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SOUHRN

Zavedeni molekularni surveillance u invazivniho meningoko-
kového onemocnént je celosvétove doporuceno. Nové se do
popredi dostdva metoda sekvenace celého genomu (Whole
Genome Sequencing, WGS), kterd poskytuje moznosti dalsi
detailni charakterizace Neisseria meningitidis a umoznuje
efektivni spojeni véech ,klasickych” sekvenacnich metodik
v tuto jednu metodu. Pro studium novou WGS metodou bylo
vybrano Sest izolatd N. meningitidis z let 2013 a 2015, které
jiz byly charakterizovany klasickym Sangerovym pristupem
amplikonové sekvenace. Analyza WGS dat potvrdila sprav-
nost této metody pfi urc¢ovani epidemiologickych markerd.

ABSTRACT

Vackova Z., Kfizova P., Jandova Z., Musilek M.,

Kozakova J.: The possibilities for the implementation

of whole genome sequencing (WGS) of Neisseria
meningitidis in molecular surveillance of invasive
meningococcal disease in the Czech Republic

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

uvob

Invazivni meningokokové onemocnéni je stale jednim
z nejzavaznéjsich infekénich onemocnéni, vzhledem
k pretrvavajici vysoké smrtnosti i vysokému procentu
celozivotnich zavaznych nasledkd u prezivsich pacien-
th. Nejvy$si nemocnost a smrtnost tohoto onemocnéni
jeunejmensich déti pod jeden rok véku a u adolescen-
t. Pfesna epidemiologicka data, véetné dat moleku-
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Cilem sdéleni je upozornit na moznost implementace WGS
do molekuldrni surveillance invazivniho meningokokového
onemocnéni v Ceské republice. Narodnf referenéni laborator
pro meningokokové nakazy (NRL/MEN) bude nadale vyuzivat
WGS k molekularni charakterizaci vybranych izolatl N. menin-
gitidis a ke zpresnéni molekuldrni surveillance invazivniho
meningokokového onemocnéni v Ceské republice.
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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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larni charakterizace izolat Neisseria meningitidis, jsou
nezbytna pro zavedeni ic¢innych preventivnich opatreni
vcetneé vakcina¢nich doporuceni. Zavedeni molekularni
surveillance u invazivniho meningokokového one-
mocneéni je celosvétové doporuceno véetné doporuceni
Evropskym centrem pro kontrolu nemoci (ECDC), které
doporucuje implementaci WGS do surveillance inva-
zivniho meningokokového onemocnéni na evropské
drovni [1].



Po identifikaci a ur¢eni séroskupin izolatd N. meningitidis
je v Narodni referenc¢ni laboratofi pro meningokokové
nakazy (NRL/MEN) k charakterizaci bézné pouzivana
metoda multilokusové sekvenace (Multilocus Sequence
Typing, MLST) se Sangerovym piistupem.

MLST vykazuje pro izolaty N. meningitidis vysokou diskri-
minacni schopnost [2], kdyz pomoci ni byly v fadé zemi
véetné Ceské republiky zjistény klonalni komplexy, které
piisobi ¢astéji invazivni meningokokové onemocnéni nez
nosicstvi, tzv. hypervirulentni klonalni komplexy [3].
Dalsi pouzivanou molekularni metodou v NRL/MEN je
sekvena¢ni identifikace genti antigent ctyfslozkové
vakciny proti meningokoku B (4CMenB), kterd umoz-
niuje predikei pokryti ceskych izoldti N. meningitis touto
vakcinou [10].

Nové se do popredi dostiva metoda sekvenace celého
genomu (Whole Genome Sequencing, WGS), kterd posky-
tuje moznost dalsi detailni charakterizace N. meningitidis.
WGS umozniuje efektivni spojeni vsech ,klasickych®
sekvenacnich metodik v tuto jednu metodu a ziskani
celkovych genetickych charakteristik izoldti. Metoda
WGS miiZe byt pouzita jak v oblasti zakladniho vyzkumu,
napiiklad pfi studiu faktori virulence N. meningitidis, tak
v oblasti aplikovaného vyzkumu, naptiklad pii studiu
epidemiologickych markert N. meningitidis. Tento apliko-
vany vyzkum mitize perspektivné vyustit do rutinniho
pouziti WGS v molekularni surveillance invazivniho
meningokokového onemocnéni [4]. Také byla vyvinuta
metoda whole-genome MLST (wgMLST), kterd poskytu-
je efektivni piistup k interpretaci WGS dat [5]. Analyza
WGS dat s pouzitim platformy Bacterial Isolate Genome
Sequence Database (BIGSdb) [6, 7] se ukazala velmi uZitec-
nou pfi analyze ohniska invazivniho meningokokového
onemocnéni [8]. Ukladani a analyza WGS dat N. meningitidis
v databazi PubMLST, kterd uchovava MLST udaje ziskané
v celosvétovém ramci a dalsi sekvenc¢ni data za vice nez 15
let, se osvédcilo jako efektivni pfi vyuziti téchto dat pro
detailni molekularni typizaci [9].

Vyuziti molekuldrnich metod v surveillance invazivniho
meningokokového onemocnéni ma v Ceské republice jiz
dlouhou tradici a molekuldrni charakterizace N. menin-
gitidis je nezbytnym predpokladem pro aktualizaci vak-
cinacnich doporuceni [10]. Metoda WGS, kterd umozni
detailnéjsi charakterizaci tohoto agens, byla nové apliko-
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vana v ramci feSeni vyzkumného projektu. Cilem tohoto
kratkého sdélent je upozornit na moznost implementace
WGS do molekuldrni surveillance invazivniho meningo-
kokového onemocnéni v Ceské republice. Predkladdme
prvni vysledky WGS provedené v NRL/MEN u vybranych
izolatd N. meningitidis.

Pro studium novou WGS metodou bylo vybrano Sest
izolatl N. meningitidis z let 2013 a 2015, které jiz byly
charakterizovany klasickou Sangerovou metodou am-
plikonové sekvenace: ¢tyfiizolaty od pacientd s invaziv-
nim meningokokovym onemocnénim (dva izolaty séro-
skupiny C, po jednom séroskupiny B a Y) a dva izolaty
od zdravych osob, které byly v kontaktu s invazivnim
meningokokovym onemocnénim (po jednom izolatu
séroskupiny Ba Y).

Kmeny N. meningitidis vybrané pro testovani WGS byly
kultivovany na ¢okoladovém agaru Mueller-Hinton ptes
noc v 37 °C ve zvysené tenzi CO,. Nésledovala manualni
izolace DNA pomoci QIAmp DNA Mini Kitu (QIACEN)
s pouzitim enzymu RNasy A (DYNEX). Kontrola koncen-
trace vzorkd byla provddéna méfenim absorbance na
plistroji Nanodrop 1000-ND (THERMO) a fluorescence
na pristroji INFINITE 200 PRO (TECAN). K ovéfeni kva-
lity degradace DNA byla pouZita agarosova gelova elek-
troforéza. Pred provedenim WGS vzorki v IAB (Institute
of Applied Biotechnologies, Olomouc, CR) probihalo
nejprve hodnocenti jejich kvality. Koncentrace DNA byla
testovana na piistroji QUBIT 2.0 (THERMO) a degradace
pomoci agarosové gelové elektroforézy. Pfiprava knihovny
vzorkl probihala podle standardniho protokolu enzyma-
tickou metodou (NEXTERA XT DNA kit, Illumina). Kvalita
knihovny byla detailné testovana ptistroji QUBIT 2.0,
Bioanalyzer Agilent 2100 (High Senzitivity DNA Assay)
ametodou qPCR (KAPA kit). V ptipadé potieby byla po-
uzita purifikace fragmentii DNA pomoci magnetickych
kuli¢ek (Agencourt AMPure beads) podle purifikaéniho
protokolu Illuminy. WGS sekvenace probihala na pfistroji
MiSeq (Illumina) za pouziti odpovidajici sekvenacni che-
mie (MiSeq V2 Reagent kit, 2x250). Pfenos dat a primarni
hodnocent kvality sekvenacnich béhti probihalo pies
BaseSpace (Illumina). Sekundarni analyzy WGS dat byly
provedeny v NRL/MEN pomoci softwarti CCGE (Center for
Genomic Epidemiology, http://www.genomicepidemio-
logy.org/).

Tabulka 1. Molekularni charakterizace zjisténa celogenomovou sekvenaci u vybranych izolatl Neisseria meningitidis Ceska republika

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

Symptomy  Material sff;?ﬁ £ abcZ adk aroE fumC gdh pdhC pgm 1) I'g‘r’::::;
0033/15 | 2015 8r IMO LI C 9 6 9 9 249 6 9 3346 | ccdl/44
0039/15 | 2015 Tr IMO LI C 9 6 9 9 249 6 9 3346 ccdl/44
0008/13 | 2013 | 10m IMO LI B 4 10 12 18 6 10 12 10126 cc35
0014/13 | 2013 14r KON N B 4 10 12 18 6 10 12 10126 cc35

IMO = invazivni meningokokové onemocnéni, KON = kontakt invazivniho meningokokového onemocnéni, LI = likvor, HE = hemokultura, N = vytér nasopha-
ryngu, ST = sekvencni typ, abcZ, adk, aroE, fumC, gdh, pdhC, pgm = geny sedmi lokus( zjistované v multilokusové sekvenacni analyze (MLST).

IMO = invasive meningococcal disease, KON = contact with invasive meningococcal disease, LI = liquor, HE = blood culture, N = nasopharynx swab,
ST = sequence type, abcZ, adk, arof, fumC, gdh, pdhC, pgm = genes of seven loci analyzed in the multilocus sequencing analysis (MLST).
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WGS data byla analyzovana z pohledu epidemiologic-
kého, kdy byly hodnoceny alely lokusti abcZ, adk, aroE,
fumC, gdh, pdhC, pgm, jeZ jsou zafazeny v zdkladnim MLST
schématu Neisseria meningitidis a na jejichz podkladé se
rozlisuji sekvencni typy (ST), které jsou zatazovany do
klonalnich komplexti (cc). Analyza WGS dat potvrdila
stejné epidemiologické markery N. meningitidis zjisténé
metodou MLST: u dvou izolath séroskupiny B byl zjistén
ST-10126, nalezici do cc35, u dvou izolati séroskupiny C
byl zjistén ST-3346, nileZici do hypervirulentniho cc41/44,
u dvou izolatl séroskupiny Y byl zjistén ST-23, nalezici do
hypervirulentniho cc23 - tabulka 1. Byla tedy potvrzena
uplnd shoda ve zjisténi sekvencnich typi a klondlnich
komplexti N. meningitidis klasickou sekvenaci MLST a no-
vou metodou WGS.

Pro studium metodou WGS byly vybrany izolaty N. menin-
gitidis, se stejnymi epidemiologickymi markery, alez raz-
nych klinickych symptomd, tj. od pacienta s invazivnim
meningokokovym onemocnénim a od asymptomatické
osoby, ktera byla v kontaktu s invazivnim meningokoko-
vym onemocnénim, s cilem nejen potvrdit identifikaci
molekuldrnich epidemiologickych markert novou WGS
metodou, ale i testovat moznost studia faktort virulence
N. meningitidis.

Udaje ziskané metodou WGS umoznily u izoldtd N. menin-
gitidis identifikovat vice nez 422 gent kodujicich popsané
znamé ¢i hypotetické proteiny. Studie téchto genii a je-
jich vyznamu bude dale probihat.

Zavérem lze konstatovat, Ze metoda WGS N. meningi-
tidis byla tispésné poprvé provedena v Ceské republice
v NRL/MEN u Sesti vybranych izolati. Analyza WGS
dat potvrdila spravnost této metody pii urcovani epide-
miologickych markerti. NRL/MEN bude nadale vyuZivat
WGS k molekuldrni charakterizaci vybranych izolatd
N. meningitidis, ke zpfesnéni molekuldrni surveillance
invazivniho meningokokového onemocnéni v Ceské
republice. WGS data budou poskytnuta do mezinarod-
nich databazi.

LITERATURA

1. European Centre for Disease Prevention and Control. Expert opi-
nion on whole genome sequencing for public health surveillance.
Stockholm: ECDC; 2016; s. 1-14. ISBN 978-92-9193-888-9.

2. Maiden MC, Bygraves JA, Feil E, et al. Multilocus sequence typing:
a portable approach to the identification of clones within populations
of pathogenic microorganisms. Proc Nat/ Acad Sci USA, 1998;95:3140-
3145.

EPIDEMIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE, IMUNOLOGIE 2017, 66, ¢.1

3. Jandova Z, Musilek M, Vackova Z, et al. KlonaIni analyza populace
meningokoky z invazivniho onemocnéni a od zdravych nosi¢d izo-
lovanych v Ceské republice v obdobi 1971-2014 (kvéten). Epidemiol
Mikrobiol Imunol, 2015;64(3):147-152.

4. Hill DM, Lucidarme J, Gray SJ, et al. Genomic epidemiology of age-
-associated meningococcal lineages in national surveillance: an ob-
servational cohort study. Lancet Infect Dis, 2015;15(12):1420-1428. doi:
10.1016/S1473-3099(15)00267-4. Epub 2015 Oct 27.

5. Jolley KA, Maiden MCJ. Using MLST to study bacterial variation: pro-
spects in the genomic era. Future Microbiol, 2014;9(5):623-630.

6. Jolley KA, Maiden MCJ. BIGSdb: Scalable analysis of bacterial geno-
me variation at the population level. BMC Bioinformatics, 2010;11:595.
7. Jolley KA, Maiden MCJ. Automated extraction of typing information
for bacterial pathogens from whole genome sequence data: Neisseria
meningitidis as an exemplar. Euro Surveill, 2013;18(4):20379.

8. Jolley KA, Hill DM, Bratcher HB, et al. Resolution of a meningococcal
disease outbreak from whole-genome sequence data with rapid Web-
based analysis methods. J Clin Microbiol, 2012;50:3046-3053.

9. Maiden MC, Jansen van Rensburg MJ, Bray JE, et al. MLST revisited:
the gene-by-gene approach to bacterial genomics. Nat Rev Microbiol,
2013;11(10):728-736.

10. Krizova P, Musilek M, Vackova Z, et al. Sekvencni analyza anti-
genl zafazenych v c¢tyrkomponentni vakcing proti meningokoku
B v Ceskych izolatech Neisseria meningitidis v obdobi 2007-20013.
Epidemiol Mikrobiol Imunol, 2014;63(1):61-68.

Podékovani

Podpoteno z programového projektu Ministerstva zdra-
votnictvi CRs reg. ¢. 15-34887A. Veskera prava podle pred-
pisti na ochranu dusevniho vlastnictvi jsou vyhrazena.
Diky Joél Mossongovi (Laboratoire National de Santé,
Surveillance and epidemiology of infectious diseases,
Luxembourg) za konzultace pii sekundarni analyze WGS
dat.

Do redakce doslo dne 28.7. 2016.

Adresa pro korespondenci:

Mgr. Zuzana Vackova

SzU Praha

Srobdrova 48

100 42 Praha 10

e-mail: zuzana.vackova@szu.cz



