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SOUHRN

Cil prace: Cilem tohoto sdéleni je prezentace vysledkd
klonalni analyzy meningokokl izolovanych z invazivniho
meningokokového onemocnéni a od zdravych nosi¢tl z Ceské
republiky za vice nez 40leté obdob.

Materiadl a metody: Celkem bylo studovano 2 179 izolatl
Neisseria meningitidis z obdobf 1971-2014 (kvéten), z toho
1 093 izolath od pacientl s invazivnim meningokokovym
onemocnénim a 1086 izolatl od zdravych nosicl. Veskeré
izoladty byly podrobeny multilokusové sekvencni typizaci
(MLST), jedné z hlavnich metod molekuldrni epidemiologie
invazivniho meningokokového onemocnéni.

Vysledky: U izolatl N. meningitidis z invazivniho menin-
gokokového onemocnéni byla zjisténa vyrazna prevaha
vyskytu séroskupin B a C (souhrnné pres 94 %). Nejcastéji
se vyskytujici kmeny séroskupiny B byly geneticky vysoce
heterogenni: u 1 093 izolatl bylo zjisténo 25 klonalnich
komplexd. Stejné tak kmeny druhé nejcastéji se vyskytujici
séroskupiny C se jevily jako geneticky heterogenni, vyka-
zovaly prislusnost k 19 klonalnim komplextim. U treti nejcasté-
ji se vyskytujici séroskupiny Y byl stav opacny. Tato skupina
izolatl z invazivnich meningokokovych onemocnéni byla na
zakladé detekce pouze tfi klonalnich komplexd hodnocena
jako vysoce homogenni. Z vice nez 75 % byly pfevazu-
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Objective: To present the results of clonal analysis of the
meningococcal populations isolated from invasive disease
and healthy carriers in the Czech Republic over four decades.
Material and methods: A total of 2179 isolates of Neisseria
meningitidis from 1971-2014 (May) were studied: 1093 isolates
from patients with invasive meningococcal disease (IMD)
and 1086 isolates from healthy carriers. All study isolates
were analysed by multilocus sequence typing (MLST), one of
the major methods used in molecular epidemiology of IMD.
Results: More than 94 % of N. meningitidis isolates from IMD
were assigned to serogroups B or C. The strains of the leading
serogroup B were genetically highly heterogeneous: 1093
isolates were assigned to 25 clonal complexes. Similarly, the
strains of the second leading serogroup C appeared geneti-
cally heterogeneous and were classified into 19 clonal com-
plexes. The third leading serogroup Y of IMD isolates showed
an opposite tendency and appeared highly homogeneous,
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jici klonalni komplexy u invazivnich izolatl séroskupiny Y
(cc23) i séroskupiny C (ccll) fazeny mezi hypervirulentni
uskupeni, a vykazovaly tak nejvyssi miru virulence pro hos-
titelskou populaci. U invazivnich izolatl séroskupiny B byly
hypervirulentni klonaini komplexy zjistény vice nez z 80 %
(cc32, ccal/44, ccl18, cc269 a ccll). U 1086 izolatd N. menin-
gitidis od zdravych nosicl prevazovaly kmeny, u nichz nelze
séroskupinu urcit, kmeny znacené jako N. meningitidis NG
(41,4 %). Zarazeni téchto izolatl do klonalnich komplex
bylo vysoce heterogenni. Celkem bylo zjisténo 28 klonalnich
komplexU, jejichz prislusnost k hypervirulentnim klonalnim
komplextm byla minoritni.

Zaveéry: Analyza sekvencnich dat MLST za vice nez 40leté ob-
dobi prokazala, ze populace kmenl N. meningitidis zpdsobu-
jicich invazivni meningokokové onemocnéni se jevi jako
geneticky odlisnd od kmenl N. meningitidis zjistovanych
u zdravych nosica. Tyto vysledky jsou dulezité pro optimalni
aplikaci preventivnich opatfeni v ohnisku invazivniho menin-
gokokového onemocnénii pro vyvoj tc¢inné meningokokové
vakciny a doporuceni vhodné vakcinaéni strategie.

KLICOVA SLOVA:

Neisseria meningitidis - multilokusova sekvencni typizace
- klonalni analyza

with only three clonal complexes being detected. Over 75%
of the predominant clonal complexes of IMD isolates of both
serogroup Y (cc23) and serogroup C (ccl11) were classified as
hypervirulent and, as such, posed the highest risk to the host
population. Over 80% of IMD isolates of serogroup B were
assigned to hypervirulent clonal complexes (cc32, cc4l/44,
ccl18, cc269, and ccll). Of 1086 N. meningitidis isolates from
healthy carriers, 41.4% were non-serogroupable, i.e. desig-
nated N. meningitidis NG. Classification of these isolates
into clonal complexes was highly heterogeneous. In total,
28 clonal complexes were identified of which only a minority
were hypervirulent.

Conclusions: The analysis of MLST data on strains collected
over four decades revealed that the population of N. menin-
gitidis strains involved in IMD differ genetically from N. me-
ningitidis strains isolated from healthy carriers. These results
are relevant to both the optimal use of preventive measures
in a focus of IMD and to the development of an effective
meningococcal vaccine and vaccination strategy guidelines.
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uvob

Invazivni meningokokové onemocnéni (IMO) je i pfes
vyvoj v mediciné stdle Zivot ohroZujici onemocnéni,
které se mlize vyvinout i u plné zdravého jedince, ze-
jména pak v détské populaci. Ceskd republika patfi
mezi zemé s endemickym vyskytem tohoto onemoc-
néni. Vzhledem k vysoké smrtnosti je nutné sledovat
vyskyt a §ifeni pivodce tohoto onemocnéni. Diilezitym
epidemiologickym indikatorem je kromé séroskupi-
nové charakteristiky N. meningitidis i parametr s vyssi
diskriminacni schopnosti, tzv. klonalni komplex (cc).
Vybrané klonalni komplexy N. meningitidis jsou fazeny
mezi hypervirulentni uskupeni zptsobujici vysokou
smrtnost az ptes 25 %.

Aktivni surveillance IMO v Ceské republice byla zah4je-
na roku 1993 v Narodni referencni laboratofi (NRL) pro
meningokokové nakazy Statniho zdravotniho tstavu
v Praze. Jednim z podnétd byl v poloviné devadesatych
let minulého stoleti vzestup nemocnosti a smrtnosti
IMO, zpflisobeny v té dobé v Ceské republice novym
klonalnim komplexem ccll. Tento komplex zde nebyl
prokazatelné zjistén od sedmdesatych let 20. stoleti,
ve svété vSak plisobil zdvazné epidemiologické situace
[17]. V soucasné dobé vyskyt kmenti naleZejicich ke kom-
plexu ccll, ktery je charakteristicky pro séroskupinu C,
v Ceské republice klesa. V roce 2013 dosdhlo zastoupeni
klonalniho komplexu ccll ve sledované meningokokové
populaci v Ceské republice hodnoty pouze 1,7 %, nejnizsi
hodnoty béhem aktivni surveillance [16]. Pro Ceskou
republiku je dlouhodobé typicka pfevaha onemocnéni
zpisobenych kmeny fazenymi do séroskupiny B. Je
ocekavano, ze zavedeni nové oc¢kovaci latky proti N. me-
ningitidis B (MenB vakcina) by mohlo mit pozitivni dopad
na sniZenivyskytu onemocnéni pisobeného kmeny této
séroskupiny. Tfeti nejcastéjsi séroskupinou N. meningiti-
dis plisobici IMO v Ceské republice je séroskupina Y. Ta
zacala IMO plsobit od roku 1993, pfestoZe u asympto-
matickych nosict byla zjistovana jiz od sedmdesatych
let minulého stoleti [17]. Vysokou smrtnost onemocnéni
plisobeného N. meningitidis Y zptisobuje hypervirulentni
klonalni komplex cc23.

Zde prezentovany soubor vice jak dvou tisic izolatl
N. meningitidis z let 1971-2014 (kvéten) z Ceské republiky
predstavuje izolaty zIMO i od zdravych nosi¢d. Je acel-
né sledovat miru podobnosti mezi témito populacemi,
zejména z pri¢iny zmény klondlniho sloZeni kmeni
N. meningitidis cirkulujicich ve zdravé populaci, ke kte-
rému muze dojit vlivem kolektivni imunity, ocekavané
po zavedeni Men B vakciny. U obou skupin izolatl byla
sledovana geneticka variabilita vyskytu klonalnich
komplex1i, a to metodologii doporucovanou konsor-
ciem IBD-LabNet (Invasive Bacterial Diseases Laboratory
Network), tzv. metodou ,fine typing*. Jde o multilo-
kusovou sekvencni typizaci (MLST) [24], doplnénou
analyzou genetické variability proteind vnéj$i bunécné
membrany PorA a FetA. MLST umoziiuje sekvenacné
zjistovat detailni charakterizaci N. meningitidis a popis
pfesnych epidemiologickych markeri, coZ umoziiuje
provadénilokalniiglobalniepidemiologie meningoko-
kového onemocnéni. Ziskané poznatky jsou podkladem
pro zpfesnovani vakcinacni strategie i pro vyvoj novych
meningokokovych vakcin. Pro porovnani ziskanych
sekvencnich dat a jejich sdileni je vyuzivana celosvé-
tova databaze PubMLST (http://pubmlst.org/neisse-
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ria/), ktera shrnuje informace o molekularni typizaci
a diverzité bakterii rodu Neisseria. V této databazi jsou
vedle mikrobiologickych informaci uvadéna klinicko-
-epidemiologicka data a vysledky molekularni typizace,
umoziujici charakterizaci hypervirulentnich komplext
plsobicich IMO v celosvétové zvysené mite.
Molekularni charakterizace kment N. meningitidis koloni-
zujicich horni cesty dychaci (HCD) je nezbytna pro lepsi
pochopeni moznosti pfenosu meningokokd v lidské
populaci a poskytuje nové poznatky pro epidemiologii
a patogenezi IMO. N. meningitidis je bakterie, ktera mtize
kolonizovat HCD bez vzniku invazivniho onemocnéni.
Tento stav se oznacuje jako bezptiznakové nosicstvi.
Vysledky fady studii ukazuji, Ze v Evropé se nosic¢stvi
N. meningitidis vyskytuje aZ u 35 % mladych dospélych
[4,6,7,11, 22]. Vuzavienych populacich, jako jsou napft.
vysokoskolské koleje nebo rekruti, se zvySuje moznost
nosicstvi nad 60 % [8, 20, 23]. Evropské studie ukazaly,
Ze nosicstvi N. meningitidis se nejvice vyskytuje u déti
do jednoho roku Zivota a pak u osob ve véku 20-24 let
[4, 7, 11]. Kromé véku byla prokazana fada rizikovych
faktort, spojenych s nosi¢stvim N. meningitidis [3, 15].
Jde zejména o kouteni (aktivni i pasivni) a ¢asté infekce
dychaciho traktu. Z mezinarodni studie vyplyva, Ze
Klonalni stalost kmend N. meningitidis zptisobujicich IMO
byla ve stejném casovém obdobi v silném rozporu s diver-
zitou klond u nosi¢ské populace [25]. Pri¢inou mliZe byt
proménlivost imunity u populace nebo zména virulence
Klonalnich komplexti kmend N. meningitidis v prubéhu ca-
su. Lze spekulovat o casové zméné populace zjiStovanych
meningokok v dlisledku migrace lidské populace [5].
Vzhledem k tomu, Ze meningokok je vysoce variabilni
a prirozené schopny transformace, mtiZe snadno zmeénit
svilj genom zaclenénim DNA z jinych kmend a pfizpt-
sobit se tak hostitelskému prostiedi, lidské sliznici.
I kdyzZ je znamo, Ze u Streptococcus pneumoniae miize byt
detekovano soucasné vice kment u téhoz hostitele [2],
u N. meningitidis jde o jev témét se nevyskytujici [10].
Na povrchu N. meningitidis se nachazi vnéjsi antigenni
struktura, tzv. pouzdro. Jde o kapsularni polysacharid,
ktery je hlavnim faktorem virulence meningokok [24]
a prvofadym cilem pro humoralni imunitu. Na zdkladé
antigennich variant pouzdra jsou izolaty N. meningitidis
rozdéleny do 13 séroskupin. Kmeny od pacientli jsou
vybavené pouzdrem a nejcastéji fazené do péti sérosku-
pin (A, B, C, W135aY), které zptisobuji ve svété vice nez
90 % ptipadd IMO [21]. Naproti tomu okolo 30 % kmen@
izolovanych od nosi¢ pouzdro postrada. Tyto kmeny
nejsou sérologicky urcitelné a znacime je N. meningitidis
NG (non-groupable). Ztrata pouzdra posiluje schopnost
meningokokli kolonizovat HCD a vyhnout se obrannému
systému hostitele [12].

MATERIAL A METODY

1zolaty N. meningitidis

1zolaty N. meningitidis byly zaslany do Narodni referenc¢ni
laboratofe pro meningokokové nakazy z mikrobiologic-
kych laboratoii Ceské republiky k verifikaci a nisledné
charakterizaci. V této praci byly studovany kmeny N. me-
ningitidis z obdobi od roku 1971 do kvétna roku 2014. Celkem
§lo 02179 kment N. meningitidis, z ¢ehoZz 1 093 izolatdi bylo
od pacientl s IMO a 1 086 izolatd od zdravych nosica.
Veskeré kmeny byly analyzovany metodou MLST.



Multilokusova sekvenéni typizace (MLST)

N. meningitidis

Od roku 2000 je v NRL pro meningokokové nakazy za-
vedena metoda multilokusové sekvencni typizace [18].
MLST je typiza¢ni metoda, kterd umoznuje roztazovani
mikrobialnich izolatl N. meningitidis porovnanim sekvenci
fragmentd sedmi gent zakladnich metabolickych struk-
tur. Zpracovanim sekvenci danych lokust dochazi k urceni
sekvencnich typt (ST) neboli alelickych variant izolat
N. meningitidis, coz definuje ¢lenéni kment do sekvencnich
Kklonalnich komplexti, které mohou byt fazeny mezi hy-
pervirulentni komplexy. Vyskytuji se i ST, které nejsou
zataditelné do klonalniho komplexu (ccUA, unassigned).
Kurceni sekvenc¢nich typd metodou MLST je pouZito frag-
mentt nasledujicich sedmi genti: abcZ, adk, aroE, fumcC, gdh,
pdhC a pgm. Sekvenacni reakce byly analyzovany v kapilar-
nim sekvendtoru ABI PRISM 3130x1. Data byla zpracovana
za pouziti software Lasergene a vyhodnocena za vyuZiti ce-
losvétové MLST databaze (http://pubmlst.org/neisseria/).

VYSLEDKY

Zkoumana populace meningokokl zptisobujicich IMO
byla sérologicky odlisna od populace meningokokd zjis-
tovanych u zdravych nosi¢li. Graf 1 ukazuje, Ze sek-
venované MLST izoldty od pacient s IMO nejcastéji
nalezely do séroskupiny B (66,2 %), séroskupiny C (28 %)
a séroskupiny Y (3,1 %). Oproti tomu nejcastéji zjistované
meningokoky izolované od zdravych nosi¢t byly N. me-
ningitidis NG (41,2 %), tedy s neurcitelnou séroskupinou,
nasledované séroskupinou B (32 %) a séroskupinou C
(10,4 %). Séroskupiny A, X, W135, 29E a N. meningitidis NG
byly u izolatl od pacientll s IMO detekovany minoritné
(souhrnné 2,7 %). Ctvrtina (25,5 %) vSech izolatii vykazo-
vala ST nezataditelné do klonalniho komplexu. U 1093
izolatli od pacientl s IMO to bylo celkem 18,5 % a 1 1086
izolatli od nosi¢l témeér tietina (32,5 %). Nezaraditelnost
do klonalniho komplexu byla u izolatd z IMO sledovana
nejvice u izolatd nalezicich do séroskupiny Y (26,5 %),
nasledné N. meningitidis B (21,5 %) a N. meningitidis C (10,1 %).
U zdravych nosi¢l prevladaly ST nezafaditelné do klonal-
niho komplexu u izolatd N. meningitidis C (33,6 %) a N. me-
ningitidis NG (33,1 %), nasledované izolaty N. meningitidis B
(24,5 %). Veskeré izolaty majici ST nezataditelné do klo-
nalniho komplexu nebyly dale v klonalni analyze popi-
sované v této studii uvazovany.

Graf 2 dokumentuje, Ze izolaty séroskupiny B u IMO
zastoupené nejhojnéji (66,2 %) byly zafazeny celkem do
24 klonalnich komplexti, coZ poukazuje na séroskupinu
geneticky vysoce heterogenni. U izolath séroskupiny B
byla nejcastéji zjistovana pfislusnost k hypervirulent-
nim klonalnim komplextim cc32, cc41/44, ccl8, cc269,
ccll a cc35 (souhrnné vice nez 80,5 %). Ostatni klonalni
komplexy se u izolatl séroskupiny B vyskytovaly méné
nezze 4 % (cc8, cc23, cc37, cc60, cc92, ccl03, ccll6, ccl62,
ccl74, cc213, cc226, cc231, cc292, cc334, cc364, cc461, cc865
a ccl157). Klonalni komplex ccl8, ktery byl tfetim nej-
Castéji zjiStovanym komplexem ve sledovaném obdobi,
se v poslednich letech téméf nevyskytuje. U pacienti
s IMO byl v Ceské republice naposledy uréen v roce 2011.
Oproti tomu je od 90. let minulého stoleti sledovan
pozvolny nardst vyskytu hypervirulentnich komplext
€c41/44 a cc269. V roce 2013 byl klonalni komplex cc269
jiZ nejcastéji zjisténym hypervirulentnim komplexem
N. meningitidis B zptisobujicim IMO (11,9 %), nasledovany
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Graf 1. Zastoupeni séroskupin N. meningitidis u izolath
z invazivniho meningokokového onemocnéni a od zdravych
nosiétl v Ceské republice za obdobi 1971-2014 (kvéten), n = 2179

Fig. 1. Serogroup distribution of N. meningitidis isolates from
invasive meningococcal disease (IMD) and healthy carriers
obtained in the Czech Republic in 1971-2014 (May), n = 2179

, ccll
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Graf 2. Zastoupeni klonalnich komplex( u izolath N. meningitidis
B z invazivniho meningokokového onemocnéni v Ceské
republice za obdobi 1971-2014 (kvéten), n = 568

Fig. 2. Clonal complex distribution of N. meningitidis B isolates
from IMD obtained in the Czech Republic in 1971-2014 (May),
n =568

rovnéz typickym hypervirulentnim klonalnim komple-
xem séroskupiny B cc41/44 (10,2 %). Graf 3 doklada, Ze
u izolatl séroskupiny C z IMO bylo urceno 18 klondlnich
komplex?, z nichZ vyrazné prevaloval hypervirulentni
komplex typicky pro tuto séroskupinu, komplex ccll
(76 %), nasledovany komplexy cc41/44, cc8 a ccl03. Od
roku 2005 je u hypervirulentniho klonalniho komple-
xu ccll sledovan pokles jeho vyskytu. Ostatni klonalni
komplexy kment séroskupiny C se vyskytovaly méné nez
ze 2 % (cc8, ccl8, cc23, cc32, cc35, cc37, ccl06, ccll6, cc213,
€226, cc231, cc254, cc269 a cc292). U invazivnich izolath
N. meningitidis geneticky zna¢né homogenni séroskupiny
Y byly zjistény pouze tfi klonalni komplexy (graf 4), kde
vétsinou $lo o klonalni komplex cc23 (76 %), nasledova-
ny ccl67 a cc92. Prevladajici klonalni komplexy u vSech
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) ce8  ¢c103 se vyskytovaly z méné nez 6 % (ccll, ccl8, cc22, cc32, cc35,
Ojtft?‘;c 2.9% 25% €c37, cc53, cc92, ccl06, ccllb, ccl74, ccl7s5, cc23l, cc254,
a.1%

€292, cc334, cc364, cc549, cc865 a cc4240/6688), v souhrnu
vsak tvorily az 40,8 %.

U séroskupiny C, dokumentované grafem 7, bylo urce-
no 11 klonalnich komplexli, s pfevazujicim klonalnim
komplexem ccll (46,7 %), nasledovanym komplexy cc376,
cc41/44 a cc231. Vzestup vyskytu kment klondlniho kom-
plexu ccll byl u zdravych nosi¢l zaznamendn zejména
v 90. letech 20. stoleti. I u populace nosi¢skych meningo-
kok byl zaznamendan vysoky vyskyt izolat klondlniho
komplexu cc41/44, jehoZ vyskyt se po celé sledované
obdobi pohyboval primérné okolo 20 % vyskytu. Ostatni
klonalni komplexy u této séroskupiny se vyskytovaly
z méné nez 6 % (cc53, cc92, ccl06, ccll6, cc226, cc364,

ccdl/44
5.5%

cell cc549), v souhrnu tvorily 16 %.

76 %
Graf 3. Zastoupeni klonalnich komplex( u izolath N. meningitidis C 22
z invazivniho meningokokového onemocnéni v Ceské republice 7.4%

za obdobi 1971-2014 (kvéten), n = 275

ostatni ¢cc ccdl/44
47.8% 13 %

Fig. 3. Clonal complex distribution of N. meningitidis C isolates
from IMD obtained in the Czech Republic in 1971-2014 (May),
n =275

cc92
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cel67
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Graf 5. Zastoupeni klondlnich komplexd u izolatl N. meningitidis
NG od zdravych nosicl v Ceské republice za obdobi 1971-2014
(kvéten), n = 299

Fig. 5. Clonal complex distribution of N. meningitidis NG from
healthy carriers obtained in the Czech Republic in 1971-2014

(May), n = 299
Graf 4. Zastoupeni klonalnich komplexii u izolatt N. meningitidis Y
z invazivniho meningokokového onemocnéni v Ceské republice cc226
za obdobi 1971-2014 (kvéten), n = 25 6.5% €c269

7,3 %
Fig. 4. Clonal complex distribution of N. meningitidis Y isolates

from IMD obtained in the Czech Republic in 1971-2014 (May), ostatni cc
n=25 40,8 %

uvedenych séroskupin jsou fazeny mezi hypervirulentni

uskupeni, znamenaji nejvyssi miru virulence a zdravotni

riziko pro hostitelskou populaci.

Graf 5 dokumentuje, Ze u nosicskych izolatd N. meningitidis

NG bylo urceno celkem 27 klondlnich komplexl, z nichz

nejcetnéjsim byl klonalni komplex cc549, nasledovany

cc41/44, cc92, cc22 a cc53. Ostatni klondlni komplexy

byly zjistény s vyskytem niz$im neZ 7% (ccl, ccll, ccl8,

cc23, cc32, cc35, cc37, ccl06, ccll6, ccl74, ccl75, ccl98,

cc213. cc226. cc231, cc269. cc292. cc334. cc364., cc376. cc750 Graf 6. Zastoupeni kloné_lm'ch komplext u izolatt N. meningitidis
’ ’ ’ ) o . - P B od zdravych nosi¢l v Ceské republice za obdobi 1971-2014

a cc865), v souhrnu vsak tvotily 47,8 %. U séroskupiny (kvéten), n = 262.

B zobrazené na grafu 6, byly nosicské izolaty zafazeny
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Graf 7. Zastoupeni klonalnich komplex{ u izolatl N. meningitidis
C od zdravych nosiéli v Ceské republice za obdobi 1971-2014
(kvéten), n =75

Fig. 7. Clonal complex distribution of N. meningitidis C from
healthy carriers obtained in the Czech Republic in 1971-2014
(May), n=75

Z vice nez 85 % nalezely izolaty ccll do séroskupiny C jak
uizolatltiz IMO (86,7 %), tak u nosic¢skych izolati (87,5 %).
Vsechny izolované kmeny N. meningitidis klondlniho kom-
plexu ccll od pacientl s IMO i nosi¢l vykazovaly sekvenc¢ni
typ ST-11, centralni genotyp tohoto komplexu a to z vice
nez 85 %. U izolath séroskupiny B byl u dfive hojné se
vyskytujicich komplex ccl8 a cc92 v soucasném obdobi
sledovan vyrazny pokles vyskytu, na tkor nejcastéji zachy-
covanych izolatd zafaditelnych do klondlnich komplext
cc41/44, cc269, cc22 a cc32. Komplex cc4l/44 byl u izolath
séroskupiny B z piipadii IMO zachycen celkem z 88,6 %,
zatimco u nosic¢i pouze z 65 % (kde 25 % ze zbylych izolati
naleZelo k hojné zastoupené N. meningitidis NG). Zaroven
byla u izolatll od nosicli celkem tfetina 35,5 % v ramci
zminovanych komplexti zafazena do sekvencniho typu
ST-44, diive hojné se vyskytujiciho. Tento ustfedni geno-
typ nalezici do subkomplexu 44 jevi mensi miru virulence
oproti izolatdm od pacientti s IMO, které ¢asto vykazuji
sekvencni typy vztazené k subkomplexu 41, U séroskupi-
ny Y, ktera byla tfeti nejcastéji izolovanou séroskupinou
u piipadti IMO v Ceské republice, byl nejhojnéji zastoupen
Kklonalni komplex cc23 (82 %), téz fazeny mezi hyperviru-
lentni uskupeni. U nosi¢skych izolath se séroskupina Y
vyskytovala nevyznamné (v nasi studii 4,6 %) a vyskyt
komplexu cc23 v této séroskupiné byl zcela minoritni.
Hlavnim rozdilem u izolatti od pacienti s IMO a od asymp-
tomatickych nosici byl vyskyt komplex@ fazenych mezi
hypervirulentni. Tyto komplexy byly urovany predevs§im
uizolatl od pacientli s IMO neZu nosicskych izolatii, kde
byl jejich vyskyt ojedinély.

DISKUSE

PfedloZeni studie je zaloZena na analyze MLST udaju
z databaze NRL vice neZ dvou tisic izolatd N. meningitidis
z Ceské republiky ziskanych za vice jak 40leté obdobi. Jde
o izolaty N. meningitidis od pacientl s IMO a od zdravych
nosicl, které jsou plné epidemiologicky i klinicky do-
kumentované. Takto rozsahla databaze je pfinosem pro
lokalni i globalni epidemiologii daného agens.

PUVODNIi PRACE

Zavaznost onemocnéni zptisobeného N. meningitidis po
dlouha léta orientovala pozornost vyzkumu zejména na
meningokoky izolované od pacienti s IMO. Pozornost je
tfeba vénovat i N. meningitidis od zdravych nosic¢i. Z pohle-
du nosicstvi N. meningitidis tvofi zvlastni ¢ast hostitelské
populace osoby nachazejici se v izkém kontaktu s ne-
mocnym, kdy je nosicstvi prislusného hypervirulentniho
kmene cetnéjsi nez u bézné populace. Pro ofekavany
efekt nové vyvijenych vakcin na invazivni i nosi¢skou
populaci meningokok je dilezité jejich antigenni slo-
zeni. Nadéjnou perspektivou detailniho studia téchto
antigend je sekvenace celého genomu N. meningitidis.
Teprve tento pristup otevrel potencialni cestu prevratné
technologii vyroby univerzalné uc¢inné meningokoko-
vé vakciny. Vysledky populac¢nich studii prokazuji, Ze
populace nosi¢skych meningokoki je velmi rtiznorodi
a nachazi se v ni fada genotypli, které nejsou nalézany
mezi kmeny pisobicimi IMO [9, 10, 25]. To souhlasi se
skutecnosti, Ze cilem opatfeni v ohnisku IMO je prevence
vzniku sekundarniho IMO nikoliv vymyceni meningoko-
ki z HCD zdravé hostitelské populace. Diverzitu populace
nosi¢skych meningokoki zvy$uje horizontdlni vymeéna
DNA [13], k niZ v HCD dochazi a kterd mZe vyustit ve
vznik nového meningokokového klonu. I pfes moznosti
prenosu DNA jsou kmeny N. meningitidis strukturovany do
uskupeni podobnych genotypt - klonalnich komplexi,
které pretrvavaji po desetileti i béhem svétové migra-
ce obyvatel [5]. Klonalni komplexy jsou povazovany za
vyvojové linie bakterii, vzniklé ze stejného praptivodce
[18]. Populace N. meningitidis je tvofena casti klonalni,
zahrnujici uskupeni (komplexy) vertikalné Siticich se
geneticky blizkych klont, a ¢asti neklonalni, geneticky
zvySené promeénlivé. Nejvyssi miru virulence pro hosti-
telskou populaci vykazuji meningokoky sdruzené do tzv.
hypervirulentnich klondlnich komplexd.

Vysledky predloZené studie, ukazuji, Ze u izolatl N. menin-
gitidis z IMO v Ceské republice pfevaZovaly meningokoky
zejména séroskupin B, C a Y. Za 40leté sledované obdobi
byl nalezen u IMO pouze jediny izolat s neurcitelnou séro-
skupinou (z roku 2009, klonalni komplex cc198). Tyto za-
véry koresponduji s mezinarodnimi vysledky studie, které
se vramci projektu EU-MenNet ,,Impact of meningococcal
epidemiology and population biology on public health in
Europe*“ ucastnily Ceska republika, Norsko a Recko [25].
U izolath z téchto tfi zemi v obdobi 1991-2000 téZ statisticky
vyznamné prevladaly séroskupiny B a C u izolat z IMO,
zatimco u nosicskych izolatdi, které vykazovaly vyssi ge-
notypovou diverzitu, prevladaly kmeny N. meningitidis NG
(40,5 %). Klonalni komplexy kment spojenych s vysky-
tem IMO byly zejména komplexy cc41/44, cc269, ccll,
cc32 a cc269, zatimco komplexy cc23 a cc35 byly pozitivné
spojeny s nosi¢stvim. Na zakladé nasledné publikovanych
dat [1] shrnujicich stav celosvétové databaze PubMLST
k bfeznu roku 2012 byl zaznamenan obdobny vyskyt klo-
nalnich komplexd. Uizolatd z IMO §lo zejména o cc41/44,
ccll, cc32 a cc5, zatimco vyrazné prevazujici nosic¢ské
komplexy cc53, cc22 a cc198 se u IMO témérf nevyskytuji.
Tyto Gdaje ukazuji, Ze populace nosi¢t N. meningitidis neni
panmikticka a poskytuje dalsi dikazy o tom, Ze existuji
vyznamné rozdily ve virulenci mezi jednotlivymi klonal-
nimi komplexy meningokokd.

Uvedena data molekularni charakterizace kment N. me-
ningitidis byla ziskana metodou multilokusové sekvencni
typizace (MLST) [18], ktera poskytuje dostatecné validni
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data. Pfesto metodu MLST v soucasné dobé v mnoha ohle-
dech pfed¢i sekvenovani nové generace (NGS). Piistup
sekvenovani celého genomu (Whole Genome Sequencing,
WGS) vynika zejména vysokym vykonem, rychlosti a vy-
sokodiskriminaéni schopnosti. VSestrannym a G¢innym
prostfedkem zkoumani soubordi celogenomovych sek-
vencnich variant je metodika gene-by-gene [19], neboli
»MLST like“ pfistup k sestavovani genomu denovo, ktery
muiZe byt pouZit pro vysoce detailni typizaci a porovna-
vani charakteristik izolat bez potfeby znalosti dat refe-
ren¢niho genomu [1, 14]. Postup gene-by-gene popisuje
funkéni, evolucni a typové vztahy bakterii od domén az
po kmeny.

ZAVER

Hlavnim rozdilem ve vyskytu jednotlivych klonalnich
komplex? je vyskyt komplexti fazenych mezi hypervi-
rulentni, zejména u izolath od pacientd s IMO, zatimco
u nosi¢skych izolatd je tento jev vyjimecény. Pouzivani
molekularnich metod, jako je MLST, roz§ituje diagnos-
tiku onemocnéni a vyrazné zkvalitiiuje surveillance.
Vysledky klonalni analyzy izolatl N. meningitidis z IMO
jsou podkladem k aktualizaci doporucené vakcinacni
strategie v Ceské republice.
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