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SOUHRN
Cíl: Analýza potenciálních genů virulence metodou sekvenace celého genomu (WGS) u  invazivních a  neinvazivních izolátů 
Neisseria meningitidis příbuzných epidemiologicky a/nebo klinicky z období 2005–2021.
Materiál a  metody: Pro analýzu bylo vybráno 79 izolátů ze tří různých kategorií: z  případů invazivního meningokokového 
onemocnění (IMO) a od jejich zdravých kontaktů; z různého klinického materiálu téhož případu IMO; z různého klinického materiálu 
téhož případu IMO a od jejich zdravých kontaktů. Metodou WGS byly analyzovány sekvenční změny v genech potenciálních faktorů 
virulence N. meningitidis, jednalo se o více než 250 lokusů.
Výsledky: Četnost sekvenčních změn v  potenciálních genech virulence N. meningitidis byla u  studovaných invazivních 
a neinvazivních izolátů značně variabilní. Nejvyšší míra genetické variability byla pozorována u genů pilu, především pilE a pglA. 
V naší studii byly detekovány změny v genu opacitního proteinu opaA u více než poloviny studovaných izolátů, u MenC izolátů 
dosahovala četnost změn genu opaA téměř 70 %. Zvýšená četnost změn byla pozorována i v genech, které jsou zodpovědné za 
produkci kapsule, především genech kapsulárního regionu D+D’.
Závěry: Získané výsledky podporují hypotézu, že v patogenitě N. meningitidis se uplatňují i genetické mechanismy, které jsou sérosku-
pinově specifické. Tyto výsledky přispívají k rozšíření vědeckého poznání, které je nezbytné pro vývoj nových účinných vakcín proti IMO.
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ABSTRACT
Honskus M., Křížová P., Okonji Z., Musílek M., Kozáková J.: Comparison of invasive and non-invasive isolates 
of Neisseria meningitidis by whole genome sequencing, Czech Republic, 2005–2021

Aim: Whole genome sequencing (WGS) analysis of candidate virulence genes of epidemiologically and/or clinically related invasive 
and non-invasive isolates of Neisseria meningitidis from 2005–2021.
Material and Methods: Seventy-nine isolates were selected for analysis from three different categories: cases of invasive 
meningococcal disease (IMD) and their healthy contacts, different clinical specimens from the same IMD case, and different 
clinical specimens from the same IMD case and their healthy contacts. WGS was used to analyse sequence variability in candidate 
N. meningitidis virulence factor genes, with more than 250 loci studied.
Results: The frequency of sequence changes in the candidate N. meningitidis virulence factor genes of invasive and non-invasive isolates 
varied widely. The highest level of variability was observed in the pilus genes, especially pilE and pglA. Our study detected variability in 
the opacity protein A (opaA) gene in more than half of the isolates analysed, with the frequency of opaA gene changes reaching almost 
70% in MenC isolates. Higher frequency of changes were also observed in the genes for capsule production, especially in those of the 
D+D’ capsular region.
Conclusions: The results obtained support the hypothesis that serogroup-specific genetic mechanisms are also involved in the 
pathogenicity of N. meningitidis. These data add to the body of knowledge necessary for the development of new effective IMD vaccines.
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šinou nezpůsobuje závažná onemocnění. Zatímco 
nosičství N. meningitidis je relativně běžné (zjišťováno 
až u 10 % zdravé populace), invazivní meningokokové 
onemocnění (IMO) je vzácné. Závažnost IMO tkví ve 

ÚVOD

Bakterie Neisseria meningitidis, která je výlučně lid-
ským patogenem, kolonizuje horní cesty dýchací a vět-
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vysoké smrtnosti (až 20 %) a velkém procentu těžkých 
celoživotních následků u  přeživších. Nebezpečnost 
IMO také spočívá ve skutečnosti, že se během několika 
hodin z plného zdraví může rozvinout život ohrožující 
onemocnění. Většina IMO se objevuje jako sporadické 
případy, bez prokázaného kontaktu s jiným IMO [1].

Faktory, které ovlivňují rozvoj bezpříznakového 
nosičství N.  meningitidis či rozvoj závažného, život 
ohrožujícího IMO, jsou popsány jak na straně hostite-
le (například věk, poruchy imunity, socioekonomické 
faktory, kuřáctví, psychické či fyzické oslabení), tak na 
straně meningokoka (například velikost infekční dávky, 
příslušnost k  hypervirulentnímu klonálnímu komple-
xu, přítomnost faktorů virulence). Ačkoli byla popsána 
řada mechanismů důležitých pro virulenci N.  menin-
gitidis, stále ještě nejsou definovány faktory, které by 
jasně odlišily vysoce patogenní izoláty působící IMO od 
méně patogenních [2, 3].

Izoláty N. meningitidis z IMO jsou v naprosté většině 
zařazeny do některé ze šesti sérologických skupin (A, 
B, C, X, Y, W) a velmi často patří k hypervirulentním klo-
nálním komplexům, které působí celosvětově většinu 
IMO. Meningokoky izolované od zdravých nosičů jsou 
geneticky vysoce heterogenní, až u 30 % z nich nelze 
určit séroskupinu a většinou patří k nevirulentním klo-
nálním komplexům. Přítomnost polysacharidové kap-
sule zvyšuje šanci k vyvolání IMO, zatímco meningokok 
bez kapsule pravděpodobněji způsobí pouze koloni-
zaci sliznic hostitele. V  rámci rodu Neisseria můžeme 
expresi kapsulárního polysacharidu nalézt výhradně 
u N. meningitidis a je vysoce pravděpodobné, že získání 
genetického materiálu potřebného pro produkci kap-
sule bylo důležitým krokem v evoluci meningokoka [4]. 
Geny zodpovědné za syntézu a transport kapsule jsou 
umístěny v kapsulárních regionech: A, B, C a D+D‘ [5]. 
Nové studie prokázaly, že izoláty N. meningitidis z IMO, 
které byly dříve neodlišitelné od nosičských izolátů po-
mocí klasických laboratorních typizačních metod, jsou 
nyní rozlišitelné díky nové metodě sekvenace celého 
genomu (Whole Genome Sequencing, WGS) [6]. Studi-
um metodou WGS poskytuje důkazy o tom, že virulen-
ce N. meningitidis je polygenní vlastností a přispívá do 
ní různou mírou mnoho rozdílných genů [7].

Předkládáme výsledky analýzy potenciálních genů 
virulence metodou WGS u 79 invazivních a neinvaziv-
ních izolátů N. meningitidis příbuzných epidemiologic-
ky a/nebo klinicky z období 2005–2021.

MATERIÁL A METODY

Izoláty N. meningitidis
Výběr izolátů byl proveden na základě epidemiolo-

gických a klinických informací o izolátech N. meningiti-
dis v databázi Národní referenční laboratoře (NRL) pro 
meningokokové nákazy, která obsahuje i data získaná 
klasickou sekvenací [8, 9, 10]. Celosvětově je k dispozici 

minimum sbírek izolátů N. meningitidis, které disponují 
detailními epidemiologickými, klinickými a  mikrobio-
logickými daty – česká sbírka je z tohoto hlediska uni-
kátní.

Pro studium potenciálních faktorů virulence izolátů 
N. meningitidis metodou WGS byly ze sbírky NRL vybrá-
ny izoláty příbuzné epidemiologicky a/nebo klinicky 
z období 2005–2021, které byly zařazeny do tří katego-
rií:

A) z případů IMO a od jejich zdravých kontaktů (nosi-
čů N. meningitidis)

– 11 souborů, 28 izolátů
B) z různého klinického materiálu téhož případu IMO 

(likvor, krev, horní cesty dýchací)
– 14 souborů, 30 izolátů
C) z různého klinického materiálu téhož případu IMO 

a od jejich zdravých kontaktů
– 7 souborů, 21 izolátů
Celkem: 32 srovnávaných souborů, 79 izolátů N. me-

ningitidis.
Do  těchto souborů invazivních a  neinvazivních izo-

látů příbuzných epidemiologicky a/nebo klinicky byly 
vždy vybrány pouze izoláty vzájemně neodlišitelné kla-
sickými typizačními metodami (séroskupina, sekvenač-
ní typ, klonální komplex).

Celogenomová sekvenace N. meningitidis
Příslušné bakteriální kultury N. meningitidis, které jsou 

uchovávány ve sbírce NRL pro meningokokové nákazy, 
byly vyočkovány na čokoládový Mueller-Hinton agar 
a kultivovány 18–24 hodin ve 37 °C v 5% CO2 atmosfé-
ře. Správnost identifikace N. meningitidis byla ověřena 
pomocí kitu API NH (BIOMÉRIEUX). Séroskupiny byly 
určeny klasickými sérologickými metodami (Pasto-
rex Meningitis Bio-RAD, antiséra N.  meningitidis ITEST, 
Bio-RAD) a  ověřeny metodou RT-PCR. K  izolaci DNA 
byla použita souprava QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) 
a postup izolace probíhal podle pokynů výrobce. DNA 
byla následně odeslána k celogenomové sekvenaci na 
externí pracoviště EMBL (European Molecular Biology 
Laboratory, Heidelberg, Německo). Sekvenace proběh-
la na platformě Illumina MiSeq s  využitím referenční-
ho genomu N. meningitidis kmene MC58 a výsledkem 
byly překrývající se sekvence o délce přibližně 300 bp. 
K  sestavení výsledných genomů z  primárních celoge-
nomových dat byl na našem pracovišti použit software 
Velvet de novo Assembler [11]. Genomy izolátů byly 
poté registrovány v  databázi PubMLST, která využívá 
platformu BIGSdb (Bacterial Isolate Genome Sequence 
Database) [12, 13].

Výběr potenciálních genů virulence N. meningitidis
Výběr studovaných genů byl učiněn na základě rešer-

še literatury a dle informací v databázi PubMLST. Jedna-
lo se o více než 250 lokusů, z nichž většina je v databázi 
PubMLST ve vyhledávacích schématech, která sdružují 
lokusy s  ohledem na funkci jejich proteinových pro-
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duktů. Hodnoceno bylo 7 lokusů u 5 antigenních genů 
(fetA, nadA, nhba, porA, porB), 11 lokusů u 8 genů an-
tibiotické rezistence (folP, gyrA, mtrR, parC, parE, penA, 
ponA, rpoB), 3–7 lokusů kapsulárního regionu A, které 
jsou séroskupinově specifické, dále lokusy zbylých kap-
sulárních regionů – region B (ctrE, ctrF), region C (ctrA, 
ctrB, ctrC, ctrD) a  region D+D‘ (galE, galE2, rfbA, rfbB, 
rfbC, rfbC2). Testována byla přítomnost a změny gono-
kokových genetických ostrovů (73 lokusů) a plazmidů 
– konjugativních (50 lokusů), kryptických (9 lokusů) 
a β-laktamázových (8 lokusů). Dále bylo hodnoceno 11 
genů glykolýzy (eno, fba, fbp, gapA, gapA2, gpm, pgi1, 
pgi2, pgk, pgm, pykA), 7 genů pro proteiny spojené s ak-
vizicí železa (hmbR, hpuA, hpuB, lbpA, lbpB, tbpA, tbpB), 
19 genů zapojených do metabolismu lipooligosachari-
dů (LOS) – α-chain transferáz (lgtA, lgtB, lgtC, lgtD, lgtE, 
lgtF, lst), inner core transferáz (lgtG, lot, lpt3, lpt6, rfaC, 
rfaF, rfaK) a  geny proteinů transportu/exportu LOS 
(lptC, msbA, ostA, rlpB, yhbG). Výčet hodnocených loku-
sů uzavírá 27 genů pilu (pilA, pilB, pilC1, pilC2, pilD, pilE, 
pilF, pilG, pilH, pilI, pilJ, pilK, pilM, pilN, pilO, pilP, pilQ, 
pilS, pilT1, pilT2, pilU, pilV, pilW, pilX, pilZ, pglA, comP), 
4 geny ze skupiny opa a opc (opaA, opaB, opcA, opcB), 
8 genů lpx (lpxA, lpxB, lpxC, lpxD, lpxH, lpxK, lpxL, lpxL2) 
a  gen iga2, jehož produktem je serinová peptidáza 
imunoglobulinu A.

VÝSLEDKY A DISKUSE

Pro analýzu genů potenciálních faktorů virulence 
bylo vybráno celkem 79 izolátů N. meningitidis s násle-

dujícím zastoupením séroskupin: séroskupina C (MenC, 
34 izolátů), séroskupina B (MenB, 31 izolátů), sérosku-
pina W (MenW, 9 izolátů), séroskupina Y (MenY, 2 izo-
láty) a tři izoláty nebyly přiřazeny k žádné séroskupině 
(non-groupable, MenNG). U dvou z těchto MenNG byla 
metodou WGS prokázána genoskupina X, u  jednoho 
genoskupina B s  inaktivovanou kapsulární polymerá-
zou. Z  pohledu srovnávaných příbuzných souborů se 
jednalo o 13 souborů izolátů MenC, 13 souborů izolá-
tů MenB včetně jednoho příbuzného izolátu MenNG 
a  6 souborů izolátů ostaních séroskupin/genoskupin 
(MenW, MenY a  MenX). Izoláty studovaného souboru 
náležely do 8 klonálních komplexů: cc11 (30 izolátů), 
cc41/44 (15 izolátů), cc32 (5 izolátů), cc865 (5 izolátů), 
cc22 (4 izoláty), cc35 (3 izoláty), cc269 (3 izoláty), cc174 
(2 izoláty), cc750 (2 izoláty). U 10 izolátů byl zjištěn sek-
venační typ (ST), který v databázi PubMLST není přiřa-
zen do žádného z  klonálních komplexů (unassigned, 
ccUA).

Mezi 79 studovanými invazivními a  neinvazivními 
izoláty N. meningitidis nebyly v rámci jednotlivých pří-
buzných souborů detekovány žádné sekvenční změny 
u genů antibiotické rezistence, genů, které kódují pro-
teiny transportu/exportu LOS, a genů kapsulárního re-
gionu C, které se podílejí na translokaci kapsulárního 
polysacharidu s  vysokou molekulovou hmotností na 
buněčný povrch (obr. 1). Žádné změny nebyly rovněž 
pozorovány v  případě plazmidů, jejichž přítomnost 
byla potvrzena pouze u  jednoho srovnávaného sou-
boru izolátů (2 lokusy ze skupiny kryptických plazmi-
dů), a  gonokokových genetických ostrovů, které byly 
detekovány u dvou souborů (60 a 61 různých lokusů). 

Obr. 1. Četnost změn ve studovaných potenciálních genech virulence N. meningitidis u 32 skupin invazivních a ne-
invazivních izolátů, rozděleno podle funkce genů
Figure. 1. Frequency of changes in candidate N. meningitidis virulence factor genes in 32 groups of invasive and 
non-invasive isolates, by gene function
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Minimální míra sekvenčních změn byla zjištěna u anti-
genních genů, genů glykolýzy, genu iga2 a genů kap-
sulárního regionu B, které jsou zapojeny do translokace 
kapsulárního polysacharidu. Vyšší variabilitu vykazova-
ly séroskupinově specifické geny kapsulárního regi-
onu A, které jsou nezbytné pro syntézu kapsulárního 
polysacharidu, geny LOS α-chain transferáz (zejména 
geny lgtA, lgtC a  lgtD), geny lpx (především gen lpxL) 
a v případě genů LOS inner core transferáz byly změny 
zaznamenány výhradně u genu lgtG (u 8 souborů z 32). 
Nejvýraznější genetická variabilita byla pozorována 
u genů pilu (téměř 80 % studovaných souborů), genů 
ze skupiny opa a opc (více než 50 % souborů), genů klí-
čových pro akvizici železa a genů kapsulárního regionu 

D+D‘, jejichž produkty se účastní syntézy kapsulárního 
polysacharidu.

Vysoká genetická variabilita genů pilu byla z  velké 
části tvořena sekvenčními změnami u genů pilE a pglA 
(obr. 2). Ostatní z celkových 27 genů pilu nevykazovaly 
žádné (pilA, pilB, pilD, pilG, pilH, pilI, pilJ, pilK, pilM, pilN, 
pilO, pilP, pilT1, pilT2, pilV, pilW, pilX, pilZ, comP), nebo 
jen minimální změny (pilC1, pilC2, pilF, pilQ, pilS, pilU). 
V případě rozdělení studovaných souborů příbuzných 
izolátů podle příslušných séroskupin lze u izolátů MenB 
pozorovat vyšší četnost změn u genu pilE, oproti tomu 
u izolátů MenC dominovaly změny genu pglA (obr. 3). 
U izolátů ostatních séroskupin byla četnost změn v ge-
nech pilE a pglA srovnatelná.

Obr. 2. Frekvence sekvenčních změn u 27 genů pilu N. meningitidis
Figure 2. Frequency of sequence changes in 27 N. meningitidis pilus genes

Obr. 3. Frekvence sekvenčních změn u vybraných 8 genů pilu, rozděleno podle příslušných séroskupin
Figure 3. Frequency of sequence changes in selected eight pilus genes, by serogroup
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Detailnější pohled na změny u  4 genů skupiny opa 
a opc odhalil skutečnost, že genetická variabilita, zjiš-
těná v  rámci této skupiny genů, byla způsobena vý-
hradně sekvenčními změnami genu pro opacitní pro-
tein opaA (obr. 4). Změny v sekvenci opaA byly zjištěny 
u více než poloviny studovaných souborů izolátů, opro-
ti tomu ostatní geny skupiny opa a  opc (opaB, opcA, 
opcB) žádnou variabilitu nevykazovaly. Rozdíl v četnos-
ti změn ve studovaných souborech byl také pozorován 

po rozdělení podle séroskupin. Zatímco u MenB izolátů 
vykazoval gen opaA změnu u více než 50 % a u izolátů 
ostatních séroskupin více než u 30 % studovaných sou-
borů, u MenC izolátů dosahovala četnost změn u genu 
opaA téměř 70 %.

Skoro polovina studovaných souborů izolátů vykazo-
vala změny u genů, které jsou klíčové pro akvizici žele-
za (viz obr. 1). V tomto případě byla genetická variabi-
lita rozložena mezi 5 různých genů, pouze u genů lbpB 
a  hpuB nebyly v  jednotlivých souborech pozorovány 
žádné změny (obr. 5). Při rozdělení podle příslušných 
séroskupin lze u  izolátů MenB pozorovat mírně zvý-
šenou frekvenci změn v  genu tbpA, zatímco u  izolátů 
MenC dominují změny u genu hpuA, který kóduje he-
moglobin-haptoglobin utilizační protein.

Vysoká variabilita, zejména z  pohledu změn u  více 
než jednoho genu (viz obr. 1), byla v  rámci studova-
ných souborů invazivních a  neinvazivních izolátů za-
znamenána u všech 6 genů kapsulárního regionu D+D‘ 
(obr. 6). U izolátů MenB byla četnost změn minimální, 
oproti tomu u MenC izolátů byla tato četnost výrazně 
vyšší, zejména u genů rfbC, rfbC2, galE a galE2. U izolátů 
ostatních séroskupin byly naopak zjištěny změny pou-
ze u genů rfbA a rfbB.

Souhrnně lze říci, že u potenciálních genů virulence 
N. meningitidis byla četnost sekvenčních změn v  rám-
ci studovaných souborů invazivních a  neinvazivních 
příbuzných izolátů značně variabilní. Zatímco u  mno-
ha skupin studovaných genů byly zjištěny minimální 
nebo žádné změny, u  několika skupin genů byla čet-
nost změn mezi invazivními a  neinvazivními izoláty 

Obr. 4. Frekvence sekvenčních změn u genů opa a opc, pro 
gen opaA rozděleno podle séroskupin
Figure 4. Frequency of sequence changes in the opa and opc 
genes, by serogroup for the opaA gene 

Obr. 5. Frekvence sekvenčních změn u genů akvizice železa N. meningitidis, rozděleno podle séroskupin
Figure 5. Frequency of sequence changes in the N. meningitidis iron acquisition genes, by serogroup
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vysoká. Nejvyšší míra genetické variability byla pozo-
rována u genů pilu, který se řadí mezi hlavní adheziv-
ní molekuly a  představuje významný faktor virulence 
N. meningitidis [14]. Dominantní podíl na této variabi-
litě měly geny pilE a pglA. Vysoká míra sekvenční vari-
ability genu pilE, který kóduje hlavní subjednotku pilu, 
je dobře popsána [15, 16] a vychází ze schopnosti genu 
pilE rekombinovat s inaktivními kopiemi genu pilS [17]. 
Gen pglA se účastní post-translační glykosylace pilu 
a  podléhá fázovým variacím v  důsledku přítomnos-
ti poly-G úseku ve své sekvenci [14, 17, 18]. V  našem 
souboru byla u  izolátů MenB prokázána vyšší četnost 
změn genu pilE, oproti tomu u izolátů MenC domino-
valy změny genu pglA. U  izolátů ostatních séroskupin 
byla četnost změn v  genech pilE a  pglA srovnatelná. 
Opacitní proteiny skupiny opa a  opc jsou hlavní pro-
teiny vnější membrány N. meningitidis a přispívají k pa-
togenitě meningokoků svoji významnou rolí v adhezi 
bakterií k buňkám nosohltanu a modulaci imunitního 
systému díky interakci s imunokompetentními buňka-
mi [19, 20]. Jejich význam potvrzuje i to, že v minulosti 
patřily tyto proteiny mezi vakcinační kandidáty [21]. 
V naší studii byly detekovány změny v sekvenci genu 
opaA u více než poloviny studovaných izolátů, v přípa-
dě MenC izolátů dosahovala četnost změn genu opaA 
téměř 70  %. Možnou příčinou tak vysoké genetické 
variability může být přítomnost transformačního hot-
-spotu v  blízkosti genu opaA [22, 23]. Izoláty klinicky 
nejvýznamnějších séroskupin B, C, W a Y produkují na 
svůj povrch kapsulární polysacharid obohacený kyse-

linou sialovou, který hraje klíčovou roli v  patogenitě 
N.  meningitidis [24]. Zvýšená četnost změn v  genech, 
které jsou zodpovědné za produkci kapsule, byla pozo-
rována i v souborech námi studovaných izolátů, což od-
povídá skutečnosti, že N. meningitidis disponuje řadou 
genetických mechanismů k regulaci produkce kapsule 
[25]. Zjištěná genetická variabilita byla výrazně vyšší 
u genů, které se účastní syntézy kapsulárního polysa-
charidu (kapsulární region A  a  zejména region D+D‘), 
než u  genů zapojených do translokace polysacharidu 
na buněčný povrch (kapsulární regiony B a C). Výsled-
ky zjištěné v  této studii zároveň podporují hypotézu, 
že v patogenitě N. meningitidis se uplatňují i genetické 
mechanismy, které jsou séroskupinově specifické [26]. 
V naší studii se jednalo především změny v genech pilu 
a genech kapsulárního regionu D+D‘.

ZÁVĚRY

Četnost sekvenčních změn v  potenciálních genech 
virulence N.  meningitidis byla u  studovaných invaziv-
ních a neinvazivních izolátů značně variabilní. Nejvyšší 
míra genetické variability byla pozorována u genů pilu, 
především pilE a  pglA. V  naší studii byly detekovány 
změny v  genu  opacitního proteinu opaA u  více než 
poloviny studovaných izolátů, u  MenC izolátů dosa-
hovala četnost změn genu opaA téměř 70 %. Zvýšená 
četnost změn byla pozorována i  v  genech, které jsou 
zodpovědné za produkci kapsule, především genech 

Obr. 6. Frekvence sekvenčních změn u 6 genů kapsulárního regionu D+D‘, rozděleno podle séroskupin
Figure 6. Frequency of sequence changes in six genes of the D+D’ capsular region, by serogroup
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kapsulárního regionu D+D‘. Získané výsledky podporu-
jí hypotézu, že v patogenitě N. meningitidis se uplatňují 
i genetické mechanismy, které jsou séroskupinově spe-
cifické. Tyto výsledky přispívají k  rozšíření vědeckého 
poznání, které je nezbytné pro vývoj nových účinných 
vakcín proti IMO.
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