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Molekulární epidemiologie tuberkulózy 
v hlavním městě Praha v letech 2013 a 2014

Tietzeová E., Pinková M., Zemanová I.

SOUHRN
Cíl práce: Fylogenetická analýza kmenů Mycobacterium 
tuberculosis metodou MIRU-VNTR a jejich zařazení do jed-
notlivých linií a sublinií.
Materiál a metodiky: DNA 132 kmenů M. tuberculosis získa-
ných od pacientů z hlavního města Praha v roce 2013 a 2014. 
Byla použita metoda MIRU-VNTR. Kmeny byly webovým 
softwarem MIRU-VNTRplus identifikovány a zařazeny do 
geneticky příbuzných skupin.
Výsledky: Nejčastější výskyt onemocnění tuberkulózou 
v  populaci byl prokázán u  mužů mezi 45. až 54. rokem. 
Získané kmeny M. tuberculosis se vyznačují vysokou po-
lymorfií v počtu repetitivních sekvencí. Identifikovány byly 
tři globální linie: 1 - Indo-Oceánská, 2 - Východo-Asijská 
a  4 - Euro-Americká, zastoupená 85,6 % kmenů, ke které 
bylo přiřazeno 9 sublinií: Haarlem (40,9 %), H37Rv (25,8 %), 
S, Cameroon, LAM, X, NEW-1, URAL a Delhi/CAS. Plná iden-
tita repetitivních sekvencí byla prokázána u 28,0 % kmenů 

Národní referenční laboratoř pro mykobakterie, Státní zdravotní ústav Praha

(9 skupin) globální linie 4 - Euro-Americké, sublinií Haarlem 
(4 skupiny), H37Rv (3 skupiny), Cameroon (1 skupina) a S 
(1 skupina). Mezi analyzovanými kmeny byly čtyři multirezis-
tentní (MDR) kmeny bez klastrování (jeden kmen v roce 2013, 
tři kmeny v roce 2014). Dva MDR kmeny patřily ke globální 
linii 4 - Euro-Americké; dva MDR kmeny byly zařazeny ke 
globální linii 2 - Východo-Asijské. 
Závěry: Genotypizace kmenů M. tuberculosis metodou MIRU-
-VNTR umožňuje rychlou genetickou identifikaci jednotlivých 
kmenů a jejich zařazení do linií a sublinií. Identifikace kmenů 
M. tuberculosis, jejich zařazení do linií a rozložení linií do-
voluje sledovat jejich pohyb nejen na území jednoho státu, 
ale i na celém světě. Při víceletém genotypování kmenů lze 
vysledovat původní zdroj infekce a její přenos. 

KLÍČOVÁ SLOVA
linie Mycobacterium tuberculosis – repetitivní sekvence – 
fylogenetická analýza

ABSTRACT
Tietzeová E., Pinková M., Zemanová I.: Molecular epidemio-
logy of tuberculosis in the capital of Prague in 2013 and 2014 
Aim: Phylogenetic analysis of Mycobacterium tuberculosis 
strains by the MIRU-VNTR method and their assignment to 
lineages and sublineages. 
Material and methods: DNA of 132 strains of M. tuberculo-
sis was recovered from patients in the capital of Prague in 
2013 and 2014. The MIRU-VNTR method was used. Using the 
MIRU-VNTRplus website tools, the strains were identified and 
assigned to genetically related groups.
Results: The highest prevalence of TB was reported in males 
aged between 45 and 54 years. The isolates of M. tuberculosis 
show high polymorphism in the number of repetitive sequen-
ces. Three global lineages were identified: 1 - Indo-Oceanic, 
2 - East-Asian, and 4 - Euro-American, represented by 85.6 %
of strains, comprising nine sublineages: Haarlem (40.9 %), 
H37Rv (25.8 %), S, Cameroon, LAM, X, NEW-1, URAL, and 
Delhi/CAS. Fully identical repetitive sequences were found 

in 28.0 % of strains (nine groups) of global lineage 4 - Euro-
American, sublineages Haarlem (four groups), H37Rv (three 
groups), Cameroon (one group), and S (one group). Among 
the strains analyzed, four multi-drug resistant (MDR) strains 
were identified without clustering (one in 2013 and three in 
2014). Two MDR strains were assigned to Euro-American 
lineage 4 and two MDR strains to East-Asian lineage 2. 
Conclusions: Genotyping of M. tuberculosis strains by the 
MIRU-VNTR method allows for rapid genetic identification 
and assignment to lineages and sublineages. The identification 
of strains of M. tuberculosis, their assignment to lineages, and 
line age distribution make it possible to monitor their move-
ment not only within a country but also worldwide. Genotyping 
data obtained over years make it possible to track the infection 
source and transmission pathways.

KEYWORDS
Mycobacterium tuberculosis lineages – repetitive 
sequences – phylogenetic analysis
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Tuberkulóza (TBC) je onemocnění způsobené patogen-
ním agens Mycobacterium tuberculosis komplex (MTBC). 
Celosvětově se řadí mezi nejčastější infekční onemocnění 
a příčiny úmrtí. Z hlediska biologické bezpečnosti patří 
tuberkulóza společně s malárií a AIDS ke třem nejsledova-
nějším infekčním onemocněním Světovou zdravotnickou 
organizací (WHO). Celkový počet hlášených případů 
tuberkulózy v Evropě se značně liší. Nejvyšší výskyt je 
hlášen z východní Evropy a pobaltských států. V České 

republice je dlouhodobě zaznamenáván nízký výskyt TBC. 
V roce 2013 byla incidence onemocnění TBC 4,6/100 000 
obyvatel a v roce 2014 4,8/100 000 obyvatel. V Praze byla 
incidence onemocnění TBC 8,1/100 000 obyvatel v roce 
2013 a  7,8/100  000 obyvatel v  roce 2014 [19, 20]. Vývoj 
molekulární biologie posledních let má významný vliv na 
možnosti diagnostiky tuberkulózy. Identifikací konkrét-
ních alel a jejich řazením do geneticky příbuzných skupin 
lze prokázat podezření na mikroepidemii [1]. Analýza va-
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riabilního počtu opakujících se sekvencí mykobakteriální 
DNA, MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit-
-Variable Number of Tandem Repeats), je cenným ukazatelem 
pro genotypizaci [2]. Velké populační studie prokázaly, 
že metoda MIRU-VNTR má srovnatelnou diskriminační 
sílu s metodou RFLP (Restriction fragment length polymorphism) 
[2, 3]. Optimalizovaný soubor 24 MIRU-VNTR lokusů se 
stal standardem pro genotypizaci kmenů Mycobacterium 
tuberculosis po celém světě [2, 3]. Přináší reprodukovatelné 
výsledky, vyjádřené jako 24místný číselný profil, který 
umožňuje snadnou výměnu dat na vnitrostátní i meziná-
rodní úrovni [2, 4]. Na evropské úrovni byla MIRU-VNTR 
přijata jako nástroj ke sledování přeshraničního přenosu 
rezistentních kmenů M. tuberculosis. 
Cílem předložené práce je fylogenetická analýza kmenů 
M. tuberculosis metodou MIRU-VNTR a jejich zařazení do 
jednotlivých linií a sublinií.

MATERIÁL A METODIKY

DNA referenčního kmene M. tuberculosis H37Rv a DNA 132 
kmenů M. tuberculosis, získaných od pacientů s trvalým 
bydlištěm v  hlavním městě Praha v  letech 2013 a  2014 
zaslaných do Národní referenční laboratoře pro mykobak-
terie laboratořemi ČR k testování citlivosti na antituber-
kulotika (58 kmenů v roce 2013 a 74 kmenů v roce 2014). 
Mezi těmito kmeny byly čtyři kmeny multirezistentní 
(MDR); jeden kmen v roce 2013 a tři kmeny v roce 2014.
Věkové složení souboru pacientů bylo u mužů 22–94 roků 
(průměr 51,4 let) a u žen 20–87 let (průměr 46,5 roků). 
Věkové rozložení našeho vzorku populace uvádí graf 1.
Ze  zaslaných kmenů bylo izolačním kitem GenoLyse 
(HAIN) zhotoveno 132 izolátů DNA. Následně byla provede-
na genetická analýza kmenů metodou MIRU-VNTR. Panel 

MIRU-VNTR se skládá z následujících 24 lokusů: 154-424- 
-577-580-802-960-1644-1955-2059-2163b-2165-2347-2401-2461-
-2531-2687-2996-3007-3171-3192-3690-4052-4156-4348 [5, 6, 7].
Z  každého  izolátu M. tuberculosis a  kontrolního kmene 
H37Rv bylo metodou rychlého zmnožení (amplifikace) 
vybraného úseku DNA polymerázovou řetězovou reakcí 
(PCR) naamplifikováno 24 PCR produktů (tj. 24 sledova-
ných lokusů). Amplifikované úseky DNA byly ohrani-
čeny 24 páry tzv. primerů, pro každý sledovaný lokus 1 
pár (Generi Biotech) [5]. Syntéza vybraného úseku DNA 
probíhala od přisedlých primerů termostabilními poly-
merázami HotStar Taq DNA Polymerase kit (QIAGEN) 
a KAPA2G Robust (Elisabeth Pharmacon). PCR produkty 
byly nanášeny na 2% agarózový gel (agaróza SIGMA) a vi-
zualizovány interkalačním barvivem SERVA DNA Stain 
G. K porovnání velikostí fragmentů DNA generovaných 
v PCR byl použit 50 bp DNA Ladder a 100 bp DNA Ladder 
(NEW ENGLAND BioLabs). 
Fotodokumentace gelů byla pořizována fotoaparátem 
Canon PowerShot_SX510_HS. Na fotodokumentaci 
byl podle velikosti jednotlivých PCR produktů kmenů  
M. tuberculosis a kontrolního kmene H37Rv vizuálně hodno-
cen počet repetitivních sekvencí podle odečítací tabulky 
[6]. Každý kmen získal 24místný číselný profil, kde každé 
číslo znamená počet repetitivních sekvencí v  jednotli-
vých lokusech (například počet repetitivních sekvencí 
a profil referenčního kmene H37Rv je: 2-2-4-3´-1-3-2-2-2-
5-3-4-2-3-6-1-3-3-3-3-5-5-2-2) [7, 8]. Následně byly tyto čí-
selné profily mezi sebou porovnávány a vyhodnocovány. 
Mykobakteriální kmeny získané od pacientů z pražské 
aglomerace v letech 2013 a 2014 byly označeny pětimíst-
ným kódem (první dvě čísla značí rok, kdy byl materiál 
odebrán, číslo izolátu představují tři následující čísla). 
Pod těmito kódy byly kmeny řazeny do fylogeneticky 
příbuzných skupin. Shluková analýza a identifikace linií 

Graf 1.  Procentuální zastoupení pacientů s TBC podle věku a pohlaví 
Chart 1.  Age and gender distribution of TB patients 
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Obr. 1.  Dendrogram kmenů M. tuberculosis v Praze 2013–2014 
Fig. 1.  Dendrogram of M. tuberculosis strains from Prague, 2013–2014

a sublinií byla provedena online přístupným programem 
MIRU-VNTRplus (http://www.miru-vntrplus.org) [7, 8]. 
Klastrované izoláty byly definovány jako izoláty se shod-
ným počtem repetitivních sekvencí u všech 24 lokusů ve 
výše uvedeném pořadí.

VÝSLEDKY

Nejčastější výskyt onemocnění tuberkulózou byl proká-
zán u mužů mezi 45. až 64. rokem; u žen mezi 25. až 44. 
rokem (viz graf 1).
Kmeny M. tuberculosis získané od 132 pacientů bydlících 
v  Praze v  letech 2013–2014 byly zařazeny do geneticky 
příbuzných skupin. Fylogenetické řazení a identifikace 
kmenů od pražských pacientů znázorňuje grafický výstup 
shlukové analýzy na obrázku 1. Mezi identifikovanými 
kmeny je nejvíce kmenů (113) přiřazeno ke globální linii  
4 – Euro-Americké dále se dělící do sublinií: Haarlem 
40,9 %; H37Rv 25,8 %; Latinská Amerika-Středomoří (LAM) 
5,3 %; Cameroon 3,8 %; S 3,8 %; X 2,3 %; NEW-1 1,5 %; 
URAL 1,5 % a  Delhi/CAS 0,8 %. Z ostatních globálních 
linií byla v našem souboru identifikována linie 1 – Indo-
-Oceánská: EAI 7 kmenů a 2 – Východo-Asijská: Beijing 
12 kmenů (graf 2).
Rozložení opakování repetitivních sekvencí genomu  
M. tuberculosis u 24 lokusů s vyhodnocením diverzity alel 
uvádí tabulka 1. Nejvyšší diverzita alel u pražských kmenů 

byla zjištěna u  lokusu 2163b. Kmeny vykazovaly vyso-
kou polymorfii (neklastrovaných kmenů bylo 72 %). Plná 
identita repetitivních sekvencí 24 lokusů byla u 9 skupin 
klastrovaných kmenů globální linie 4 - Euro-Americké 
(28,0 %) zastoupené subliniemi: Haarlem (17,4 %), H37Rv 
(7,6 %), Cameroon (1,5 %) a S (1,5 %). Počet klastrů a jejich 
procentuální zastoupení v populaci v průběhu let 2013–2014 
uvádí tabulka 2. Čtyři multirezistentní kmeny byly bez 
klastrování: kmen z roku 2013 byl zařazen do linie 4 – Euro-
Americké, jeden kmen z roku v 2014 byl zařazen do linie  
4 – Euro-Americké a dva kmeny do linie 2 – Východo-
Asijské.

DISKUSE

V  Praze je dlouhodobě nejvyšší počet nemocných TBC 
v celé ČR. Byla proto vybrána jako vhodný reprezentativní 
vzorek ke genetické analýze kmenů M. tuberculosis meto-
dou MIRU-VNTR. Příčinou zvýšené incidence TBC ve vel-
koměstských aglomeracích je celý komplex demografic-
kých a sociologických faktorů, které souvisejí s přílivem 
obyvatelstva do měst. S tím souvisí i plošné přelidnění 
některých velkoměstských částí [10]. Statistické infor-
mace celé ČR [19, 20] uvádějí, že nejvíc nemocných TBC 
je ve vyšších věkových skupinách. U mužů lze sledovat 
vyšší výskyt také ve střední věkové skupině, zhruba od  
45 let. První studie molekulární epidemiologie tuberkuló-
zy v Praze byla provedena v roce 1995 metodou založenou 
na polymorfismu délky restrikčních fragmentů – RFLP 
[9]. V této studii se Kubín [9] zabývá souborem 75 kmenů 
MTB, z nichž 70,7 % bylo neklastrovaných a 29,3 % kme-
nů klastrovaných. Náš soubor kmenů představoval 72 % 
kmenů neklastrovaných a 28 % kmenů klastrovaných. 
Poměr klastrovaných a  neklastrovaných kmenů MTB 
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Obr. 1.  Dendrogram kmenů M. tuberculosis v Praze 2013–2014 
Fig. 1.  Dendrogram of M. tuberculosis strains from Prague, 2013–2014

v našem souboru odpovídá poměru zjištěnému v populač-
ním vzorku pacientů v Praze v roce 1995 metodou RFLP.
Dlouho převládal názor, že kmeny M. tuberculosis jsou 
stejně virulentní. Plošnou genotypizací lze prokázat, 
že existuje malé procento kmenů, které způsobují neú-
měrně velký počet případů onemocnění. To znamená, že 
některé kmeny se šíří účinněji než jiné [1]. MIRU-VNTR 
je spolehlivá metoda pro rychlou genotypizaci velkého 
počtu izolátů a jejich fylogenetickou analýzu.

Webová aplikace MIRU-VNTRplus představuje volně pří-
stupnou službu, která umožňuje uživatelům analyzovat 
údaje získané vyšetřením jejich kmenů. Referenční data-
báze kmenů reprezentuje kmeny MTBC. Vlastní data lze 
analyzovat buď jednou, nebo kombinací několika metod 
genotypizace [7, 8]. Oelemann et al. [12] a Valcheva et al. 
[17] ukazují možnost zvýšení diskriminační síly shlukové 
analýzy kombinací použitých PCR metod genotypizace 
(RFLP, spoligotyping, MIRU-VNTR 12 lokusů, či 15 lokusů). 

Graf 2.  Zastoupení sublinií kmenů M. tuberculosis 2013–2014.
Chart 2.  Sublineage distribution of M. tuberculosis strains, 2013–2014 
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PŮVODNÍ PRÁCE

Diskriminační síla MIRU-VNTR 24 lokusů je z dříve použí-
vaných PCR metod nejvyšší [18]. O přenosu bakteriálních 
kmenů způsobujících TBC v Evropě se lze informovat 
z jednoletých studií [11, 12]. Většina molekulárních studií 
genotypizace M. tuberculosis však uvádí víceleté výsledky. 
Příkladem jsou dvouletá studie z Irska [13], tříletá z Belgie 
[14], čtyřletá z  Itálie [15] a  také devítiletá z Polska [16]. 
Víceleté studie umožňují, s ohledem na biologické vlast-
nosti organismu, vysledování původního zdroje infekce 
[16]. Ve výše uvedených studiích převažuje globální linie 
4 – Euro-Americká [12, 13, 15, 17] zastoupená především 
subliniemi Latinská Amerika-Středomoří (LAM), Haarlem 
a T. Sublinie Haarlem má nejvyšší procento zastoupení 
kmenů ve studii z Německa [12] a z Polska [16].

ZÁVĚRY 

Genotypizace kmenů M. tuberculosis metodou MIRU-VNTR 
umožňuje rychlou genetickou identifikaci jednotlivých 
kmenů a jejich zařazení do linií a sublinií. Identifikace 
kmenů MTB, jejich zařazení do linií a  rozložení linií 
dovoluje sledovat jejich pohyb nejen na území jednoho 
státu, ale i na celém světě. Identifikací konkrétních alel 
a  jejich řazením do geneticky příbuzných skupin lze 
prokázat podezření na mikroepidemii.
Kmeny s identickým počtem repetitivních sekvencí v ge-
nomu mohou být nadále šetřeny ve spolupráci s epide-
miologem a klinickými lékaři. Při víceletém genotypo-
vání kmenů lze vysledovat původní zdroj infekce a její 
přenos.
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