M. avium 1,997
16 M. avium M. avium M. avium M. avium 1,839
17 M. intarcelullare M. intarcelullare M. intarcelullare M. intarcelullare 1,988
18 M. intarcelullare M. intarcelullare M. intarcelullare M. intarcelullare 1,852
19 M. intarcelullare M. intarcelullare M. intarcelullare M. intarcelullare 1,461
20 M. xenopi neprovedeno M. xenopi M. xenopi 1,598
21 M. xenopi neprovedeno M. xenopi M. xenopi 1,950
22 M. xenopi neprovedeno M. xenopi M. xenopi 1,936
23 M. gordonae neprovedeno M. gordonae M. gordonae 2,119
24 M.abscessus neprovedeno M.abscessus M.abscessus 2,074
25 Neurceno neprovedeno M. kumcszl:otonen M. kumamotonense 1,797
26 Neurc¢eno neprovedeno M. mantenii M. mantenii 2,168
27 M. lentiflavum neprovedeno M. lentiflavum M. lentiflavum 1,954
28 M. terrae neprovedeno M. kumamotonen M. kumamotonense 2,111
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. D rutinn! ID sekvenaci ID MALDLTOF Ms | Hodn-
dislo Konvenéni genova sonda skore
se
29 M. fortuitum neprovedeno M. fortuitum M. fortuitum 2,049
30 M. scrofulaceum neprovedeno M. scrofulaceum M. scrofulaceum 1,630

Tabulka ¢. 3 - Vyznam hodnot skdre vysledku metody MALDI-TOF MS

Rozsah Popis
2,300 - 3,000 Druh byl s vysokou pravdépodobnosti identifikovan
2,000 - 2,299 Rod identifikovan s jistotou, druh pravdépodobné
1,700 - 1,999 Pravdépodobna identifikace rodu
0,000 - 1,699 Nespolehliva identifikace
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Abstract

Background: The implementation of MALDI-TOF MS for microorganism identification has changed
the routine of the microbiology laboratories as we knew it. Most microorganisms can now be reliably
identified within minutes using this inexpensive, user-friendly methodology. However, its
application in the identification of mycobacteria isolates has been hampered by the structure of their
cell wall. Improvements in the sample processing method and in the available database have proved
key factors for the rapid and reliable identification of non-tuberculous mycobacteria isolates using

MALDI-TOF MS.

Aims: The main objective is to provide information about the proceedings for the identification of
nontuberculous isolates using MALDI-TOF MS and to review different sample processing methods,

available databases, and the interpretation of the results.

Sources: Results from relevant studies on the use of the available MALDI-TOF MS instruments, the
implementation of innovative sample processing methods, or the implementation of improved

databases are discussed.

Content: Insight about the methodology required for reliable identification of non-tuberculous

mycobacteria and its implementation in the microbiology laboratory routine is rovided.

Implications: Microbiology laboratories where MALDI-TOF MS is available can benefit from its
capacity to identify most clinically interesting non-tuberculous mycobacteria in a rapid, reliable, and

inexpensive manner.

Background

The genus Mycobacterium comprises Mycobacterium tuberculosis, a major worldwide public health
threat [1] and an increasing number of non-tuberculous mycobacteria (NTM) species which are
commonly found inwater and other environmental sources, [2-4]. Their common presence in man-
made water systems results mainly from their co-occurrence with free-living amoebae that are used
as a replicative niche and widespread reservoir [5]. Almost one-third of the 186 NTM species
described today (http://www.bacterio.net/) have been associated with infections in humans, such as
pulmonary infections, lymphadenitis in children, skin diseases, and disseminated infections in
immunocompromised patients [6-9]. Since 2015, several cases of infections after cardiosurgical
intervention in Western countries have been associated with Mycobacterium chimaera present in

heater/cooler devices used for extracorporeal cardiopulmonary support [10,11].
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As a consequence, the American Thoracic Society and Infectious Diseases Society of America
(ATS/IDSA) recommend the assignment of species-level identification of NTM isolates from clinical

specimens to establish clinical significance [12].

In the last decade we have witnessed how MALDI-TOF MS has become a reliable tool for NTM
identification [13-24] because of (i) the development of several extraction methods that enhance the
amount of bacterial proteins available for MALDI-TOF MS identification, and (ii) the increasing
number of mycobacterial spectra in commercial databases. On the Bruker Daltonics platform
(Bremen, Germany), the database version 3.0 has been a great advance (regarding its predecessor)
and it included as many as 853 spectra from 149 different Mycobacterium species [21,23]. The latest
released version (Mycobacteria Library vs.0) represents a further slight improvement with a total of
912 spectra from 159 Mycobacterium species. The NTM species still lacking in the most updated

versions of the Mycobacteria Library (Bruker Daltonics) are listed in Table 1.

Similarly, the Saramis v4.12 RUO library (bioMerieux, Marcy-1'’Etoile, France) contains 1286 spectra
from 45 Mycobacterium species. Both systems use different algorithms for the identification of
microbial protein spectra but have been shown to perform similarly for NTM identification [13,14].
Recently, the IVD 3.0 version (VITEK MS, bioMerieux, Marcy-I'Etoile, France) has also been released,

providing robust identification of Mycobacterium isolates both from solid and liquid cultures [25].

As a result of these important improvements, MALDI-TOF MS technology has been implemented for
routine identification of NTM in many laboratories and has been shown to perform similarly to
conventional methods (DNA amplification-hybridization with species-specific probes) [13-24]. This

technique has achieved up to 98% agreement with 16S rRNA, hsp65 and rpoB genes sequencing.

It is important to remark that MALDI-TOF MS performance for species belonging to the

Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) allows only complex-level identification.

Biosafety issues

The recommendation of global advisory bodies such as the Centres for Disease Control and
Prevention (CDC) is to apply Biosafety Level 2 (BSL2) measures for the manipulation of NTM isolates
(https://www.cdc.gov/biosafety/publications/bmbls/bmbls_sect_viii.pdf). However, BSL3 is re-
commended when the simultaneous presence of NTM and MTBC isolates in the same sample cannot
be ruled out. Samples are to be handled in BSL3 during the first steps of the sample processing
protocol, until they are heat-inactivated. Incubation of a small amount of bacteria in 70% ethanol has

also been demonstrated as a safe way to render both MTB and NTM isolates nonviable [19].
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Sample preparation

The main goal of the procedure is to break the cell wall using chemical and mechanical methods and
to extract the bacterial proteins using formic acid and acetonitrile. Physical disruption of the cells is

achieved using sonication, bead beating, or vortexing in the presence of silica beads (Fig. 1).

The protocol starts from a 1 pL loopful of bacterial biomass which is gently resuspended in 300 pL
distilled water. Bacteria are heat-inactivated in a dry water bath at 95°C for 30 minutes and
submerged in ethanol to a final concentration of 75%. At this point, many research groups report

minor variations for cell disruption and protein extraction (Fig. 1).

Sonication protocol

The protocol based on sonication continues by centrifuging the sample at maximal speed and
removing ethanol thoroughly, including a second centrifugation step if required. The pellet must be
then dried to evaporate the rest of the ethanol. Total removal of ethanol is important to obtain high-
quality protein spectra. Acetonitrile and 0.5 mm zirconia/silica or glass beads are added (Biospec -
www.biospec.com- and Thistle Scientific, Glasgow, UK) and the mix is vortexed for 5 seconds
followed by a 15-minute sonication step in a simple water bath sonicator with only one sonication
intensity (Mechanical Ultrasonic Cleaning Bath, Thermo Fisher,Waltham, USA or equivalent). Next,
70% formic acid is added at 1:1 vol/vol. Tubes are vortexed again for 10 seconds and centrifuged for 2
minutes at maximal speed. One microlitre of supernatant is spotted on the MALDI target microplate,
allowed to dry and covered with 1 pL of a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA) matrix (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) prepared following the manufacturer's instructions. Once dried, the

sample is ready to be analysed by MALDI-TOF MS [22].

Bead-beating protocol

Alternatively, the bead-beating protocol [24] may be used to improve the mechanical rupture of the
bacterial cell walls. Practically, the bacteria are beaten with zirconia/silica beads suspended in 70%
ethanol. Afterwards, the suspension is transferred to a clean tube where a protein extraction step

with formic acid and acetonitrile is performed (Fig. 1).

MycoEX protocol

The procedures proposed by MALDI-TOF MS manufacturers are similar, with the MycoEX protocol
[17] consisting of a 1-minute vortex in the presence of acetonitrile and zirconia/silica beads. For the
Vitek MS system (bioMerieux), similar sample processing has been reported (suspension in ethanol
followed by mechanical disruption using silica beads and a protein extraction step) [25,26]. Once the
samples have been inactivated, the turnaround time for the sonication, bead-beating, and MycoEX

protocol is 40, 45 and 30 minutes, respectively.
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It is important to note that bioMerieux have standardized the pretreatment of Mycobacterium /
Nocardia and moulds through reagent kits (bioMerieux). An interlaboratory evaluation of these

sample preparation methods was recently performed and is described in the following section.

Preliminary studies that evaluated MALDI-TOF MS for NTM identification showed discrepancies
according to the type of culture medium. Whereas the performances were reliable for NTM isolates
cultured on solid medium, deficiencies in the method were observed for liquid medium culture
[27,28]. Updated protocols for sample preparation from liquid medium describe taking 1-2 mL from
the bottom of the tube, where the liquid medium is turbid and centrifuged at maximal speed in an
Eppendorf tube. Where the biomass appears to be less than 1omL, a second aliquot of the
mycobacterial biomass is extracted and centrifuged. The pellet is then processed as explained above

for solid cultures.

These improvements in sample processing methods and in the availability of updated databases have
allowed the identification of NTM with a similar level of confidence to that obtained from solid
cultures [14,26,29]. These results support the feasibility of implementing the MALDI-TOF MS in the

workflow for NTM identification in routine.

MALDI-TOF analysis

Several features of the Mycobacterium genus, such as the thickness of their cell wall, the lower
number of ribosomes and ribosomal proteins compared with other bacteria, or their low growth rate
have rendered these microorganisms particularly challenging for MALDI-TOF MS. Therefore, for the
Bruker system the score value accepted for ‘high confidence identification’ has been established at 1.8
instead of 2.0 and the cut-off value for ‘low confidence identification’ at 1.6 instead of 1.7 [21]. For the
Vitek MS system, the cut-off for reliable species-level identification has been established at >90%,
although score values between 80% and 9o% are accepted. Results between 60% and 80% are
considered as ‘low confidence’ results and might be consistent only at genus level, while those below

60% are considered as ‘not reliable’ identifications [30].

For both systems, analysis of NTM isolates in duplicates or triplicates is recommended. When the
results from the different spots are consistent and display a score 1.8 for the Bruker system or >85%
with the Vitek MS instrument, they can be considered as ‘high confidence’ results and can be reliably
transmitted to the clinicians. However, when the results from different spots are only consistent at
the genus level, that is when the score value is <1.6 for the Bruker system or below 60% for the Vitek
MS system, the results should be handled with caution, although a high correlation with DNA
sequencing identification has been reported [14,17]. In such situations, the recommended way to
proceed is to spot again the protein extraction from the NTM isolate in two to three positions and
repeat MALDI-TOF MS analysis or inactivate a fresh loopful of biomass and repeat the whole

procedure from scratch. Successful identification rates at the species level are reported to range
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between 80% and 98% in most studies [13-26]. Besides, the high quality of the peaks obtained allows
the discrimination of closely related species. For this purpose, it is also important to mention that in-
house libraries can be built with local and reference strains using a simple proceeding developed by
the manufacturers. Thus, the number of isolates that require other molecular methods for a final

identification is continuously decreasing.

Recently, a multicentre study has been carried out [31] for comparison of the three sample processing
protocols described in this article. Results from 12 NTM isolates tested in 14 different laboratories
showed that the three protocols yielded above 89% correct species level identifications with log
(score) values above 2.0. The sonication protocol provided accurate species assignment of 98% of the
analysed isolates and no misidentifications. It is worth mentioning that the misidentifications
detected with the other protocols always involved closely related species and they would have not led

to a different therapy for the patient.

Finally, a recent paper from Pranada et al. [32] has reported the differentiation of closely related
NTM species such as M. chimaera and Mycobacterium intracellulare by detecting the presence of
species-specific protein peaks. This shows the high capacity of MALDI-TOF MS for NTM species
discrimination and its value to differentiate between invasive infection and environmental

colonization, along with the clinical evaluation of the patient.

Despite all the above-mentioned advantages of MALDI-TOF MS, the (sub)species comprised within
the MTBC currently cannot be differentiated and are only identified at complex level. Besides, further
studies are required using clinical NTM isolates to assess the performance of MALDI-TOF MS in

routine samples.

Quality control

Internal quality control for MALDI-TOF MS in general bacteriology is in part achieved using
Bacterial Test Standard (BTS, Bruker Daltonics), consisting of an extract of Escherichia coli proteins
for the calibration of the instrument. For the NTM, given their specific extraction procedure, a
control strain to assess the performance of the extraction is important but has not been yet
standardized. One option would be to use a strain also in use in quality controls of NTM
susceptibility testing (Mycobacterium peregrinum ATCC 700686 and/or Mycobacterium avium ATCC
700898), as these strains are already present in many mycobacteriology reference laboratories.
Otherwise, international agreement on, and Exchange of, control strains might also be considered as

an option.

External quality control, that is blinded interlaboratory Exchange of well-identified isolates, is
important to benchmark performance of individual laboratories using this technique. International
organizations such as ESCMID/ESGMYC or NTM-NET (www.ntm-net.org) are good candidates to

organize and coordinate external quality assurance.
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Figure legend:

Fig. 1 - Schematic NTM sample processing for MALDI-TOF MS identification. Modified from O’Connor et al.,
2006. *The bead-beating protocol continues from this step. **Zirconia/Silica can be replaced by glass beads.

1. Mycobacterial biomass resuspended gently in 300 pul dH20
2. Heat-inactivation at 95°C for 30 minutes
3. Addition of ethanol to 75%*
4. Centrifugation and thorough removal of ethanol
5. Allow the pellet to dry
6. Addition of 10-50 ul of acetonitrile and 10ul of 0.5mm Zirconia/Silica beads**
SONICATION MycoEX BEAD-BEATING
I.  Vortex for 5s l.  Vortex for 1 min I.  Add10 plof
ZirconialSilica
Il. Sonicatefor 15 . Add 10-50 pul 70% beads**
min Formic Acid
Il. Bead-beatfor 1 min
. Add 10-50 pl 70% lll. Vortex for10s
Formic Acid . Transfer the liquid
IV. Centrifuge atmax to a clean tube
IV. Vortex for10s speed for 2 min
IV. Centrifuge atmax
V. Centrifuge atmax V. Pipette 1 plof speed
speed for 2 min supernatantonto
the MALDI target V. Remove the
VI. Pipette 1 plof supernatant
supernatantonto V1. Allowto dry thoroughly and
the MALDI target allow the pelletto
VIl. Cover with1 ul dry
VIl. Allow to dry HCCA matrix
VI. Add 5-10 pl Formic
VIIl. Cover with 1 pl Acid
HCCA matrix
Vil. Incubate 5-10 min
VIil. Add 5-10 pl
Acetonitrile
IX. Vortex for20 s
X. ProceedasinV
from the MycoEX
protocol
NTM species not present NTM species not present
in the Mycobacteria Library 4.0 in the Mycobacteria Library 5.0
M. alsense M. arcueilense
M. angelicum M. bouchedurhonense®
M. anyangense M. helvum
M. arcueilense M. lutetiense
M. bouchedurhonense® M. montmartrense
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NTM species not present
in the Mycobacteria Library 4.0

NTM species not present
in the Mycobacteria Library 5.0

M. helvum

M. oryzae

M. lutetiense

M. paraintracellulare

M. montmartrense

M. paraterrae

M. oryzae

M. sarraceniae

M. paraintracellulare

M. timonense®

M. paraterrae

b
M. ulcerans

M. saopaulense

M. yongonense*

M. sarraceniae

M. saskatchewanense

M. timonense®

b
M. ulcerans

M. yongonense*

M. bouchedurhonense and M. timonense are members of the M. avium complex and show high confidence matches with M. avium reference entries.
M. ulcerans has not been analysed at the time of publishing these libraries and it is therefore possible to obtain an M. marium match for M. ulcerans isolates. The

photo-chromogenic behaviour of these species can be used for differentiation purposes.
M. yongonense has been closely related to M. intracellulare and shows highconfidence matches with these reference entries.

Table 1 - List of NTM species lacking in the most updated Mycobacteria databases (Mycobacteria Library 4.0
and 5.0) provided by Bruker Daltonics. According to the Release Notes from these libraries.
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PRILOHA C. 3

IGRA metody v rutinnim provozu - QuantiFERON®-TB Gold nebo
T-SPOT.TB?
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Kategorie: Kratké sdéleni

Kli¢ova slova: IGRA, Mycobacterium tuberculosis, Quantiferon, T-SPOT.TB

Souhrn

V soucasné dobé jsou pro neptfimou diagnostiku tuberkul6zy k rutinnimu pouZiti dostupné dvé
komeréni IGRA (Interferon Gamma Release Assay) metody - starsi QuantiFERON®—TB Gold, nové na
trhu dostupnd verze QuantiFERON" -TB Gold Plus (¢tyfzkumavkova, s diferenciaci aktivity CD4+ a
CD8+) a T-SPOT.TB. Obé vyuZivaji podobny princip, ale li§i se v provedeni. Ve sdéleni jsou
porovnany vysledky vySetteni 284 pacient, u nichz byly provedeny obé metody. Shoda ve vysledcich
obou metod byla v 81,3 %, coz odpovida hodnoceni indexem Cohenovym kappa o,72. 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.

Abstract

For indirect diagnosis of tuberculosis, two commercial IGRA (Interferon Gamma Release Assay)
assays are available — primal QuantiFERON'-TB Gold test, new version QuantiFERON" -TB Gold Plus
test (four tube, differentiation in activity CD4+ a CD8+) and T-SPOT.TB test. Both methods are
based on the same principle, but their workflows are different. In this article, both assays are
compared on the collection of 284 patients. Inter-rate agreement measure showed 81.3% consistency
and Cohen’s kappa index was calculated as 0.72. In case of discrepancy between IGRA and other
methods (clinical aspects, X-ray diagnostic, etc.), results should be confirmed by second IGRA assay

for correct interpretation.

Uvod

IGRA (Interferon Gamma Release Assay) metody jsou jiZz zafazeny do rutinnich postupil nepiimé
diagnostiky tuberkulézy, zejména jeji latentni formy (LTBI). V souc¢asné dobé jsou v CR dostupné dvé
metody: QuantiFERON"-TB Gold (QFT), resp. nova varianta QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT

Plus), se stejnym postupem, ale vyssi citlivosti (Qiagen, Germany) a T-SPOT.TB (Oxford Immunotec
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Ltd, UK). Obé& metody vyuZivaji podobny princip - produkeci interferonu gama (IF-y) efektorovymi T-
lymfocyty (CD4+ a CD8+) po jejich stimulaci in vitro antigeny specifickymi pro Mycobacterium
tuberculosis. Tyto antigeny nejsou prfitomny u vSech kment BCG a u vétsiny netuberkul6znich
mykobakterii s vyjimkou M. kansasii, M. szulgai a M. marinum [1]. VySetfeni se provadi u obou metod
z nesrazlivé krve za pouziti heparinu nebo pfipadné u metody T-SPOT.TB i citratu sodného.
Zakladnim ptredpokladem spravného provedeni metody je Setrna manipulace se vzorky krve a jejich

v¢asny transport do laboratofe tak, aby nedoslo k poskozeni lymfocyta a jejich funkce.

Metoda QFT pouziva specifické tuberkulozni peptidové antigeny ESAT-6, CFP-10 a TB-7.7. Inkubace
odebrané krve (16-24 hod v 37 °C) probiha ve zkumavce s antigeny TB Ag, ve zkumavce s mitogenem
MIT a v negativni kontrole NIL (stanoveni hladiny nespecifického IF-y v krvi, tzv. pozadi reakce). Ve
zkumavce MIT je fytohemaglutinin - polyklonalni stimulant T-lymfocytt, ktery slouzi jako pozitivni
kontrola imunitni odpovédi pacienta a soucasné jako kontrola spravné manipulace s krvi a inkubace
[2]. Po inkubaci je oddélena plazma z jednotlivych zkumavek. Plazmu je mozné uchovat 28 dni pfi

teploté 2-8 °C nebo pfi teploté nizsi nez -20 °C 3 mésice.

Produkce IF-y je stanovena metodou ELISA, vysledek je kvantifikovan porovnanim mnozstvi IF-y ve
zkumavkach s antigenem vii¢i zkumavkam NIL a MIT. Za cut off je povazovana hodnota rozdilu TB
Ag a NIL 0,35 IU/ml pfi zachovéani rozdilu mezi MIT a NIL = o,5 IU/ml a dalsich kritérii podle
vyrobce.

V soucasné dobé je jiz na trhu dostupnd nova varianta QFT - QuantiFERON -TB Gold Plus, ktera
stimuluje lymfocyty se specifickymi antigeny ve dvou zkumavkach TBi1 a TBz. Obé zkumavky
obsahuji stejné antigeny (ESAT-6 a CFP-10). Zkumavka TB1 obsahuje peptidy z téchto antigent
navrzené ke zji$téni buné¢né imunitni odpovédi z populace lymfocyt CD4+ (pomocné lymfocyty),
zkumavka TB2 pak sadu peptidd ke zjisténi odpovédi CD8+ (cytotoxické lymfocyty). Pouziti

zkumavek MIT a NIL je totozné jako v predchozi verzi, hodnoceni je obdobné.

Principem metody T-SPOT.TB je in vitro detekce efektorovych T lymfocyt senzibilizovanych opét
specifickymi tuberkul6znimi antigeny (ESAT6 a CFP10). Tato metoda je variantou spotové (otiskové)
analyzy skvrn (ELISPOT) umoziiujici zjistovat pocet takto senzibilizovanych lymfocytd, pfi¢emz
kazdy z antigen je analyzovan zvlast. Pfed provedenim reakce se periferni krevni mononuklearni
buriky (PBMC) separuji z periferni krve, promyji, stanovi se jejich pocet a do reakce se pouZije jejich
standardizované mnoZstvi. Reakce je provadéna v mikrotitra¢ni desti¢ce, ve ¢tyfech jamkach -
negativni kontrola (zji$téni aktivity nespecifickych bunék), TB specifické antigeny ve dvou jamkach
(panel A - ESAT6 a panel B - CFP10) a pozitivni kontrola (fytohemaglutinin k potvrzeni funk¢nosti
PBMC) [3]. Inkubace probihd 16-20 hod v 37 °C ve zvlhéené atmosféie s5 % CO,. Po inkubaci je
provedena reakce ELISPOT. Po dokondeni reakce je hodnocen pocet spott v jednotlivych jamkach,
kdy kazdy spot predstavuje otisk jednoho T-lymfocytu vylucujiciho cytokin IF-y. Vysledek vychazi

zrozdilu poctu spott vkazdé zjamek santigenem a poctu spotdl v negativni kontrole. Hranice

107



pozitivity je stanovena na vysledek 6 spotli asponl pro jednu zjamek za dodrzeni dalSich kritérii
hodnoceni dle vyrobce. Vysledny pocet spott 5-7 lze povaZovat za hrani¢ni. Metoda ELISPOT ma
vy$8i senzitivitu neZ ELISA, protoZe detekuje cilovy cytokin (IF-y) pfimo u buiiky, kterd ho vytvafi,
zatimco u metod ELISA miZe byt IF-y rozpustén v supernatantu, zachycen receptory ostatnich

bunék nebo znic¢en [4, 5].

Obé metody lze povazovat za vysoce specifické a senzitivni pfi védomi obtizné konfirmace
pritomnosti TB antigen® v organismu, zejména pti LTBI. Mira senzitivity z4visi na formé tuberkulozy

(latentni - aktivni), ptipadné i na charakteristice stavu pacienta (vék, pfidruzend onemocnéni apod.)
[6].

Pred klinikem i laboratornim pracovnikem stoji volba, kterou z téchto metod indikovat pro vySetfeni
v konkrétnim pfipadé a kterou zatadit do rutinniho laboratorniho provozu. V tomto sdéleni jsou

porovnany vysledky vySetfeni obéma metodami u 284 nemocnych.

Material a metody

Soubor pacientt

V obdobi od 10. 5. 2012 do 31. 7. 2015 bylo vySetfeno celkem 284 pacientd. U kazdého z nich byl
proveden odbér krve na klinickém pracovisti ambulantniho nebo lazkového typu. Odbéry vzorki pro
obé& metody byly provedeny z jedné venepunkce nebo v odstupu maximdlné 14 dni (pramér 3,09
dne). Do souboru byli zatazeni pacienti sriznymi diagnézami, vletné pacientti pied nebo na
biologické 1é¢bé (n=89), pacientt po kontaktu s tuberkulézou (TB) (n=42), pacientt s primarni plicni
malignitou (n=9) a pacientt s bakteriologicky ovéfenou tuberkul6zou (n=12). V souboru bylo 153
muzl a 131 Zen. Ve véku 0-18 let bylo 8 pacientd, 19-50 let 108 pacientd, 51-70 let 120 a 71 a vice let 48

pacientd.

VySetfeni

Vzorky tohoto souboru byly vySetfeny metodou QuantiFERON -TB Gold varianta In Tube.

Krev na QFT byla odebrdna do odbérové soupravy tfi zkumavek po 1 ml (TBAg, NIL a MIT),
manipulace s krvi probéhla podle doporuceni vyrobce (8-10x promichdno). Odbér na T-SPOT.TB byl
proveden do zkumavky s protisrazlivym pfipravkem lithium-heparinem (8 ml, u déti do 9 let 4 ml).
V obou pfipadech byla krev doruc¢ena do laboratoie do 5 hodin po odbéru (limit metody je 16 hodin u
QFT a 8 hodin u T-SPOT.TB). Krev pro QFT byla znovu promichdna a inkubovana 16-24 hod pfi
37 °C.

Krev pro T-SPOT.TB byla zpracovdna max. 8 hodin po odbéru. Lymfocyty byly separovany pomoci
zkumavek Leucosep (Oxford Immunotec Ltd, UK), pocet lymfocytt byl hodnocen po obarveni
trypanovou modii v jednorazové plastové pocitaci miiZce. Lymfocyty byly do reakce nafedény na

, . 6 "
standardni mnozstvi 2,5 x 10° bunék/ml.
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Hodnoceni vysledkd probihalo podle doporuceni vyrobct jednotlivych souprav. Shoda obou metod

byla vyhodnocena Cohenovym kappa po vyfazeni neuréenych vysledki v metodé QFT.

Vysledky

Shoda vysledkti v obou metoddch ¢inila 81,3 % (viz tabulka ¢. 1). Neur¢enych vysledkt v QFT bylo 30,
pti provedeni metodou T-SPOT.TB z nich bylo 27 negativnich a 3 pozitivni (viz tabulka ¢&. 2).
Vysledky byly rozdéleny podle indika¢nich skupin, kde ma stanoveni IGRA vyznamnou roli pro
urc¢eni diagnézy nebo pro dalsi vyvoj onemocnéni, tzn. pacienti pfed nebo na biologické 1é¢bé,
pacienti po kontaktu s TB, s primarnim karcinomem plic a pacienti s nasledné kultiva¢né ovéfenou

TB (viz tabulka ¢. 1).

Vysledny kappa index byl 0,72, coZ je podle Landise - Kocha [7] hodnoceno jako shoda zna¢na.

Diskuse

Vysledky této studie ukazuji relativné vysokou shodu v obou metodach, podobné vysledky byly

dosazeny i v jinych studiich, napt. k 0,83 - srovnavaci studie u déti (Connel 2008) [8].

Volba metody zafazené do rutinniho provozu zavisi na mnoha okolnostech. Je nezbytné brat v Gvahu
pocet vySetiovanych vzorkd, provozni kapacitu laboratofe (persondl, technické zazemi atd.). Metoda
QFT je obecné méné ndro¢nd, jednodu$e reprodukovatelna a opakovatelnd. Existuje kni EQA
kontrola (systém externiho hodnoceni kvality). Plazmu po inkubaci je zde mozné skladovat, vlastni
ELISA lze tak provadét planované s vét$im poc¢tem vzorkt (vhodné pro automatizaci a zpracovani
analyzatory), manipulace se vzorkem i splazmou je méné ndro¢nd na techniku a zku$enost

laboratorniho pracovnika. Metodu T-SPOT. TB je nutno provadét vden odbéru, manipulace

Vv
vvvvv

Vv

umoziuje presnéj$i hodnoceni jednotlivych fazi metody - védomi o kvalité reagujicich lymfocytd,
vizudlni zhodnoceni inkubace (pfi chybné inkubaci zména barvy v desti¢ce) atd. Podle naSich
zku$enosti lze volit v rutinnim provozu QFT jako metodu zdkladni z davodu snadnéjsiho provedeni a
dtvoda ekonomickych, metodu T-SPOT.TB pak jako metodu konfirmaé¢ni u neurcenych vysledka

QFT, u vysledka hrani¢nich nebo u vysledkt nekorespondujicich s dal$imi nalezy u pacienta.

Zavér
Metody IGRA jednozna¢né predstavuji pfinos v diagnostice tuberkulézy. Volba komer¢né

dostupnych metod zavisi na provozu provadéjici laboratofe. Kvalita vysledku zavisi na celém

procesu, v¢. manipulace se vzorkem v preanalytické fazi.
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Interpretace vysledk obou dostupnych metod musi probihat vZdy v souvislosti s klinickym stavem
pacienta a s jeho dal$imi ndlezy. Proto je vhodné pti rozporu vysledku IGRA s dal$imi okolnostmi
konfirmovat vysledek druhou metodou, pti nedostupnosti druhé metody alespori opakovat vySetieni.
Vzdy je nutné mit na paméti, ze diagnoza aktivni tuberkuldzy, respektive jeji vylouceni, nesmi byt
stanovena pouze na zakladé vysledku IGRA. Vysledek IGRA informuje klinika pouze o

pravdépodobné nebo nepravdépodobné ptitomnosti tuberkul6zniho antigenu v organismu.

Podékovani

Prace byla podpoiena projektem PRVOUK P36 - Ndhrada, podpora a regenerace funkce nékterych
zivotné dilezitych tkdni a organd a Narodniho programu udrzitelnosti ¢. LO1503 poskytovaného

Ministerstvem gkolstvi, mlddeze a té&lovychovy CR.

Tabulka ¢&. 1 - Vysledky vySetfeni metodami QuantiFERON -TB Gold a T-SPOT.TB (ur¢ené vzorky)

Vysledek . Kult. ovér. .

metod celkem BL Kontakt s TB | TU plic TB Jina dg.

QFTN

T.SPOT N 191 73 22 4 o 92

QFT P

T-SPOT P 40 3 9 3 10 5
FT P

'?—SPOT N 16 3 5 ! ! 6

QFTN

T-SPOT P 7 © ! ° ! 5

Shoda % 81,3 85,4 73,8 77,8 83,3 81,1

Neshoda% 8,1 3,4 14,3 11,1 16,7 83

Pozn.: vzorky s QFT neurceno byly fazeny zvlast (viz tabulka ¢&. 2) - tedy ani shoda ani neshoda
Pouzité zkratky: N - negativni, P - pozitivni, BL - biologicka lé¢ba, TU - primarni plicni tumor, kult. ovét. TB - kultiva¢né ovéfena tuberkuldza.

Tabulka &. 2 - Vysledky vySetieni metodami QuantiFERON -TB Gold a T-SPOT.TB - neurdené vzorky metodou
QFT

‘r:z:tlsgek celkem BL K(;I};]a;kt TU plic Kult'I.'](;ver. Jina dg.
T-SPOT N 27 10 4 o o 13
QFN
T-SPOT P 3 o 1 1 o 1
FNv% 10,6 11,2 11, 11,1 o 10,6
Q 9

Pouzité zkratky: N - negativni, P - pozitivni, BL - biologicka lé¢ba, TU - primarni plicni tumor, kult. ovét. TB - kultiva¢né ovéfena tuberkuldza.
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Abstract

Tuberculosis (TB) is considered one of the most serious infectious diseases worldwide. Effective
control of tuberculosis infection involves multiple steps, such as reliable detection, treatment, an
epidemiological control as a part of case management, and further surveillance and monitoring of TB
spread in the human population. Due to the accelerating advances in molecular biology, especially in
DNA sequencing, in the past decade, the application of these methods has become crucial for TB
evolution studies, differentiation of Mycobacterium tuberculosis genotypes, and their distribution.
Currently, several molecular genetic methods are available. The oldest typing methods (e.g., 1S6110-
RFLP, spoligotyping, and MIRU-VNTR) can discover the chain of transmission to the patient.
Currently, whole genome sequencing facilitates is furthermore able to identify the source of
infection, the transmission trays among individuals sharing the same isolate, as well as
determination of the TB evolution and its resistance to antituberculotic agents. It is obvious that this
technique will become a new gold standard in genotyping methods in tuberculosis molecular
epidemiological studies. In this article, molecular genetic typing methods with a special focus on

whole genome sequencing and data management are reviewed.

Introduction

Tuberculosis (TB) has a very old and rich history. Hippocrates named TB as the most enhanced
disease with blood expectoration and with high lethality (Hippocrates (410-400BCE). In Middle Ages
TB incidence in Europe was relatively low, but in seventeenth and eighteenth century, TB became
feared disease by the influence of industrialization, by migration population from the country to the
cities, and by the naval trading development. In the beginning of nineteenth century, TB was the
most frequent disease and nearly one quarter of adult population died of TB (Hol¢ikova 2009). Based
on current epidemiological analysis, including paleomicrobiological approach, TB was found

worldwide, including American continents (Salo et al. 1994).

Since the discovery by Robert Koch in 1882 (Koch 1882), Mycobacterium tuberculosis, causative agent

of TB, has been extensively studied.

Nowadays, TB represents a major health problem worldwide. Although the human population has
been in contact with tuberculosis for many centuries, 30% of the people all over the world possess

tuberculosis bacilli in their body. The active disease develops in 5-10% of them, causing 2 million
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deaths annually. Ninety percent of those infected people live in low- or middle-income countries
(WHO 2016). Thus, WHO declared TB as a global emergency problem in 1993. Based on their data, 22
countries were qualified as highly endemic, which contributed about 80% of global burden (Ali 2014).
For effective TB control, well-timed diagnostics, initiation of appropriate therapy, and understanding

of TB epidemiology are crucial.

Taxonomy of M. tuberculosis

Genus Mycobacterium includes two groups of mycobacterial types distinguished by their
pathogenicity. In the first group, there are obligatory pathogens of complex M. tuberculosis and
M. leprae species. In the latter one, there are species known as nontuberculosis mycobacteria (NTM)
or mycobacteria other than tuberculosis (MOTT). This group contains many species differed by
genotypic and phenotypic characteristic and by pathogenicity level as well. Their members are also
characterized by high level of resistance against antituberculotics. Those species, however, do not
represent a serious epidemiological problem, because no interhuman transmission has been
documented. Contrary to NTM, the species of M. tuberculosis complex are transmitted from person
to person through airborne droplets representing a serious epidemiological risk causing one of the

most important infectious diseases worldwide.

M. tuberculosis complex has very old evolutionary history, with an ancestral strain so-called
M. prototuberculosis occurred in Africa 3 million years ago (Gutierrez et al. 2005) which started to be
spread from east Africa 40,000 years ago (Wirth et al. 2008). Within the complex, several species has
been described - M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. canetti, M. microti, M. caprae,
M. pinnipedii, and newly described species M. mungi and M. orygis (Van Ingen et al. 2012). They differ
widely in terms of their host tropisms, phenotypes, and pathogenicity. All members, however, are
closely related based on their genetic level (Sreevatsan et al. 1997) with > 99.9% nucleotide homology

and identical 16S rRNA sequences (Brosch et al. 2002).

Despite that fact, M. tuberculosis species can be further divided into genetic groups (subspecies level)
based on the differences in their virulence, immunogenicity, and geographical distributions

(Gagneux and Small 2007). Taxonomy of M. tuberculosis is summarized in the Table 1.
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Table 1 - Mycobacterium tuberculosis — the taxonomy subsumption (according to BioLib Biological Library,
2016)

System Vitae - living organisms
Domain Bacteria
Phylum Actinobacteria
Class Actinobacteria
Subclass Actinobacteridae
Order Actinomycetales
Suborder Corynebacterineae
Family Mycobacteriaceae
Genus Mycobacterium
Complex of species Mycobacterium tuberculosis
Species Mycobacterium tuberculosis

Genotyping of M. tuberculosis complex

In M. tuberculosis isolates, routine identification to the species level is performed by phenotypic and
biochemical analysis, which is, however, time-consuming. In recent years, various molecular
methods have been developed for identification of the isolates, to distinguish their genotype and to
detect mutation in their antituberculotic-resistant variant. M. tuberculosis is considered genetically
monomorphic, with very low genetic diversity. Nevertheless, substantial genetic variations of
M. tuberculosis allow distinguishing various genotypes, especially based on their geographical

occurrence.

Kato-Maeda et al. (20m1); Orduz and Ribén (2015); and Ei et al. (2016) reviews molecular genetic
typing methods used for characterization of M. tuberculosis. Comparison of genotyping methods is
shown in Table 2. The first molecular genetic typing methods, the so-called fingerprinting, have been

based on the PCR amplification of genomic markers by PCR followed by agarose gel electrophoresis.
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Table 2 - Genotyping methods used in Mycobacterium tuberculosis molecular epidemiology—evaluation

Method Marker Principle Advantages Disadvantages Application
Low
discriminatory
Number of IS6110 H.lgh. . powerin Wldely used
. discriminatory isolates with Difficult
presents copies :
power low number of comparing
and molecular Stable IS6110 results
RFLP IS6110 weight of DNA . .
P Reproducible Necessity of between labs
ragments .
contains these Well . large number Time-
standardized” © of DNA consuming
ones. d, e . c e
' Time- process”
consuming™ ™ ®
eg
Necessity of Discriminating
large number . .
isolates with
of DNA
Difficult low number of
Number and High nalvsi IS6u0
RFLP PGRS location of PGRS discriminatory anatysis Not possible
. b e g Limited data .
regions power . comparing
acquisition
Time- results .
. between labs™
consuming e
a,b,deg
process
Implementation
directly from
sputum
Presents of Highly . Limited Interlabs
reproducible L .
spacers between N discriminatory cooperation
Spoligo- direct repeat Data in digital ower—single (using free
polis DR loci P format P SINg 5
typing sequences pattern in web tool—
L Easy to .1 b, .
Polymorphism in . Beijing family online
. interpret de c
DR loci . . database)
Simple, rapid
Necessity of low
number of
DNAa, b,c d, e f
High 24 loci used
discriminatory for molecular
power epidemiology
Data in digital Lower Interlabs
. format discriminatory cooperation
MIRU- MIRU loci Polymorpb ism of Rapid, power than and
VNTR MIRU loci . . .
reproducible IS6110 in set of comparison
Cost effective 12 loci® (using free
Necessity of low web tool—
DNA number® online
bedeg database)” 8
Repetitive Polymorphism of Highly
Ren-RCR DNA fraction Simple, fast Less discrimination
P elements delineated by Cost effective reproducibility® for Beijing
(Rep) Rep genotype®
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Mutation . Separately
. Detection .
Drug- associated S Insufficient for only for the
. . mutations in . . . )
resistant with AT specific epidemiological isolate
mutation drugs enotypin susceptibilit
& sequences genotyping . PUDIILY
resistance Interpretation
The most
. accurate
Expensive method for
Whole Sequence High Need of
. Lo .1 molecular
WGS genome analysis of discriminatory specialized epidemiolo
sequences genome power® technology and aE d 8y
software® * .
phylogenetic
classification

“*Burgos et al., 2004, PDesikan and Narayanan, 2015, Ei et al., 2016, dJang et al., 2011, °Kato-Maeda et al., 2011, Ramos et al., 2014, *Rozo-Anaya and Ribén, 2010

Genetic markers of M. tuberculosis mentioned above are defined as a variability in numbers and
locations of insertion sequences IS 6110 or PGRS regions, both detected as various molecular weights
of DNA fragments containing those markers—Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP).
Other methods for typing include detection of polymorphisms in the direct repeat loci as member of
the CRISPRs (spoligotyping), polymorphisms of MIRU loci, drug-resistant mutations, large sequence
polymorphism (presence or absence of specific segments of DNA), and specific DNA sequences of
multiple loci. Recently, whole genome sequencing has been introduced to type epidemiologically
important bacteria, including M. tuberculosis. In some countries, this technique is already used to
characterize all clinical isolates. Therefore, it has a potential to replace all the methods mentioned
above, as complete information of genetic code is available (Kanduma et al. 2003; Kato-Maeda et al.

20m). In the followed paragraphs, the principle of all mentioned typing methods is described.

[S6110-RFLP

This method has been determined as the gold standard typing method for molecular epidemiologic
studies until recent time (Kato-Maeda et al. 2011; Ei et al. 2016). Its discriminatory power is high
(Kato-Maeda et al. 20m); therefore, it has been widely used since early 1990s for comparison of
studies. The method is based on a detection of specific mobile genetic element-insertion sequence
(IS) IS6110 which is specific for M. tuberculosis complex. IS6110 belong to the IS3 family group 1S51;

it is 1354 bp (van Embden et al. 1993; Sankar et al. 2011; Siguier et al. 2006).

Typically, o to 25 copies of IS6110 are present in M. tuberculosis, most of which carry 8 to 15 copies
(e.g., H37Rv M. tuberculosis possess 16 copies of 1S6110 in the genome). Discriminatory power of
RFLP is dependent on the numbers of IS6110, significantly decreasing in strains with five or less
copies in the genome. The insertion site of IS6110 in M. tuberculosis genome has not yet been
identified; however, it is supposed that the transposition does not occur randomly (Kim et al. 2010;
Kato-Maeda et al. 2011) and that the transposition frequency is thought to be as low as one single
transposition event over a 58-year-old period (cave et al. 1991). Kim et al. (2010) also proposed several

loci as putative integration regions, but yet to be verified.
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Based on the principle of the RFLP, the variability of IS6110 copy number, and the transposition site,
the molecular weights of DNA restriction fragments are detected. Briefly, after DNA extraction, DNA
is fragmented to several hundred fragments by the restriction enzyme Pvull. Some of the fragments
harbor the region that contains IS6110; the fragments are separated by agarose electrophoresis and
transferred to a membrane via Southern blot hybridization with a labeled probe coupled to the
1S6110 specific sequence (complementary to the 3" end). The probe is prepared in vitro amplification
of the 245-bp fragment by PCR and labeled by the relative material. Fragments containing IS6110 are
then detected and the resulting pattern represents specific genotype. Each fragment visualized
represents one copy of the IS6110 flanked with different DNA sequences that have different size
depending on the Pvull restriction site. Due to the need to compare the band pattern of a certain
isolate with previously analyzed samples (for epidemiological purposes), a computer program has
been developed for this purpose in which the RFLP image on the membrane is transferred and
digitalized and the relative patterns can be saved for later use or compared with previous ones. The
main disadvantages of this method are the necessity of high concentration of a high quality of input
DNA (2-3 pg), sophisticated procedure, and expensive computer software and most importantly the
stability of the insertion sequence. The band pattern profile is not definite forever, meaning that the
profile of the same sample could change after time. This is due to the nature of insertion sequences
which tend to move (for reasons to be identified), and thus over time, the sample could have a
change in the band pattern profile. The half time of the pattern change varies; it could range from 3.2

to 8.74 years (Ei et al. 2016).

Another insertion sequence-IS1081-could also be used for genotyping; however, its discriminatory

power is lower. Therefore, it is not used for routine genotyping (Orduz and Rib6n 2015).

PGRS-RFLP

Isolates that have small number of IS6110 (five or less) are more difficult to be differentiated using
IS6110-RFLP.Therefore, another method, PGRS-RFLP, was developed by Rhee et al. (2000) to
address this problem. PGRS (polymorphic GC-rich repetitive sequence) is present in multiple sets of
GC-rich copies in the M. tuberculosis chromosome in several regions. Those sequences have
sufficient stability over time, much higher than that of IS6110. Therefore, discriminatory power of
this assay is lower. Similarly to IS6110-RFLP, specific GC-rich sequences are detected by a similar

way as described above (Rhee et al. 2000; Kato-Maeda et al. 20m1).

Spoligotyping

In this method, hybridization of direct repeat regions (DR) in the genomic DNA of M. tuberculosis is
used for typing. DRs are members of the CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeat) (Zhang et al. 2010). Those sequences form so-called variable repeat regions (DVRs) that
combine DRs interspersed by a unique DNA spacer. Contrary to DR with stable 36 bp length, spacers
differ in their sequence and length (35-41 bp). Currently, 94 spacers have been identified but only 43
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of them are used for common genotyping. The presence or absence of 43 spacer DNA sequences and
their variability is typical for different genotypes (Ei et al. 2016). The term “spoligotyping” therefore is

derived from “spacer oligonucleotide typing.”

Briefly, the DR locus is amplified by PCR using primers complementary for the DR sequences. The
products can be visualized by two different principles. In the first one, PCR products are hybridized
on a membrane that contains 43 spacer oligonucleotides. Each of these spacers will either produce a
band (presence of the spacer) or will have no band (absence of the spacer). Therefore, each isolate
will produce a series of band pattern, which is converted to a 43-digit binary code system (1 means
the presence of a band and o is the absence). Then this system is converted to a 15-digit octa-
numbers. The combination of these octa-numbers present unique band patterns that represent a
certain clone. In other words, different clones will have different band pattern which will have
different combination of the 15 octa-numbers. The 15 octa-numbers can be easily interpreted and
sequence types can be assigned through an online database (http://pasteur-guadeloupe.fr.8081) (Ei et
al. 2016). The second approach includes their amplification by fluorescently labeled primers followed

by size determination using capillary electrophoresis (Kato-Maeda et al. 201m).

Because of PCR amplification of the DNA, low input amount of DNA is needed (20-50 ng). Therefore,
the assay can be used directly from the clinical specimen without the need of pure culture
(Kamerbeek et al. 1997; Kato-Maeda et al. 201; Ei et al. 2016). Interpretation of the method is also
relatively simple, using binary or octal numeral system. Therefore, this method can be used for
interlaboratory testing, allowing construction of global databases for comparative studies (Jagielski et
al. 2014). Comparing with 1S6110-RFLP and further methods mentioned below, lower discrimination

power is reported (Kamerbeek et al. 1997).

MIRU-VNTR

MIRU (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units) are loci found in the genome of M. tuberculosis
with the length of 40-100 bp DNA that belong to the group of minisatellites (Supply et al. 2001; Sun
et al. 2016). In the genome, they are dispersed as tandem repeats; M. tuberculosis H37Rv contains 41
MIRU loci, from which 12 showed polymorphisms, thus used for routine genotyping (Fi et al. 2016;
Sun et al. 2016). Similar to 1S6110, the number of their copies varies among strains. Thus, the
method based on MIRU loci characteristics is called Variable Number Tandem Repeats (VNTR). For
typing purpose, number and size of repetition in every such locus are characterized by PCR and
consequential gel electrophoresis. Especially, the number of repeated polymorphism within the
tandemly arranged repetitive DNA sequences is detected (Ramos et al. 2014). The method principle is
based on the PCR of 12 VNTR region, in which the primers anneal to the flanking regions of the loci,
and then the products are visualized by gel electrophoresis. PCR product sizes represent the tandem
repeat unit which is converted to a numeric code. This code is used to extract digital format results

in which each digit correspond to the number of the copies found for a specific locus. For convenient
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performance, PCR is designed as a multiplex reaction where one of the primer pair is tagged with a
different fluorescent dye. Amplicons are then detected via automatic capillary electrophoresis—DNA

sequencer.

Because of the high discrimination power and reproducibility, this method can be considered as a
gold standard for M. tuberculosis genotyping (Kato-Maeda et al. 2011; Supply et al. 2001). Similarly to
IS6110-RFLP, however, DNA extracted from a pure culture is required. Moreover, some PCR may
result negative for some loci in a specific strain; this could be the result of the deletion of the region
or the high number of repeat units. On the other hand, in specific cases, double alleles could be
found at the same locus which will be considered a clonal variant of the same strain. If the double

alleles exceed two loci, the infection is then considered to be mixed (Ei et al. 2016; Sun et al., 2016).

Other PCR-based methods

Rep-PCR (repetitive element sequence based-polymerase chain reaction) is based on PCR
amplification of the genomic regions between repeat elements, which are spaced throughout the
genome (Farber 1996; Jagielski et al. 2014). Various size DNA fractions are detected by
electrophoresis. The genetic relatedness is deduced from comparing the band pattern produced by
the gel electrophoresis, the number of repetitive elements, and the position of these elements in the
genome. For its high discriminatory power, it can be used for isolates that cannot be typed by RFLP
(low number of copies) or by MIRU-VNTR (Beijing genotype). In this case, other repetitive elements
than IS6110 are used.

Other types of methods are used very rarely due to their low differential ability or difficult

implementation.

Drug resistance-associated mutation

Resistance to antituberculotics in M. tuberculosis is usually caused by mutations in target genes
(Gillespie 2002). The main drug resistance-associated mutations detected in M. tuberculosis are
detected in rpoB gene-rifampin resistance (Telenti et al. 1993) and katG and inhA genes determining
resistance to isoniazid (Heym et al. 1999). The strains of M. tuberculosis resistant to at least isoniazid
and rifampin, the two most potent TB drugs, are considered as multidrug resistant (MDR). Detection
of mutations responsible for drug resistance does not allow, however, discrimination of clonality of
the strains. For epidemiological purpose, the method must be combined with another typing

technique to determine geographical origin of the isolate.

Whole genome sequencing

The first complete genome of reference strain H37Rv was published in 1998 (Cole et al. 1998) and
reinterpreted in 2002 (Camus et al. 2002). For that purpose, however, sequencing was performed by
Sanger method which is not suitable for routine sequencing of common isolates because of labor

intensity and cost.

119



The technology allowing routine sequencing of complete genome has been developed in the last two
decades. They are denoted as next generation sequencing (NGS). Currently, there are several
sequencing platforms for different implementation purposes (Ansorge 2016). The main advantage of
NGS is the possibility to simultaneous sequence multiple DNA samples during the same run. This
process is designates as “barcoding” in which each sample is tagged by a specific marker, so that
when the data is retrieved, the readings will be sorted according to the relative tag. For this reason,
this approach can be also called “massive parallel sequencing.” Nevertheless, enormous output data
quantity is commonly produced, which leads to the need of other specialists—bioinformaticians—

that are needed for properly analyzing the data.

The process of WGS starts by DNA extraction and purification. Normally, there are a lot of
commercial kits that will lead to the extraction of purified high molecular weight DNA. In the
currently most common technique, the so-called second generation sequencing (Illumina approach),
genomic DNA is commonly fragmented chemically (enzyme driven fragmentation) into short
molecules (100-500 bp). After that, their ends are blunt and connected to specific oligonucleotides
called adapters. These fragments are usually amplified by PCR and final DNA library is applied on the
sequencer. After the run is finished, two reads for each genome is generated. These reads should be
assembled; this step actually tries to overlap reads together to construct a piece of the DNA
sequenced. There are a lot of assembling pipeline available such as VELVET, AsMISEQ, SPADES, etc.,
or the reads can be uploaded to some online assembling software. After the assembling process is
finished, the result file will be a file that contains a number of contigs (DNA sequences) that the
assembler could not close. The number of contigs per sample is different not only for different
samples but also may differ to the same sample for different runs; it depends on the library
preparation, genome nature, assembling pipeline, etc. Another approach, also called single cell
sequencing, allows sequencing of long DNA fragments (e.g., > 30 kb up to 60 kb) which results in the
acquisition of almost complete closed bacterial genome. Those promising techniques (e.g., PacBio,
MinION) still show high error rate, and in most cases, the genome as to be sequenced again using
[llumina approach and then reads of both techniques are used be assembled using “hybrid
assembler” which will correct the errors in the long reads fragments and also in most cases end up in
closing the genome, leading to have one contig for the whole genome. Therefore, they are usually
used to construct the genome reference with subsequent resequencing using the platform mentioned

above (e.g., [llumina).

For TB genotyping, technologies with short read data but high sequence quality (low error rate), such
as [llumina MiSeq, are recommended (Lee and Behr 2016). It is necessary to mention that WGS data
allows acquisition of all information obtained by all the previously described typing methods
mentioned above. Therefore, previously collected data may be used for historical description of
M. tuberculosis evolution. WGS is also able to detect mutation in genes responsible for drug

resistance that can be directly used for specific treatment of the patient.
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Moreover, NGS is able to differentiate isolates in outbreaks or reinfections. The genomes assembled
can be compared visually using some software such as MAUVE. This software allows the mapping of
the contigs to reference genome, and allow the comparison of different genomes together based on
SNPS analysis. Moreover, phylogenetic tree can be constructed based on the comparison conducted
before. The amount of data generated can be used in many ways including comparing genome
collected in an outbreak, comparison of the genomes with other genomes uploaded to different
databases, identification of M. tuberculosis lineages, and also detecting mutations in certain genes of

interest. The online database (http://pathogenseq.lshtm.ac.uk/) provides a solid database and

contains important tools for genotyping M. tuberculosis and other important usages. Unfortunately,
the price of the sequencing is still relatively high limiting the use of the method in developed

countries with low TB incidence and specialized data analysis is also required.

Lineages of Mycobacterium tuberculosis
Based on molecular genetic typing data, different tuberculosis lineages distributed worldwide have
been identified (Brudey et al. 2006; Demay et al. 2012; Orduz and Ribdn 2015). The main lineages are

mentioned below (for geographical distribution see Fig. 1):
1. Haarlem—highly prevalent in Europe, especially in Russia, includes four sublineages

2. LAM (Latin America and Mediterranean)—frequently identified in Mediterranean and Latin
American countries. This type can be further divided according to geographic association

(e.g., LAMio Cameroon, LAM7 Turkey, LAMu Zimbabwe, or LAM12 Madrid1)

3. T lineage—“default”—includes “modern” TB strains that are genetically homogenous limited
their subclassification into other groups. It occurs relatively equal in the world, with a

maximum occurrence in Europe. It can be divided due to geographical occurrence (T1-Ts)

4. X lineage—“Anglo-Saxon”—highly prevalent in USA, with lower prevalence in Latin America

and in Mexico

5. EAI (East African-Indian) occurs in South East Asia, India, and Western Africa. It is divided to
four sublineages (EAI2 Nonthaburi, EAI6 Bangladesh/i, EAl7 Bangladesh/2, and EAI8

Madagascar)

6. CAS (Central Asian)—highly prevalent in sub-Saharan countries and Pakistan. This genotype

comprises other subgroups as CAS1 Kili (Kilimanjaro), CAS Dar (Dar-es-Salaam), and CAS1

7. Delhi Beijing—high virulence and associated with multidrug resistance characterize this

lineage. It occurs mainly in Far East Asia (50% of all isolates) and in Russia (Ei et al. 2016);

8. MANU—this may be an ancestral clone of the genetics group 1. The MANU was recently
described in India, subdivided into three subgroups—MANU 1-3.
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9. Slineage—mentioned by some authors only (Brudey et al. 2006; Demay et al. 2012). Incidence

of this lineage is quite low all over the world.
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Fig. 1 - Mycobacterium tuberculosis - proportional approximate incidence of main lineages in the world
(according to Brudey et al. 2006, Demay et al., 2012, Orduz and Ribon 2015)

In countries with low TB incidence, efficient control largely prevents the transmission. Therefore,
according to the genetic characteristics, the strains isolated in such regions are evolutionary distant
with no significant clonal spread. On the other hand, in regions with extensive TB transmissions,
large number of very closely related strain is usually identified (e.g., Beijing genotype) (Luo et al.
2014). Discriminatory power of VNTR or IS6110-RFLP is very low in such strains; therefore,

epidemiology may benefit from WGS typing.

Conclusion

Currently, the genotyping of M. tuberculosis is crucial for epidemiologic studies. It provides tracking
specific isolates of M. tuberculosis in a community allowing determination of the transmission
dynamics. In the epidemiological survey, the data acquired by IS6110-RFLP, spoligotyping, and
MIRU-VNTR can discover the chain of transmission to the patient. Whole genome sequencing

facilitates is furthermore able to identify the source of infection, the transmission trays among
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individuals sharing the same isolate, as well as determination of the TB evolution. It is obvious that
NGS will become a new gold standard in genotyping methods in tuberculosis molecular
epidemiological studies. Moreover, molecular genetic techniques are able to detect drug resistance of

TB isolates rapidly which support their importance in specialized TB diagnostic laboratories.

It is of note that TB genotyping has become the main part of worldwide TB control program
coordinated by WHO. In some developed countries (e.g., UK), the National TB Genotyping Service
(NTGS) was implemented (NHS National Health Service England, 2015). This policy will provide the
best understanding of the TB epidemiology, uncovering enormous number of TB outbreaks and
supply TB control in these countries and hence in Europe and all over the world. TB genotyping can
also be a worthwhile tool in establishing the strain’s geographic origin, differentiation of relapse, or
reinfection cases or monitoring of lab cross-contamination. The WGS-NGS is one of the best tools to
manage it (Gardy et al. 2011). As Ian Sutherland, London’s physician and researcher, noted in 1970s,

« ) . ) . » .
one man’s cure is many men’s prevention” (Ali 2014).
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Abstract

TB is considered one of the most fatal diseases worldwide with an estimation of 10.4 million cases
with a mortality pilling up to 1.4 million people annually (WHO 2015). In this study, WGS was used
to characterize Mycobacterium tuberculosis isolates from the Czech Republic to determine the
genetic diversity as well as drug resistance profile. Forty isolates of Mycobacterium tuberculosis have
been collected from different hospitals across the Czech Republic from 24-April-2005 till 18-May-
2017. Susceptibility testing for first line drugs was performed. DNA was sequenced using Illumina
MiSeq platform. SNPs detection and phylogenetic analysis was performed. Spoligotypes and
mutations in antibiotic resistant genes were detected by uploading the paired end reads to an online

database (http://tbdr.Ishtm.ac.uk/).

The phylogenetic tree shows optimal separation of spoligotypes. Two samples belonged to lineage 1,
five to lineage 2 and thirty-three to lineage 4. Samples showing phenotypic resistance to at least one
drug were 12 to streptomycin, eleven to isoniazid, seven to rifampicin, six to ethambutol and five to
pyrazinamide. On the other hand, there were 32 (80%) samples that had genomic resistant genes for
at least one drug. Nevertheless, phenotypic resistance profiles did not match that of the genotypic in
all cases.To our knowledge, this is the first study using this approach to be done in Czechia. Our
results suggest that the most dominant lineage in our sample was lineages 4, however the presence of

other lineage suggests that infections can be originated from different sources.

Introduction

According to the World Health Organization (WHO), tuberculosis (TB) is considered one of the
most fatal diseases worldwide with an estimation of 10.4 million cases with a mortality pilling up to

1.4 million people annually (WHO 2015) [1,2]. Active TB may have non specific clinical signs and
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symptoms leading to delayed diagnosis, thus prolonged patient illness which in turn contributes to
the spread of the disease not only among household members of the affected patient but also other
individuals in the community upon frequent social contact [3]. Furthermore, there is a global
increased rate of drug resistance among new cases; Prevalence of MDR-TB was 3.9% among new

cases in 2015 worldwide and increasing with time [1].

Mycobacterium tuberculosis strains resistant to at least rifampicin and isoniazid are considered to be
MDR-TB. Misidentification of such strains will lead to mistreatments that may result in the
development of extensive drug resistant TB (XDR-TB), that is resistant to fluoroquinolones and at
least one second line injectable drug, and finally to totally drug resistant TB (TDR-TB), that is
resistant to first line drugs (FLDs) and second line drugs (SLDs) [4]. Patients suffer from difficult
Clinical treatment of MDR-TB and also from an economical burden, as treatment can be expensive

(5, 6].

Therefore, epidemiological investigations can be complicated and in case of an outbreak, it will be
very difficult to trace the route of transmission, where unsuspected infected individuals will serve as
a source of TB outbreaks [3]. This fact suggests the need for an extensive surveillance, developing
molecular methods for early detection and establishment of health-care facilities specialized in a

prevention of the spread of MDR-TB [1].

Currently, there are fast and low cost genomic assays used in routine diagnostics that screen for
defined number of loci, which are associated with drug resistance [7]. Nevertheless those assays
cannot identify resistance by other mechanisms as drug resistance mutations can be associated by
compensatory mutations to compensate for the fitness cost by restoring affected physiological

functions [8].

Whole genome sequencing (WGS) has a superior resolution over current diagnostic methods as it
allows the detection of all known resistance mutations as well as other markers associated with the
transmission. The method can be also use for a prediction of resistance to antituberculotics [7,9,10].
In this study, WGS was used to characterize M. tuberculosis isolates from the Czech Republic to
determine the genetic diversity as well as drug resistance profile. To our knowledge, this is the first
study using this approach to be done in the Czech Republic, which will provide an insight on the
drug resistance circulating in this region and on the epidemiology of TB, which in turn will help to

improve infection management and control in this country.

Materials and Methods:

Samples
A total of 40 samples of M. tuberculosis have been collected from different hospitals across the Czech
Republic from the period of 24-April-2005 till 18-May-2017; twenty nine samples from the

Department of Microbiology, Faculty of Medicine and Mycobacterium Tuberculosis in Czech
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Hospitals University Hospital in Plzen, Charles University; seven samples 89 from the National
Reference Laboratory for Mycobacteria, National Institute of Public Health Prague; and four samples
from the Institute of Public Health in Brno. All the samples correspond to patients with acute
tuberculosis (Lung TB in 39 and TB lymphadenitis in one), 36 of which correspond to sputum, three

to bronchoalveolar lavage (BAL) and one to a tissue from the lymph node.

Sample processing

Samples decontamination was performed by N-acytel-L-cysteine/NaOH (1% NaOH final
concentration) method. The sediments were suspended in 3ml phosphate buffer (pH 6.8) and
inoculated in BACTEC MGIT 960 system (Becton Dickinson Microbiology System, Sparks, NV, USA)
and on the Lowenstein-Jensen medium (Trios, Olomouc Czech Republic). Cultures were incubated

at 37 °C and growth was checked on a weekly basis.

Genomic DNA extraction

Colonies were harvested from the cultured samples and suspended in Tris-HCL106 EDTA buffer and
heated at 9o°C for 2 hours, then frozen at -20. After thawing the tubes were vortexed briefly and
centrifuged at 15,000g for 10 minutes. The supernatant was transferred to a new 1.5 Eppendorf tube
for Genomic DNA Extraction using DNA-Sorb-B kit (Sacace Biotechnologies Srl, Como, Italy)

according to the manufacture’s instructions.

Phenotypic Resistance Profiling

Susceptibility testing for first line drugs was performed for all the samples. These include
streptomycin (STRP), isoniazid (INH), rifampicin (RIF), ethambutol (EMB) and pyrazinamide (PZA).
The Drug susceptibility testing was performed using the automated BACTEC MGIT 960 system

(Becton Dickinson) according to the manufacture’s instructions.

Whole Genome Sequencing; library preparation and Illumina sequencing: Multiplexed DNA libraries
were prepared using Nextera XT Library preparation kit according to the manufacture instructions.
The resulting 300-bp paired-end sequences were run on Illumina MiSeq platform (Illumina Inc., San
Diego, CA, USA) using the MiSeq v3 600-cycle Reagent kit. Base calling and demultiplexing were
performed as standard using the MiSeq machine producing paired FASTQ files per sample.

Sequence Analysis

Paired-end reads were trimmed to remove low quality sequence at the end of the reads using
Trimmomatic tool vo.33 [11] with the sliding window size of 4 bp, required average base quality =17

and minimum read length of 48 bases.

SNP detection

High quality reads were mapped against M. tuberculosis H37Rv reference genome (GenBank
accession NC_000962.3) using bowtiez v2.3.4.2 [12]. Samtools v1.3.1 [13] was then applied for the

format conversions and mpileup file construction. Single-nucleotide polymorphisms (SNPs) were

129



called via VarScan v2.4.3 [14] with minimum read depth of 8, minimum base quality of 20 and variant
allele frequency >= 0.8. Moreover, we removed all the sites in which at least one sample had read
Mycobacterium Tuberculosis in Czech Hospitals depth < 8 as well as sites from PE/PPE genes,

integrases, 138 transposases or phage related genes as defined in [15].

Phylogenetic analysis

All filtered SNPs were concatenated and analysed by jModeltest v2.1.10 [16] to estimate best-fitting
model of nucleotide substitution. GTR substitution model was determined as the best-fit under the
Akaike information criterion and therefore used for maximum-likelihood (ML) analysis. ML tree
topology was obtained using RAXML v8.2.10 [17] with 500 bootstrap replications. The tree topology
was also inferred employing Bayesian statistics (Supplementary Fig. 1) as implemented in MrBayes
v3.2.6 [18] using mixed model of nucleotide substitution, gammai4g distributed rates among sites,
two runs of four chains for 700 ooo generations, sampling frequency of 1000 and the first 25 % of
samples discarded as burn-in. The final topology was then generated using 50 % majority-rule
consensus. Both final topologies, ML as well as Bayesian-inference based, were visualized via iTOL

v4.2.3 [19] and edited by Inkscape vo.g1 (www.inkscape.org).

Genotypic characterization

Spoligotypes and mutations in genes associated with antibiotic resistance were detected by
uploading the paired end reads of each sample to a curated drug resistance database

(http://tbdr.Ishtm.ac.uk/) [20].

Results

A total of 40 samples, out of which 39 samples from diagnosed patients with pulmonary TB and one
sample from patient with TB lymphadenitis were included in the study. The patients in the study
included six females and 34 men, but most importantly, the patients belonged to different
nationalities; 14 Romanian, 16 Czech, three Slovakian, three Vietnamese, two Bulgarian, one Latvian,

and one Ukrainian.

Phylogeny and lineage

In total, we identified 27510 SNPs of which most belonged to M. canettii outgroup strain (SRA run
accession ERR1336826). SNPs based phylogeny was constructed as mentioned above, and in-silico
spoligotypes (Lineages) were detected. The phylogenetic tree shows optimal separation of
spoligotypes (Figure 1). Two samples belonged to lineage 1, five samples to lineage 2 and 33 to lineage
4. Noteworthy, the nationality of the patient didn’t have a positive relation in respect of spoligotypes;

samples clustered within different lineages and clades independent of the patient nationality.

One strain designated as 98009 was classified into two different spoligotypes - 4.8 and 4.1.2.1. The

strain was re-sequenced twice to make sure this discrepancy is not due to low coverage or
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contamination. Nevertheless, in-silico spoligotypes results remained the same. Then, the mapped
reads were checked manually for the presence of the spoligotype specific SNPs for both lineages. The
mapped reads did not demonstrate 4.1.2.1 specific SNP (C107794T) [20] while informative SNP for
lineage 4.8 (G3836739A) was clearly present in sequencing data. Thus, the sample belonged to 4.8
lineage which is in accordance with the results of phylogenetic analysis. The database curators were

notified of the possible “bug” in the database.

Drug Resistance concordance between phenotype and genotype

Genetic and phenotypic profiles were detected and compared for all the samples. Phenotypic
screening was done on all the isolates for streptomycin, isoniazid, rifampicin, ethambutol and
pyrazinamide. Samples showing phenotypic resistance to at least one drug were 12 to streptomycin, 11
to isoniazid, seven to rifampicin, six to ethambutol and five to pyrazinamide. On the other hand,
there were 32/40 (80%) samples that had genomic resistant genes for at least one drug. Resistance to
streptomycin was 9/40 (23%), isoniazid 8/40 (20%), rifampicin 4/40 (10%), ethambutol 4/40 (10%),
pyrazinamide 2/40 (5%), amikacin 1/40 (2.5%), capreomycin 1/40 (2.5%), kanamycin 2/40 (5%) and

ethionamide 1/40 (2.5%) (Supplementary table S1).

Mutations specific for streptomycin resistance were identified in the locuses gid (Lysi6Arg), rpsl
(Lys43Arg), rpsl (Lys88Arg) and rrs (A1401G); for isoniazid, katG (Ser315Thr), KatG (Proz41Pro), ahpc
(C-81T promotor) and fabGi (C-15T promotor); for rifampicin, rpoB (Serg5oLeu), rpob (His445Arg)
and rpoB (Asp435Val); for ethambutol, embB (Met306Val), embB (Met306lle) and embB (Gly406Ala);
for pyrazinamide, pncA (Vali28Gly) and pncA (Tyr34Stop); For ethionamide one mutation was
detected in the locus fabG: (C-15T promotor); For amikacin, capreomycin and kanamycin one
mutation was common for all resistant strains, rrs (A1401G), with another mutation for kanamycin eis

(G-12A promotor) (Table 1).

Nevertheless, phenotypic resistance profiles did not match that of the genotypic in all cases; for
streptomycin; seven samples showed phenotypic resistance with no known mutations while four
samples had mutation in the locus gid (Lysi6Arg) but had a phenotypic susceptible profile. On the
other hand, four samples matched the phenotypic and the genotypic resistance profiles; two having
mutations in rpsl (Lys43Arg), one having mutation in rpsl (Lys88Arg) and one in gid (Lysi6Arg). For
isoniazid, only one sample was susceptible phenotypically but had the aphC (C- 81T promoter)
mutation, while three samples showed phenotypically resistance with no known mutation. However,
seven samples showed phenotypic and genomic resistance profiles, six having the mutation in KatG

(Ser315Thr) and one sample having fabGi (C-15T promoter) mutation.

For rifampicin, three samples showed phenotypic resistance with no known mutation, one sample
having the mutation His445Tyr, two samples that matched both profiles having mutation Ser4s0oLeu

and another two samples having asp435Val mutation in rpoB.
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For ethambutol, two samples were phenotypically susceptible with the mutation in the locus embB
(Met306Val) mutation, while four samples showed phenotypic resistance with no known mutation
and two samples that confirmed phenotypic resistant with genomic resistance having mutations in

embB - Gly406Ala and Met306lle, respectively.

Finally, for pyrazinamide, three samples showed phenotypic resistance with no known mutation
while two samples confirmed the phenotypic resistance through pncA (Vali28Gly) and pncA

(Tyr34STOP) mutations (supplementary table 1).

Discussion

WGS have been used more often since its first use for 238 M. tuberculosis in 1998. This approach
provides a solid method for fast proper species identification, along with rapid genotyping and drug
resistance profile detection [21]. In this study, five strains were MDR, two of them showing resistance
not only against first line of drugs, but also to second line antituberculotics, having resistance against
at least seven drugs and more. The drug resistance in this study was diffused across different clades

and lineages suggesting that there is limited drug resistance dissemination within the same clade.

The SNPs based phylogeny approach used in this study produced a tree that separated lineages and
clades in concordance with the spoligotypes; this is important since no defined parameters and
approaches for SNPs phylogeny generation that match spoligotypes is used in TB studies. MT
genome is relatively conserved and stable; no recombination events and no horizontal drug
resistance transfer, which means that this approach can be used as a standard for phylogeny

generation [9].

For isoniazid, katG encodes for catalase-peroxidase, and the mutation Ser3i5Thr leads to high
resistance level [22]; The seven isolates harboring this mutation showed ophenotypic resistance as
well. While aphC mutation in intergenic -81T promoter region, which encodes for alkyl hydro-
reductase, was found to be phenotypically susceptible since this mutation confers low resistance level
[23,24].

For rifampin, three types of mutations were identified in five samples, in which the mutations
affected rpoB (SergsoLeu and Asp435Val and Hisg445Tyr); rpoB encodes B subunit of the RNA
polymerase. These mutations confer high resistance level for rifampicin due to its low fitness cost

except to His445Tyr, which was phenotypically susceptible [25].

For ethambutol, all the mutations were detected in embB gene. It is a part of the embCAB operon
that encodes for arabinosyl transferases. Arabinosyl transferases is involved in the biosynthesis of
arabinogalactan and lipoarabinomannan, both of which are considered key structures of the
mycobacterial cell wall [26]. However, two samples having embB (Met306Val) mutation had
susceptible phenotypic profile; this can be explained by the fact that this mutation can lead to both

low or high resistance levels, and in this cause it expressed low level resistance [27,28].
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For streptomycin, mutations in rpsl gene (Lys43Arg and Lys88Arg), which codes for ribosomal
protein S12, confer high resistance level, as the two samples having this mutation are phenotypically
resistant [28]. While mutation in the gene gidB (Lys 16Arg), which encodes a 7-methylguanosine
methyltransferase, can express both high and low resistance level [29]. This is evident in our samples
having this mutation; four samples are phenotypically susceptible while one sample is resistant.

Finally, seven samples were phenotypically resistant with no known mutations.

For pyrazinamide, two samples matched the phenotypic resistance with that of the genomic. The two
detected mutations were pncA (Vali28Gly) and pncA (Tyr34STOP), which confer high resistance level
as, described elsewhere [30]. And finally three samples were phenotypically resistant with no know

mutation.

The presence of phenotypically resistant profiles with 287 no known mutations has been reported in
the literature. The discrepancies are normal due to the lack of complete genomic data that identify
genetic resistance and the discovery of new mutations. And thus, highlighting the limitation of

resistance detection through whole genome sequencing.

Conclusion

In summary, to our knowledge, this is the first epidemiological study for M. tuberculosis isolates from
the Czech Republic using whole genome sequencing. Our results suggest limited drug resistance
dissemination within the same clade since drug resistant isolates belonged to different clades.
Moreover, the most dominant lineage in our sample was lineages 4, however the presence of other

lineage suggests that infections can be originated from different sources.
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Table 1 - Genotypic drug resistance and mutations detected.

Drug Mutation Number Percentage
Any resistance
9 23%
gid (Lys16Arg) 4
STM rpsl (Lys43Arg) 3
rpsl (Lys88Arg) 1
rrs (A1401G) 1
8 20%
katG (Ser315Thr) 5
INH KatG (Pro241Pro) 1
ahpc (C-81T promotor) 1
fabGi (C-15T promotor) 1
4 10%
rpob (His445Arg) 1
RIF
rpoB (Serg50Leu) 2
rpoB (Asp435Val) 1
4 10%
embB (Met306Val) 2
EMB
embB (Met306lle) 1
embB (Gly406Ala) 1
2 5%
PZA pncA (Vali28Gly) 1
pncA (Tyr34Stop) 1
1 1%
AMK
rrs (A1401G) 1
1 1%
CPR
rrs (A1401G) 1
2 5%
KAN

rrs (A1401G)
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Drug Mutation Number Percentage
eis (G-12A promotor) 1
1 1%
ETH
fabGi (C-15T promotor) 1
Mono-resistance 8 20%
4
STM gid (Lys16Arg) 3
rpsl (Lys43Arg) 1
4
INH katG (Ser315Thr) 3
KatG (Pro241Pro) 1
Non-MDR Poly-resistance 2 5%
ahpc (C-81T promotor) +
INH+EMB embB (Met306Val) !
rpsL(Lys43Arg)+
STM+INH+EMB katG (Ser3i5Thr)+ 1
embB (Met306Val)
MDR 4 10%
gid (Lys1i6Arg)+
STM+INH+RIF katG (Ser3i5Thr)+ 2

rpoB (Asp435Val

STM+INH+RIF+EMB+PZA+ETH+KAN

abGi (C-15T promoter) &
katG (Ser3i5Thr)+

rpoB (SergsoLeu)+
embB (Gly406Ala)+
pncA (Tyr34Stop)+
fabGi (C-15T promoter)+
eis (G-12A promoter)

STM+INH+RIF+EMB+PZA+AMK+CPR+KAN

rpsL (Lys43Arg) & rrs
(A1401G)+

katG (Ser3i5Thr)+
rpoB (SergsoLeu)+
embB (Met306Ile+
pncA (Vali28Gly)+
rrs (A1401G)+

rrs (A1401G)+

rrs (A1401G)
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Figure 1 - SNPs based phylogenetic tree of the 40 samples along with distribution of the spoligotypes. The 2
letters next to the sample name describes the relative patient nationality; Czech (cz), Romanian (ro), Bulgarian
(bg), Slovakian (sk), Vietnamese (vn), Ukranian (ua) and Lativian (Iv).
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PRILOHA C. 6

ECCMID 2017 Viden: P1670 Molecular-epidemiological characteristics of
antituberculotic-resistant Mycobacterium tuberculosis isolates identified in
West Bohemian region of the Czech Republic

J. Amlerova* (Plzen, Czech Republic), D. Kralova, K. Chudejova, J. Hrabak

Background

Tuberculosis is recognized as one of the main epidemiological issue all over the world. In the Czech
Republic, the incidence ranges from 6 to 9 new cases per 100 ooo inhabitans with the decreasing
trend. In the recent years, however, cases of antituberculotic-resistant strains of Mycobacterium
tuberculosis have been reported. The aim of this study was to characterize resistant isolates identified

in West Bohemian region of the Czech Republic.

Material/methods

Eighteen rifampin-resistant and 19 isoniazid-resistant strains of M. tuberculosis were included in the
study. The genes encoded for antituberculotic targets (rpoB, inhA, ethA, and katG) were amplified
and sequenced. Selected strains (n=15) were subjected for whole-genome sequencing using Illumina

MiSeq platform. DNA library was prepared by Nextera XT kit (Illumina).

Results

Among 37 resistant isolates, 20 were also resistant to streptomycin, 9 to ethambutol, and seven to
pyrazinamide. Four isolates were resistant to all mentioned antituberculotics (RIF, STM, EMB, INH,
and PZA). Most of the resistant strains (n=22) were isolated from foreigners working in the Czech
Republic. In majority of rifampin-resistant isolates (n=11), mutation in rpoB 531 codon was detected.
Mutations in other codons were detected in low frequency. Based on the results from whole-genome

sequencing, majority of resistant strains were related to the clones previously identified in Russia.

Conclusions

To our knowledge, this is the first study focused on molecular-epidemiological description of
resistant M. tuberculosis in the Czech Republic. Data from whole-genome sequencing also
demonstrate trans-borderline spread of resistant strains of M. tuberculosis. Sequencing of control

group of susceptible isolates is ongoing.
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PRILOHA C. 7

ECCMID 2019 Amsterdam: Pog61 Genomic characterization of Mycobacterium
Tuberculosis isolates From Czechia

Bitar [brahim*"*, Medvecky Matej"?, Amlerova Jana®, Papagiannitsis Costas' and Hrabak Jaroslav'’.

'Department of Microbiology, Faculty of Medicine and University Hospital in Plzen, Charles
University, Plzen, Czechia; *Faculty of Medicine, Biomedical Center, Charles University, Plzen,
Czechia; *CEITEC VFU, University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences Brno, Brno, Czech

Republic.

Background

According to the World Health Organization (WHO), TB is considered one of the most fatal diseases
worldwide with an estimation of 10.4 million cases with a mortality pilling up to 1.4 million cases
(WHO 2015). In this study, WGS was used to characterize Mycobacterium tuberculosis isolates from

Czechia to determine the genetic diversity as well as drug resistance profile.

Materials/methods

A total of 40 samples of Mycobacterium tuberculosis have been collected from different hospitals
across Czechia from the period of 24-April-2005 till 18-May-2017. Susceptibility testing for first line
drugs was performed for all the samples. Multiplexed DNA libraries were prepared using Nextera XT
Library preparation kit and sequenced using Illumina MiSeq platform. SNPs were detected and
phylogenetic analysis was performed. Spoligotypes and mutations in genes associated with antibiotic
resistance were detected by uploading the paired end reads to a curated drug resistance database

(http://tbdr.Ishtm.ac.uk/).

Results

The phylogenetic tree shows optimal separation of spoligotypes (Figure 1). 2 samples belonged to
lineage 1, 5 samples to lineage 2 and 33 to lineage 4. Noteworthy, the nationality of the patient didn’t
have a positive relation in respect of spoligotypes; samples clustered within different lineages and
clades independent of the patient nationality. Samples showing phenotypic resistance to at least one
drug were 12 to streptomycin, 1 to isoniazid, 7 to rifampicin, 6 to ethambutol and 5 to pyrazinamide.
On the other hand, there were 32/40 (80%) samples that had genomic resistant genes for at least one
drug. Resistance to streptomycin was 9/40 (23%), isoniazid 8/40 (20%), rifampicin 4/40 (10%),
ethambutol 4/40 (10%), pyrazinamide 2/40 (5%), amikacin 1/40 (2.5%), capreomycin 1/40 (2.5%),
kanamycin 2/40 (5%) and ethionamide 1/40 (2.5%). Moreover, 5 strains showed resistance to e
antobiotics or more. Nevertheless, phenotypic resistance profiles did not match that of the genotypic

in all cases.
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Conclusions

To our knowledge, this is the first study using this approach to be done in Czechia, which will

provide an insight on the drug resistance circulating in this region Our results suggest limited drug

resistance dissemination within the same clade. Moreover, the most dominant lineage in our sample

was lineages 4, however the presence of other lineage suggests that infections can be originated from

different sources.

Key words: Mycobacterium Tuberculosis, WGS, MDR, XDR
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