
50 EPIDEMIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE, IMUNOLOGIE      2017, 66, č. 1

SOUHRNNÉ SDĚLENÍKRÁTKÉ SDĚLENÍ

ÚVOD
 
Invazivní meningokokové onemocnění je stále jedním 
z nejzávažnějších infekčních onemocnění, vzhledem 
k přetrvávající vysoké smrtnosti i vysokému procentu 
celoživotních závažných následků u přeživších pacien-
tů. Nejvyšší nemocnost a smrtnost tohoto onemocnění 
je u nejmenších dětí pod jeden rok věku a u adolescen-
tů. Přesná epidemiologická data, včetně dat moleku-

lární charakterizace izolátů Neisseria meningitidis, jsou 
nezbytná pro zavedení účinných preventivních opatření 
včetně vakcinačních doporučení. Zavedení molekulární  
surveillance u invazivního meningokokového one-
mocnění je celosvětově doporučeno včetně doporučení 
Evropským centrem pro kontrolu nemocí (ECDC), které 
doporučuje implementaci WGS do surveillance inva-
zivního meningokokového onemocnění na evropské 
úrovni [1]. 
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SOUHRN
Zavedení molekulární surveillance u invazivního meningoko-
kového onemocnění je celosvětově doporučeno. Nově se do 
popředí dostává metoda sekvenace celého genomu (Whole 
Genome Sequencing, WGS), která poskytuje možnosti další 
detailní charakterizace Neisseria meningitidis a umožňuje 
efektivní spojení všech „klasických“ sekvenačních metodik 
v tuto jednu metodu. Pro studium novou WGS metodou bylo 
vybráno šest izolátů N. meningitidis z let 2013 a 2015, které 
již byly charakterizovány klasickým Sangerovým přístupem 
amplikonové sekvenace. Analýza WGS dat potvrdila správ-
nost této metody při určování epidemiologických markerů. 
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Cílem sdělení je upozornit na možnost implementace WGS 
do molekulární surveillance invazivního meningokokového 
onemocnění v České republice. Národní referenční laboratoř 
pro meningokokové nákazy (NRL/MEN) bude nadále využívat 
WGS k molekulární charakterizaci vybraných izolátů N. menin- 
gitidis a ke zpřesnění molekulární surveillance invazivního 
meningokokového onemocnění v České republice. 
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of whole genome sequencing (WGS) of Neisseria 
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The implementation of the surveillance of invasive menin-
gococcal disease is recommended worldwide. The Whole 
Genome Sequencing (WGS) method increasingly comes to 
the fore, which provides the possibilities for further detailed 
characterization of Neisseria meningitidis and makes it pos- 
sible to integrate all conventional sequencing approaches 
into one method. Six N. meningitidis isolates from 2013 
and 2015, characterized previously by Sanger amplicon 
sequencing, were selected to be studied by the novel WGS 

method. WGS data analysis has confirmed the accuracy of 
this method in determining epidemiological markers. The 
aim of this communication is to point out the possibility for 
the implementation of WGS into molecular surveillance of 
invasive meningococcal disease in the Czech Republic. The 
National Reference Laboratory for Meningococcal Infections 
(NRL/MEN) will continue to use WGS for molecular charac-
terization of selected isolates of N. meningitidis and for the 
improvement of molecular surveillance of invasive menin-
gococcal disease in the country.
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Číslo 
vzorku Rok Věk Symptomy Materiál Séro- 

skupina abcZ adk aroE fumC gdh pdhC pgm ST Klonální 
komplex

0033/15 2015 8 r IMO LI C 9 6 9 9 249 6 9 3 346 cc41/44

0039/15 2015 1 r IMO LI C 9 6 9 9 249 6 9 3 346 cc41/44

0008/13 2013 10 m IMO LI B 4 10 12 18 6 10 12 10 126 cc35

0014/13 2013 14 r KON N B 4 10 12 18 6 10 12 10 126 cc35

0042/13 2013 22 r IMO HE Y 10 5 18 9 11 9 17 23 cc23

0057/13 2013 30 r KON N Y 10 5 18 9 11 9 17 23 cc23

IMO = invazivní meningokokové onemocnění, KON = kontakt invazivního meningokokového onemocnění, LI = likvor, HE = hemokultura, N = výtěr nasopha-
ryngu, ST = sekvenční typ, abcZ, adk, aroE, fumC, gdh, pdhC, pgm = geny sedmi lokusů zjišťované v multilokusové sekvenační analýze (MLST).

IMO = invasive meningococcal disease, KON = contact with invasive meningococcal disease, LI = liquor, HE = blood culture, N = nasopharynx swab, 
ST = sequence type, abcZ, adk, aroE, fumC, gdh, pdhC, pgm = genes of seven loci analyzed in the multilocus sequencing analysis (MLST).

Tabulka 1.  Molekulární charakterizace zjištěná celogenomovou sekvenací u vybraných izolátů Neisseria meningitidis Česká republika

Table 1. Molecular characterization of Neisseria meningitidis selected isolates using the whole genome sequencing in the Czech Republic

Po identifikaci a určení séroskupin izolátů N. meningitidis 
je v Národní referenční laboratoři pro meningokokové 
nákazy (NRL/MEN) k  charakterizaci běžně používána 
metoda multilokusové sekvenace (Multilocus Sequence 
Typing, MLST) se Sangerovým přístupem.
MLST vykazuje pro izoláty N. meningitidis vysokou diskri-
minační schopnost [2], když pomocí ní byly v řadě zemí 
včetně České republiky zjištěny klonální komplexy, které 
působí častěji invazivní meningokokové onemocnění než 
nosičství, tzv. hypervirulentní klonální komplexy [3]. 
Další používanou molekulární metodou v NRL/MEN je 
sekvenační identifikace genů antigenů čtyřsložkové 
vakcíny proti meningokoku B (4CMenB), která umož-
ňuje predikci pokrytí českých izolátů N. meningitis touto 
vakcínou [10].
Nově se do popředí dostává metoda sekvenace celého 
genomu (Whole Genome Sequencing, WGS), která posky-
tuje možnost další detailní charakterizace N. meningitidis. 
WGS umožňuje efektivní spojení všech „klasických“ 
sekvenačních metodik v  tuto jednu metodu a získání 
celkových genetických charakteristik izolátů. Metoda 
WGS může být použita jak v oblasti základního výzkumu, 
například při studiu faktorů virulence N. meningitidis, tak 
v oblasti aplikovaného výzkumu, například při studiu 
epidemiologických markerů N. meningitidis. Tento apliko-
vaný výzkum může perspektivně vyústit do rutinního 
použití WGS v  molekulární surveillance invazivního 
meningokokového onemocnění [4]. Také byla vyvinuta 
metoda whole-genome MLST (wgMLST), která poskytu-
je efektivní přístup k interpretaci WGS dat [5]. Analýza 
WGS dat s použitím platformy Bacterial Isolate Genome 
Sequence Database (BIGSdb) [6, 7] se ukázala velmi užiteč-
nou při analýze ohniska invazivního meningokokového 
onemocnění [8]. Ukládání a analýza WGS dat N. meningitidis 
v databázi PubMLST, která uchovává MLST údaje získané 
v celosvětovém rámci a další sekvenční data za více než 15 
let, se osvědčilo jako efektivní při využití těchto dat pro 
detailní molekulární typizaci [9].
Využití molekulárních metod v surveillance invazivního 
meningokokového onemocnění má v České republice již 
dlouhou tradici a molekulární charakterizace N. menin-
gitidis je nezbytným předpokladem pro aktualizaci vak-
cinačních doporučení [10]. Metoda WGS, která umožní 
detailnější charakterizaci tohoto agens, byla nově apliko-

vána v rámci řešení výzkumného projektu. Cílem tohoto 
krátkého sdělení je upozornit na možnost implementace 
WGS do molekulární surveillance invazivního meningo-
kokového onemocnění v České republice. Předkládáme 
první výsledky WGS provedené v NRL/MEN u vybraných 
izolátů N. meningitidis. 
Pro studium novou WGS metodou bylo vybráno šest 
izolátů N. meningitidis z  let 2013 a 2015, které již byly 
charakterizovány klasickou Sangerovou metodou am-
plikonové sekvenace: čtyři izoláty od pacientů s invaziv-
ním meningokokovým onemocněním (dva izoláty séro- 
skupiny C, po jednom séroskupiny B a Y) a dva izoláty 
od zdravých osob, které byly v kontaktu s invazivním 
meningokokovým onemocněním (po jednom izolátu 
séroskupiny B a Y). 
Kmeny N. meningitidis vybrané pro testování WGS byly 
kultivovány na čokoládovém agaru Mueller-Hinton přes 
noc v 37 oC ve zvýšené tenzi CO2. Následovala manuální 
izolace DNA pomocí QIAmp DNA Mini Kitu (QIAGEN) 
s použitím enzymu RNasy A (DYNEX). Kontrola koncen-
trace vzorků byla prováděna měřením absorbance na 
přístroji Nanodrop 1000-ND (THERMO) a fluorescence 
na přístroji INFINITE 200 PRO (TECAN). K ověření kva-
lity degradace DNA byla použita agarosová gelová elek-
troforéza. Před provedením WGS vzorků v IAB (Institute 
of Applied Biotechnologies, Olomouc, ČR) probíhalo 
nejprve hodnocení jejich kvality. Koncentrace DNA byla 
testována na přístroji QUBIT 2.0 (THERMO) a degradace 
pomocí agarosové gelové elektroforézy. Příprava knihovny 
vzorků probíhala podle standardního protokolu enzyma-
tickou metodou (NEXTERA XT DNA kit, Illumina). Kvalita 
knihovny byla detailně testována přístroji QUBIT 2.0, 
Bioanalyzer Agilent 2100 (High Senzitivity DNA Assay) 
a metodou qPCR (KAPA kit). V případě potřeby byla po-
užita purifikace fragmentů DNA pomocí magnetických 
kuliček (Agencourt AMPure beads) podle purifikačního 
protokolu Illuminy. WGS sekvenace probíhala na přístroji 
MiSeq (Illumina) za použití odpovídající sekvenační che-
mie (MiSeq V2 Reagent kit, 2x250). Přenos dat a primární 
hodnocení kvality sekvenačních běhů probíhalo přes 
BaseSpace (Illumina). Sekundární analýzy WGS dat byly 
provedeny v NRL/MEN pomocí softwarů CGE (Center for 
Genomic Epidemiology, http://www.genomicepidemio-
logy.org/).
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WGS data byla analyzována z  pohledu epidemiologic-
kého, kdy byly hodnoceny alely lokusů abcZ, adk, aroE, 
fumC, gdh, pdhC, pgm, jež jsou zařazeny v základním MLST 
schématu Neisseria meningitidis a na jejichž podkladě se 
rozlišují sekvenční typy (ST), které jsou zařazovány do 
klonálních komplexů (cc). Analýza WGS dat potvrdila 
stejné epidemiologické markery N. meningitidis zjištěné 
metodou MLST: u dvou izolátů séroskupiny B byl zjištěn 
ST-10126, náležící do cc35, u dvou izolátů séroskupiny C 
byl zjištěn ST-3346, náležící do hypervirulentního cc41/44, 
u dvou izolátů séroskupiny Y byl zjištěn ST-23, náležící do 
hypervirulentního cc23 – tabulka 1. Byla tedy potvrzena 
úplná shoda ve zjištění sekvenčních typů a klonálních 
komplexů N. meningitidis klasickou sekvenací MLST a no-
vou metodou WGS. 
Pro studium metodou WGS byly vybrány izoláty N. menin-
gitidis, se stejnými epidemiologickými markery, ale z růz-
ných klinických symptomů, tj. od pacienta s invazivním 
meningokokovým onemocněním a od asymptomatické 
osoby, která byla v kontaktu s invazivním meningokoko-
vým onemocněním, s cílem nejen potvrdit identifikaci 
molekulárních epidemiologických markerů novou WGS 
metodou, ale i testovat možnost studia faktorů virulence 
N. meningitidis. 
Údaje získané metodou WGS umožnily u izolátů N. menin-
gitidis identifikovat více než 422 genů kódujících popsané 
známé či hypotetické proteiny. Studie těchto genů a je-
jich významu bude dále probíhat.
Závěrem lze konstatovat, že metoda WGS N. meningi-
tidis byla úspěšně poprvé provedena v  České republice 
v  NRL/MEN u šesti vybraných izolátů. Analýza WGS 
dat potvrdila správnost této metody při určování epide-
miologických markerů. NRL/MEN bude nadále využívat 
WGS k  molekulární charakterizaci vybraných izolátů 
N. meningitidis, ke zpřesnění molekulární surveillance 
invazivního meningokokového onemocnění v  České 
republice. WGS data budou poskytnuta do mezinárod-
ních databází.
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