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SOUHRN

Cil prace: Mezi roky 2017 a 2019 doslo ke globéInimu rozsiteni viru a vzniku rozsahlé epidemie spalnicek, kterd nahle skoncila na
pocatku roku 2020. Také v Ceské republice (CR) probihaly epidemie spalni¢ek jako soucast celosvétového postizeni. V soucasné
komplikované epidemiologické situaci nabyva na vyznamu molekuldrni surveillance, kterd je nezbytnd pro potvrzeni importu
onemocnéni a pro sledovani cest pfenosu viru. Umoziuje ziskat dlikazy o preruseni endemického siteni a je nepostradatelnd pro
verifikaci eliminace spalni¢ek. Cilem préce je zjistit, zda néktery z genotypd viru spalnicek cirkuloval v CR déle nez 12 mésicd, a tim
se potvrdilo nebo vyvratilo endemické siteni viru na nasem tzemi ve vztahu k nedavnému odebrani statusu zemé s eliminovanymi
spalni¢kami. Dalsim cilem je zhodnoceni soucasné laboratorni diagnostiky v souvislosti s epidemiemi spalni¢ek poslednich let
a povinnosti zasilat vzorky ke konfirmaci a genotypizaci.

Material a metodika: Celkem bylo molekuldrné analyzovano 243 pozitivnich nazofaryngealnich vytér(i od pacientl z ohnisek na-
kazy z celé CR odebranych v letech 2018 a 2019. Molekularni analyza byla provedena sekvenovanim nejvariabilngjsi ¢asti genomu
viru spalni¢ek — genu nukleoproteinu (N-450), podle metodiky Svétové zdravotnické organizace (WHO). Sekven¢ni analyza byla
provedena Sangerovou metodou s vyuzitim sekvenatoru Applied Biosystems 3500, data byla analyzovdna pomoci bioinformatic-
kého softwaru Geneious.

Vysledky: V CR se béhem epidemie v letech 2018-2019 uplatnily pouze dva genotypy, majoritni D8 v osmi variantach a minoritni
B3 v $esti variantach, u 8 vzork( byl detekovan genotyp A. Dominujici genotyp roku 2017 (D8, 4283) se v CR poprvé objevil v lednu
2018 a po ¢tyfech mésicich byl nahrazen genotypem D8, 4683, ktery se v CR uplatiioval od bfezna 2018 az do ¢ervna 2019. Vzork(
s timto genotypem bylo 170/243, tj. 70 %. Mezi prvni a dalsi detekci tohoto genotypu byly tfi mésice s nulovym zachytem, to ov-
$em neznamena, Ze by béhem téchto mésicd v populaci necirkuloval. Analyza sedmi vzorkd z roku 2017 spolupracujici Regionalni
referenc¢ni laboratofii v Institutu Roberta Kocha v Berliné (RRL RKI) prokdazala u péti vzorkd z Ostravy pfislusnost ke genotypu B3
a dvé rdzné varianty genotypu D8 (Praha, Liberec). V laboratorni diagnostice byl zaznamenan posun v typu zasilanych klinickych
material{, nebot mezi lety 2017 a 2019 vzrostl podil vzork( k pfimému prlikazu viru z 18 % na 43 %. Zasilani vzorkd k sekvenaci
do Narodni referen¢ni laboratore v Praze (NRL) probihalo podle nastavenych legislativnich pravidel. Laboratofe za rok 2018 a 2019
zaslaly celkem 424 vzork(. Sekvenace byla Uspésna u 243 z nich, tj. u témér 60 %. U ostatnich vzorkl se sekvenace nepodafila pro
nizkou virovou naloz.

Zavéry:V CR byla zavedena sekvenace viru spalnicek jako nezbytna sou¢ast molekularni surveillance, podafilo se analyzovat téméf
60 % pozitivnich vzork(. Na zdkladé provedené sekvencni analyzy bylo prokdzano endemické siteni viru spalnicek, nebot mezi
roky 2018 a 2019 cirkuloval nepfetrzité virus genotypu D8, 4683 MVs/Gir Somnath.IND/42.16 na Gzemi Ceské republiky po dobu
16 mésicl. Laboratorni diagnostika se vice zaméfuje na piimy prlkaz viru, coz spolecné s rozsifenim genotypizace o dalsi Usek
genomu umozni zkvalitnéni molekuldrni surveillance.

KLICOVA SLOVA
spalnicky - eliminace — molekularni epidemiologie — genotypizace

ABSTRACT
Limberkova R., Repelova S., Novakova L., Blechova Z., Linka M., Liptakova M., Smiskova D.: Measles outbreaks
in 2017-2019 - molecular surveillance started in the Czech Republic

Objective: Between 2017 and 2019, measles virus spread globally, causing a large measles epidemic that suddenly ended in 2020.
Measles outbreaks also occurred in the Czech Republic (CR) as part of the global public health problem. In the recent alarming
epidemiological situation, molecular surveillance is becoming increasingly important as it plays a vital role in the identification
of imported cases and in the monitoring of virus transmission. Molecular surveillance makes it possible to obtain evidence of the
discontinuation of the endemic spread and is indispensable for the verification of measles elimination. The study aim is to find
out whether any of measles virus genotypes circulated in the CR for more than 12 months in order to either confirm or refute the
endemic spread of measles virus in the country in relation to the recent loss of the measles elimination status. Another aim is to
assess the current laboratory diagnosis from the perspective of recent measles outbreaks and the obligation to refer samples for
confirmation and genotyping.
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Material and methods: In total, 243 positive nasopharyngeal swabs collected from outbreak patients from all over the CRin 2018
and 2019 were analysed by molecular methods. The most variable part of the measles virus genome, the nucleoprotein gene
(N-450), was sequenced according to the WHO protocol. The sequence analysis was performed by Sanger method using the
Applied Biosystems 3 500 sequencer, and sequence data were analysed by the bioinformatics programe Geneious.

Results: In the CR, only two genotypes were found in measles outbreaks in 2018-2019, eight variants of the dominant D8 and six
B3 variants, while genotype A was detected in eight samples. The dominant genotype of 2017 (D8, 4283) was identified for the
first time in the CR in January 2018. Four months later, it was replaced by genotype D8, 4683, occurring in the CR from March 2018
to June 2019. This genotype was identified in 170 of 243 samples (70%). There was a 3-month window between the first and the
second detection of this genotype, which does not imply that in the meantime the virus did not circulate in the population. The
analysis of seven samples from 2017 conducted by the collaborating Regional Reference Laboratory at the Robert Koch Institute
(RRL RKI) in Berlin assigned five samples from Ostrava to genotype B3 and detected two variants of genotype D8 (Praha, Liberec).
Laboratory diagnosis was facilitated by a higher proportion of clinical specimens available for direct detection of the virus, which
increased from 18% in 2017 to 43% in 2019. Samples were referred to the National Reference Laboratory (NRL) in Prague for se-
quencing in accordance with the set legal rules. Between 2018 - 2019, laboratories sent 424 samples. Two hundred and forty-three
samples (60%) were successfully sequenced, while the sequencing of the remaining samples failed due to low viral load.
Conclusions: Measles virus sequencing was introduced in the Czech Republic as a necessary part of molecular surveillance, and
almost 60% of positive samples were analysed. The sequencing analysis confirmed the endemic spread of measles virus, with
genotype D8, 4683 MVs/GirSomnath.IND/42.16 found to circulate in the CR for 16 months between 2018 and 2019. Laboratory
diagnosis is recently focusing more on direct detection of the virus, which along with genotyping extended to include another part

of the genome will improve molecular surveillance.
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Epidemiologicka situace

V roce 2019 bylo nejvice nahlasenych pripad( spal-
ni¢ek od roku 1996, globalné se jednalo o 869 770
pfipadli a postizeny byly vsechny regiony WHO. Celo-
svétoveé se zvysil také pocet umrti, v roce 2019 vzrostl
0 50 % oproti roku 2016 na 207 500 [1]. Proces elimina-
ce spalnicek je v souc¢asné dobé negativné ovliviiovan
klesajici proockovanosti, ale také poklesem protilatek
indukovanych vakcinaci v ¢ase (vyvanuti imunity). Du-
sledkem je obnoveni cirkulace virG v zemich, kde byly
spalnicky dlouhodobé eliminovany. Posledni evropska
epidemickad vina spalnicek zacala v roce 2017 a skonila
v roce 2019, kdy od druhé poloviny roku jiz pocty one-
mocnéni rapidné klesaly. V roce 2017 bylo za cely WHO
Euroregion nahlaseno 21 315 pfipadl onemocnéni
s 37 umrtimi, v letech 2018 a 2019 to bylo 82 596, resp.
104 248 pripadl spalni¢ek vcetné 72, resp. 64 umrti.
Vice nez polovina pfipadl z let 2018 a 2019 byla hla-

Tabulka 1. Pocet hlasenych piipadl onemocnéni spalnickami
(abs.)
Table 1. Reported measles cases (absolute numbers)

2017 21315 14 600 146
2018 [T 17822 207
2019 [IRTPPYE: 13200 590

(zdroj WHO EpiData)

(source: WHO EpiData)
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Sena z Ukrajiny (44 386, resp. 57 282).V zemich EU/EEA
bylo v roce 2017 nahlaseno 14 600 pfipadl spalnicek,
v roce 2018 to bylo 17 822 pfipadli a v nasledujicim
roce se jednalo o 13 200 pfipadd onemocnéni (tabul-
ka 1) [2, 3, 4.

Pred zavedenim ockovani byly v Ceské republice (CR)
kazdoroc¢né hlaseny desitky tisic pfipadl onemocnéni.
Po zahajeni celoplosné vakcinace pocet onemocnéni
prudce klesl a v ndsledujicich letech se spalnicky vysky-
tovaly spiSe sporadicky obvykle v souvislosti s impor-
tem onemocnéni. V roce 2014, po importu onemocné-
ni z Indie, doslo k prvni novodobé epidemii s pfevahou
onemocnéni v Usteckém kraji (198/221 hlasenych pfi-
padu). Dominujici byl genotyp B3.V roce 2017 probéh-
la epidemie v Moravskoslezském kraji (130/146 hlase-
nych ptipadu), importovany byly 4 pfipady. Pfevazoval
genotyp B3 jiné varianty nez v pfedchozi epidemii. Pfi
epidemii v roce 2018 prevazoval vyskyt onemocnéni
v Praze (102/207 hlasenych pfipadl) a Stfedoceském
kraji (32/207 hlasenych pfipadd). Importovéano bylo
45/207 ptipadd, prevazné z Ukrajiny. Epidemii vyvolal
genotyp D8. Nepfiznivy trend pokracoval i v roce 2019
s dominanci vyskytu onemocnéni v Praze, Krdlovéhra-
deckém, Pardubickém a Moravskoslezském kraji. Cel-
kem bylo nahlaseno 590 pfipad(i, importovano bylo
54 z nich, zejména z Ukrajiny. V roce 2019 dominoval
genotyp D8 [5].

Eliminace
Strategie eliminace spalnic¢ek je zaloZena zejména
na dosazeni a udrzeni > 95% proockovanosti dvéma
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davkami vakciny, na zlepseni surveillance duslednym
vysetfovanim a konfirmaci viech suspektnich pfipa-
dU. V neposledni fadé je kladen diiraz na molekularni
surveillance spalnicek, ktera predstavuje nastroj umoz-
nujici prdkaz importu onemocnéni, sledovani cesty
pfenosu a siteni viru a rovnéz poskytuje dikaz o pre-
ruseni endemického prenosu viru spalni¢ek pro potie-
by verifikace eliminace tohoto onemocnéni. V Ceské
republice bylo povinné jednodavkové ockovani proti
spalnickam zahdjeno v zaii 1969.V roce 1982 se preslo
na dvoudavkové vakcina¢ni schéma a od ledna 2018
plati nova legislativni Uprava ockovaciho schématu,
prvni davka se aplikuje ve 13.az 18. mésici véku a druha
v dokonceném 5. az 6. roce véku ditéte. Aktualni iprava
rovnéz zahrnuje ockovani novych pracovnik( infek¢-
nich a dermatovenerologickych klinik, vyjma téch, kte-
fi dolozZi prodélani onemocnéni ¢i maji IgG protilatky
[6]. K zajisténi kolektivni imunity je nutnd minimalné
95% proockovanost populace dvéma davkami vakci-
ny. V CR se po mnoho let proo¢kovanost pohybovala
nad touto hranici, od roku 2014 zacala postupné klesat.
Pfi posledni administrativni kontrole proockovanosti
(2018) byly zjistény alarmujici hodnoty, v celorepub-
likovém priméru bylo v kontrolované skupiné 83,5 %
a v Praze pouhych 71,3 % proockovanych tfiletych déti
[7]. Dasledné vysetfovani a konfirmace viech suspekt-
nich pFipadd spalni¢ek jsou v CR legislativné podloze-
ny [8]. Laboratofe maji povinnost zasilat do NRL nejen
IgM pozitivni séra ke konfirmaci, ale také izolaty RNA
¢i phvodni materidl pozitivniho pacienta k provedeni
genotypizace a nasledné sekvencni analyzy - zakladni-
ho nastroje molekularni surveillance [9]. Toto ukotveni
v legislativé predstavuje vyznamny benefit pro ziskani
celorepublikovych sekvenacnich dat. Dlouhodobé bylo
laboratorni potvrzeni infekce v CR provadéno na zakla-
dé sérologie, kterda ma své limity zejména ve vysoce
proockované populaci. V roce 2019 NRL zaznamenala
narlst poctu vzorkd uréenych pro pfimy prikaz viru
pomoci polymerdzové retézové reakce (PCR), nej¢asté-
ji se jednalo o nazofaryngedlni vytér nebo moc¢. Mezi
lety 2017 a 2019 doslo postupné k navyseni poctu
téchto vzorkl z 18 % na 43 % (tabulka 2). Tato zména
v nadhledu na indikaci adekvatniho laboratorniho vy-
Setfeni v pocatecni fazi onemocnéni pomoci PCR je
zadouci, nebot umozni provadéni kvalitni molekularni
surveillance.

Molekularni surveillance

Spalnicky jsou vysoce nakazlivé infekéni hore¢naté
onemocnéni spojené s charakteristickymi vyrazkami.
Plvodcem onemocnéni je virus spalnicek, ktery patfi
do skupiny paramyxovirQ (Celed Paramyxoviridae, rod
Morbillivirus). Z morfologického hlediska jsou paramy-
xoviry pleomorfni, velikost virionu maji 150-300 nm.
Vnitini kapsida se vyznacuje helikalni symetrii, obklo-
puje ji lipidovy obal, odvozeny od plazmatické mem-
brany hostitelské buriky. Velikost genomu spalnicek je
16 kb, genom kéduje 8 proteinl ve sméru 3°-N-P-H-
-M-F-H-L-5", 6 strukturalnich N (nukleoprotein), P (fos-
foprotein), M (membranovy protein), F (protein fuze),
H (hemaglutinin), L (velky protein) a dva nestrukturalni
(V a Q), ty jsou transkribovany z genu pro fosfoprotein
(P) - obr. 1). Protein F zodpovida za fuzi virové a bunéc-
né membrdny a spolecné s L a N tvofi nukleokapsidu
obsahujici virovou RNA. Protein H, F a M spolu s lipidy
zmembrany hostitelské burnky tvofi virovy obal [10]. Pro
sekvenaci se jako primarni cil pouziva 450 nt (nukleoti-
dl) genu pro nukleoprotein a jako sekundarni cil usek
1854 nt genu hemaglutininu. Dal$i moznosti pro Sirsi
analyzu je sekvenace 1018 nt MF-NCR (nekdduijici ob-
last mezi M a F proteinem). Pfi sekvenaci celého geno-
mu se jedna o délku 15 894 nt [11]. Virus spalnicek je
vyhradné lidskym patogenem, ktery existuje v jediném
sérotypu, coz spolu se spolehlivou laboratorni diagnos-
tikou, funkéni surveillance a existenci u¢inné vakcinace,
predstavuje vhodné predpoklady pro eliminaci tohoto
onemocnéni.

Standardni metodika pro pojmenovani a popis ge-
netickych charakteristik vird spalnic¢ek byla vypracova-
na v roce 1998, aby pomohla monitorovat genetickou
diverzitu a globdlni distribuci vir(. Genotypy byly roz-
déleny do 8 clade (A-H) podle fylogenetické analyzy
450 nukleotid(, které kéduji C-konec 150 aminokyselin
nukleoproteinu (N-450). Rozdéleni do 8 clade zUstalo
dosud nezménéno, jen se zvysil pocet genotypl z pl-
vodnich patnacti v roce 1998 na 24 vroce 2012 (A, B1-3,
C1-2,D1-11,E, F, G1-3,H1-2). Clade A, E a F jsou zastou-
peny jen jednim genotypem. Clade A zahrnuje viechny
vakcina¢ni kmeny, divoké viry genotypu A se povazuji
za vyhynulé. V obdobi let 2005-2015 bylo detekovano
pouze jedendct cirkulujicich genotyp(, v roce 2017 cir-
kulovalo uz jen pét globalné rozsitenych genotyp (B3,
D4, D8, D9, H1) [11, 12]. Za Ucelem sbéru a archivace

Tabulka 2. Vzorky zaslané k primovy3etfeni nebo konfirmaci/genotypizaci do NRL
Table 2. Samples referred to the NRL for primary testing or confirmation/genotyping

249

82 54 18

2017 (303 vzorki)

2018 (538 vzorkii) 387 72 151 28
2019 (1243 vzorku) 711 57 532 43
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Obr. 1. Struktura viru spalni¢ek
Figure 1. Measles virus structure

globdlné detekovanych sekvenci byla v roce 2008 ve
spolupraci PHE (Public Health England) a WHO vytvore-
na databaze Measles Nucleotide Surveillance (MeaNS).
V soucasné dobé databaze obsahuje téméf 60 000 se-
kvenci [13].

Zvyseni vakcina¢niho pokryti a eliminace endemic-
kého prenosu vedly ke snizeni poctu a diverzity cirku-
lujicich genotypl, ale také k nizsi rozmanitosti v ramci
daného genotypu. Fylogeneticka analyza zalozend na
uziti N-450 muize byt nedostate¢na k rozliseni velmi
podobnych, ale epidemiologicky nesouvisejicich virQ
v ramci genotypu, proto byly v rdmci genotypU defino-
vany varianty, oznacované jako ,named strains”. Jedna
se o reprezentativni skupiny virQl se stejnou nebo té-
mér identickou sekvenci N-450, které slouzi k porovna-
ni nové ziskanych sekvenci. V poloviné roku 2017 bylo
v MeaNS a GenBank dostupnych sedm ,named strains”
pro genotyp B3, 11 pro D4, 11 pro D8, 2 pro D9 a 6 pro
genotyp H1.V3echny rozpoznané genotypy maji jeden
referen¢ni kmen, kromé genotyp(i B3, C2, D5 a D7, kte-
ré maji dva referencni kmeny. Referenc¢ni kmeny jsou
od soucasnych sekvenci ¢asto odliSné, pfesto tyto re-
ferencni sekvence predstavuji adekvatni reprezentanty
jednotlivych genotypl a pro zafazeni nové sekvence
do genotypu je Ize pouzit s velkou presnosti [14].
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(prevzaté a upravené: Hilleman M.R.)
(taken and adapted from: Hilleman M.R.)

MATERIAL A METODY

Béhem let 2018 a 2019 bylo metodou PCR zachyce-
no 69, resp. 355 pozitivnich vzork(. Sekvenace a fylo-
genetickd analyza byla Uspésna u 42, resp. 201 vzorkd,
celkem se jednalo o témér 60 % sekvenovanych vzorki
(243/424). Uspésnost sekvenace zavisi na virové nalozi,
vhodné pro molekularni a fylogenetickou analyzu jsou
vzorky s Ct < 31 (cycle treshold). V roce 2018 bylo sek-
venovano nejvice vzork( z Prahy (16), Brna (9) a Plzné
(5), dale zaslaly vzorky Ostrava (3), Ceské Budéjovice
(2), Havifov (2), Liberec (2), Jihlava (2), Hradec Kralové
(1) a Semily (1). V roce 2019 bylo nejvice sekvenova-
nych vzorkd z Prahy (94), Ostravy (62), Pardubic (13),
dale zaslaly vzorky Plzen (7), Brno (5), Hradec Kralové
(4), Ceské Budéjovice (4), Havifov (3), Zlin (3), Liberec
(3), Uherské Hradisté (2) a Opava (1). Z Fakultni nemoc-
nice Na Bulovce bylo v roce 2018 zaslano 18 vzork(
a z nich byly k sekvenaci vhodné 2, v roce 2019 bylo
zaslano vzork( 106 a z nich bylo osekvenovano 63.

Amplifikace a sekvenovani

Extrakce RNA byla provedena na pfistroji MagNa Pure
LC, Roche s vyuzitim MagNa Pure Compact Nucleic
Acid isolation kit. Pro diagnostiku spalnickové infekce
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byly pouzity soupravy RT-PCR Life River, Shanghai a Fast
Track Diagnostics, Siemens Healthineers Company
a pfistroj Light Cycler 480Il Roche. Pfepis virové RNA do
cDNA byl provedeny podle metodiky WHO s pouzitim
primert MeV216F, na pozici 1719-1738 a MeV214R, na
pozici 1105-1124, za pomoci Qiagen OneStep RT-PCR
Kit. PCR produkty byly zpracované pomoci agarézové-
ho gelu a analyzované na pfistroji Quantum - ST5. PCR
amplifikace probihala na pfistroji CFX100TM Thermal
Cycler, Biorad. PCR produkty byly sekvenovany pomoci
forward a reverse primerd, s findIni koncentraci 20 pmol
za pouziti BigDye Terminator V3.1. Véechny soupravy
byly pouzity v souladu s instrukcemi vyrobce. Nasledo-
vala purifikace a pfiprava findlni koncentrace vzork{ na
fylogenetickou analyzu, ktera byla provedena za pomo-
ci sekvenatoru Applied Biosystems 3500 Genetic Analy-
zer (Sangerova metoda sekvenovani). Sekvenacni data
byla analyzovana za pouziti programu Geneious.

VYSLEDKY

Do roku 2017 provadéla sekvenaci ¢eskych vzorkd
RRL RKI v Berling, v roce 2017 bylo zaslano 7 vzorkd,
Sest z bfezna a jeden z listopadu. V péti vzorcich z Os-
travy byl detekovan genotyp B3, 4299 MVs/Dublin.
IRL/8.16 a déle byly zachyceny genotyp D8, 4354 MVs/
Osaka.JAP/45.17 v Praze a D8, 4354 MVs/Jablonec nad
Nisou.CZE/45.17 v Liberci.

Zhorsujici se epidemiologicka situace vedla k nut-
nosti zavedeni sekvenace v CR a od roku 2018 se v NRL
jiz sekvenace provadi. Bylo analyzovano celkem 42 sek-
venci viru spalni¢ek z roku 2018, 4krat se jednalo o vak-
cina¢ni kmen (genotyp A), ke 35 sekvencim bylo moz-
né pfifadit variantu, u zbyvajicich 4 vzorkd bylo mozné
urcit pouze genotyp (3krat D8, Tkrat B3) a 201 sekvenci
zroku 2019, 4krat se jednalo o vakcina¢ni kmen (geno-
typ A), ke 186 sekvencim bylo mozné pfifadit variantu,
u 10 zbyvajicich vzorkd bylo mozné urcit pouze ge-
notyp bez varianty (D8). Seznam vsech detekovanych
variant genotypU viru spalnicek mezi roky 2017 a 2019
v CR uvéadi tabulka (tabulka 3).

V roce 2017 v Evropé dominoval genotyp D8, 4283
MVs/Cambridge.GBR/5.16, virus tohoto genotypu se
v CR v roce 2017 ziejmé neprosadil a byl zachycen az
v lednu 2018, poté cirkuloval do dubna téhoz roku, kdy
vymizel. Celkem bylo detekovéno 16 vzorkd tohoto ge-
notypu: 9 z Prahy, 4 z Brna a 1 z Liberce, Semil a Ces-
kych Budéjovic.V dubnu a kvétnu 2018 byly zachyceny
4 vzorky genotypu B3, 5047 MVs/Ljubljana.SVN/27.17
(Praha 3, Jihlava 1), minoritni byl jeden prosincovy za-
chyt v Brné D8, MVs/Samut Sakhon.THA/8.18. Posledni
genotyp zachyceny v roce 2018 je D8, 4683 MVs/Gir
Somnath.IND/42.16, tento genotyp dominoval celoev-
ropsky i v roce nasledujicim. V CR bylo vzork( tohoto
genotypu detekovadno za oba roky 170/243, tj. 70 %.
V roce 2018 bylo detekovano 15 vzorkud této varianty,
prvni zachyt byl v bieznu (Plzen), dalsi detekce byly od

Tabulka 3. Seznam detekovanych variant genotyp viru spalni¢ek v CR 2017-2019
Table 3. List of detected variants of measles virus genotypes in the Czech Republic 2017-2019

WHO nazev genotypu/varianty Vyskyt v CR

4221 MVs/Osaka.JPN/29.15/ 2017
B3 4299 MVs/Dublin.IRL/8.16 2017
D8 4354 MVs/Jablonec nad Nisou.CZE/45.17 2017
D8 4283 MVs/Cambridge.GBR/5.16 2018, 2019
D8 4683 MVs/Gir Somnath.IND/42.16 2018, 2019
B3 5047 MVs/Ljubljana.SVN/27.17 2018
D8 MVs/Samut Sakhon.THA/8.18 2018
D8 5901 MVs/BielovarBilogora.HRV/27.19 2019
D8 6126 MVs/Castelon.ESP/27.19 2019
B3 5258 MVs/Bradford.GBR/13.18 2019
B3 5862 MVs/London.GBR/5.19/9 2019
B3 4274 Mvi/Gombak.MYS/40.15 2019
B3 5655 MVs/Auch.FRA/9.19 2019
D8 4807 MVs/Herborn.DEU/05.17 2019
D8 2279 MVs/Victoria.AUS/6.11 2019
B3 5306 MVi/Marikina City.PHL/10.18 2019
D8 5658 MVs/Bari.ITA/25.19 2019
A Vaccine Strain Edmonston Moraten 2018,2019
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Cervence nepretrzité do konce roku (Praha 2, Plzen 5,
Brno 4, Ostrava 2, Ceské Budé&jovice 1) s pfesahem do
roku 2019, kdy jich bylo zachyceno 155, nejvice v Uno-
ru a bfeznu. Posledni zachyt byl zaznamendan v ¢ervnu
2019, kdy tento genotyp vymizel. Zastoupena byla Pra-
ha (64), Ostrava (61), Pardubice (8), Plzen (7), Havifov
(3), Hradec Kralové (3), Zlin (3), Ceské Budéjovice (2),
Uherské Hradisté (2), Liberec (1) a Opava (1). Za zminku
stoji jesté 9 vzork( genotypu D8, 5901 MVs/Bielovar Bi-
logora.HRV/27.19 (Cerven 3, Cervenec 3, listopad 3, kro-
mé jednoho byly vSechny z Prahy). Posledni pocetné
zastoupenéjsi byly genotypy B3, 5258 MVs/Bradford.
GBR/13.18, ktery byl zachycen v bfeznu (Praha 1) a dub-
nu (Praha 3, Liberec 2, Hradec Krélové 1) a v unoru D8,
6126 MVs/Castelon.ESP/27.19 (Pardubice 3). Déle byly
v roce 2019 minoritné zastoupeny genotypy: v lednu
B3, 5862 MVs/London.GBR/5.19/9 (Praha 1); v unoru
D8, 5658 MVs/Bari.lTA/25.19 (Praha, 1); v bfeznu D8,
2279 MVs/Victoria.AUS/6.11 (Praha 1) a B3, 5306 MVi/
Marikina City.PHL/10.18 (Praha 1); v ¢ervnu B3, 4274
Mvi/Gombak.MYS/40.15 (Praha 1) a v ¢ervenci D8, 4807
MVs/Herborn.DEU/05.17 (Praha 1) (obr. 2).V laborator-
ni diagnostice byl zaznamenan posun v typu zasila-
nych klinickych materidlG, mezilety 2017 a 2019 vzrostl
podil vzorka k pfimému prakazu viru z 18 % na 43 %.
Zasilani vzorkl k sekvenaci do NRL probihalo podle
nastavenych legislativnich pravidel, nebot laboratofe
zasilaly pozitivni vzorky ke stanoveni genotypu. Za rok
2018 22019 se jednalo 0 424 vzork(, sekvenace se zda-
fila u 243 z nich, tj. u témér 60 %.
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DISKUSE

V roce 2018 byl Ceské republice spolu s dal3imi tremi
zemémi odebran status zemé s eliminovanymi spalnic-
kami, bylo to poprvé od zacatku systematického sledo-
vani, které probiha pfiblizné deset let. Endemické Siteni
je definovano jako kontinudlni pfenos endemickych
nebo importovanych vird spalni¢ek po dobu minimal-
né 12 mésicl v dané oblasti. Naopak eliminace je cha-
rakterizovana absenci endemickych ptipad po dobu
delsi nez 12 mésicd, kterd je zdokumentovana pomoci
dobfe funguijici surveillance. V roce 2011 byla ve WHO
evropském regionu ustanovena Regionalni verifikacni
komise (RVC), instituce posuzujici na zakladé pravidelné
zasilané rocni zpravy narodnimi verifika¢nimi komisemi
stav eliminace ve vsech zemich WHO Euroregionu. Pod-
le jejich zavérl byly v roce 2018 spalnicky eliminova-
ny ve 35 statech WHO Euroregionu, endemicky vyskyt
stale pretrvava ve 12 statech a ve ¢tyfech zemich doslo
k opétovnému obnoveni cirkulace viru (Albanie, Ceska
republika, Recko, Velka Britanie) [15]. Jak se epidemie
2019 projevi na stavu eliminace spalnicek v regionu, je
otazkou, ale da se predpokladat, Zze zemi s obnovenym
prenosem endemickych spalnicek pfibyde.

Cile strategického planu eliminace spalni¢ek v nej-
méné 5/6 WHO regiond do roku 2020 nebyly naplné-
ny. Byl tedy vypracovan strategicky plan na obdobi
2021-2030, ktery klade dliraz na vakcinaci vnimavych
skupin, tzv. catch-up vakcinaci. Dalsi pilife jsou: jasné
definovani narodnich roli a zodpovédnosti, postupna
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MW B3, 5306 MVi/Marikina City.PHL/10.18

D8, MVs/Samut Sakhon.THA/8.18

Obr. 2. Sifeni variant genotyp(i viru spalni¢ek v CR, 2018-2019
Figure 2. Spread of measles virus genotype variants in the CR, 2018-2019
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zména surveillance na komplexni funkéni platformu,
posileni narodni pfipravenosti, posileni preshranicni-
ho monitorovani, vyuziti novych technologii pro dia-
gnostiku i vakcinaci [16]. Cilem je do roku 2030 nastavit
nebo posilit povinnosti vedouci k regionalni eliminaci.
Zda vsechna opatieni povedou k naplnéni cill, provéfi
nejblizsi budoucnost.

Na pocet pfipadd spalni¢ek v CR mél zasadni vliv im-
port onemocnéni, zejména z Ukrajiny, ktera se nejvétsi
mérou podilela na vyvoji posledni epidemie. Hlavnim
dlvodem siteni viru na Ukrajiné byla minimalni pro-
ockovanost, kterd se pohybovala jen kolem 20 %.
V roce 2018 k ndm bylo importovano 45/207 pfipadd,
tj. 22 %, a v roce 2019 to bylo 54/590 pfipadd, tj. 9 %,
importované pfipady predstavovaly zdroj infekce pro
neimunni populaci CR. Intervence WHO v podobé ma-
sivni imuniza¢ni kampané na Ukrajing, ktera probéhla
ve snaze snizit Sifeni viru Evropou, bude mit zajisté po-
zitivni efekt na vyvoj nemocnosti v této zemi.

Ve WHO Euroregionu v roce 2017 dominoval geno-
typ B3 (64 % vech genotyp(l), 70 % viech B3 genotypl
predstavovala varianta Dublin.IRL/8.16, druhym vy-
znamnym genotypem byl D8 (35 % vsech genotyp(),
dominujici variantou byl named strain Osaka.JPN/29.15
(50 % v3ech D8 variant). Obé varianty byly téhoz roku
detekovany i na uzemi CR [17]. V roce 2018 celoevrop-
sky dominoval genotyp B3 (52 % vsech genotypl),
50 % vsech B3 genotypll opét predstavovala varianta
Dublin.IRL/8.16, druhym cirkulujicim genotypem byl
D8 (47 % viech genotypl). Vyskytoval se zejména ve
variantach Herborn.DEU/05.17 (39 % vsech D8 variant)
a Gir Somnath.IND/42.16 (26 % v3ech D8 variant) [18].
V CR se v roce 2018 dominujici evropskou variantu ge-
notypu B3 a D8 variantu Herborn.DEU/05.17 zachytit
nepodafilo. Z genotypl D8 se stejnou mérou uplatni-
ly varianta Cambridge.GBR/5.16 (25 % vsech urcenych
genotypt CR) a varianta Gir Somnath.IND/42.16 (22 %
viech ur¢enych genotypd CR). V roce 2019 dominoval
v Evropé genotyp D8 (78 % vsech genotypu), varianta
Gir Somnath.IND/42.16 tvofrila 83 % vSech genotypl
D8. Druhym dulezitym genotypem byl B3 (17 % vsech
genotypu), nejcastéjsi byla varianta Dublin.IRL/8.16
(24 % viech B3) [19]. V CR se v roce 2019 téméF vy-
hradné uplatnil genotyp D8 varianta Gir Somnath.
IND/42.16, jeho zastoupeni ¢inilo 85 % vsech sekvenci.

Zvy3eni vakcinacniho pokryti a eliminace endemické-
ho pfenosu vedly ke snizeni poctu a diverzity cirkuluji-
cich genotyp a k nizsi rozmanitosti v rdmci daného ge-
notypu. Fylogenetickd analyza zalozena na uziti N-450
muze byt nedostate¢na k rozliseni velmi podobnych,
ale epidemiologicky nesouvisejicich vir(i v ramci geno-
typu. Jako nevyhnutelné se proto jevi rozsitit sekvenaci
o dalsi usek genomu (H 1854 nt nebo MF-NCR 1018 nt)
nebo provadét sekvenaci celého genomu (WGS 15894
nt). Soucasné neni podle WHO dostacujici provadét
analyzu jen u ndhodné vybranych vzork(, ale je nezbyt-
né sekvenovat alespor 80 % pozitivnich vzork{ v ohnis-

ku a 100 % sporadickych piipadd [12]. SpInéni tohoto
doporuceni mlize predstavovat problém v pfipadé, Ze
je analyzovan vzorek s nizkou virovou nalozi, v takovém
pfipadé je sekvenace obvykle nelspésna. V NRL byla
sekvenace proveditelna u témér 60 % viech pozitivnich
vzork(. Ziskané sekvence jsou vsechny NRL povinny na-
hlasit do nukleotidové databaze MeaNS, a to do dvou
mésicll od prijeti vzorku k sekvenaci, aby byla zajisté-
na efektivita systému surveillance. Nezbytné rozsiteni
genotypizace o dalsi Usek genomu k podrobné;jsimu
rozliseni vyvolavatele v rdmci varianty je v NRL ve fazi
pokusu.

Ackoli je proo¢kovanost v CR na historickém minimu,
tak je nutné zminit, Ze po prvni davce Cini 96 % a da se
tedy predpokladat, Ze u déti s aplikovanou prvni davkou
dojde pravdépodobné i k aplikaci davky druhé. Rovnéz
nelze vyloudit, Ze pokud by byla administrativni kont-
rola prooc¢kovanosti provedena u Ctyfletych déti, pak
by bylo procento vy3si, nebot je zndmo, Ze se zakonni
zastupci snazi o oddaleni aplikace vakciny. Odpovéd na
otazku, zda se zména ockovaciho schématu, ve smyslu
oddaleni druhé davky vakciny do predskolniho véku,
projevi na zvysené proockovanosti déti, se netrpélivé
ocekava. Dalsi skutecnost, ktera by mohla snizit pocet
vnimavych osob v populaci, je dopliikova imunizace
zdravotnikd v nejvétsim riziku nakazy, kterd celorepub-
likové probihala v rdmci epidemie v letech 2018 a 2019.

ZAVER

V CR byla zavedena sekvenace a molekularni analyza,
kterd je neoddélitelnou souc¢dsti molekularni surveillan-
ce. Analyza vzorku ukdzala, Ze béhem epidemie 2018 az
2019 se v CR uplatnily pouze dva genotypy, majoritni
D8 v osmi variantach a minoritni B3 v Sesti variantach.
Kromé toho bylo zachyceno 8 vakcina¢nich kmend,
genotyp A. Ke 221 sekvenovanému vzorku (35 z roku
2018 a 186 z roku 2019) bylo mozné na zakladé fylo-
genetické analyzy pfifadit variantu (name strain nebo
referencni kmen), coz umoznilo prokazat, ze dominujici
genotyp roku 2017 D8, 4283 MVs/Cambridge.GBR/5.16
se v CR poprvé objevil v lednu 2018 a po &tyfech mési-
cich byl nahrazen dominujicim evropskym genotypem
viru spalnicek D8, 4683 MVs/Gir Somnath.IND/42.16.
Tento virus byl v CR poprvé detekovan v bfeznu 2018,
cirkuloval do ¢ervna 2019. Pfedstavoval 70 % viech se-
kvenovanych vzorkd z let 2018 a 2019 a na tzemi CR se
vyskytoval 16 mésicU, ¢imz naplnil kritéria endemické-
ho Sifeni. Pfi majoritnim zastoupeni cirkulujiciho geno-
typu je nemozné sledovat cesty pfenosu bez provedeni
dikladnéjsi sekvenace, nebot po zakladni analyze jsou
vsechny vzorky totozné. Planované rozsifeni genotypi-
zace o dalsi usek genomu spole¢né s ¢astéjsi indikaci
odbéru vzorkd k pfimému prikazu viru, kterd byla
v roce 2019 v NRL zaznamenana, umozni zkvalitnéni
molekularni surveillance v Ceské republice.
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