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Studium hypervirulentnich komplextu Neisseria
meningitidis metodami molekularni biologie

a moznosti prevence jejich vyskytu v Ceské republice
vakcinaci

Kiizova P., Kalmusova J., Musilek M.

Narodni referenéni laborator pro meningokokové nakazy, Stani zdravotni ustav, Praha

Souhrn

Je prezentovana struéna zprava o vysledcich ¥eSeni projektu IGA MZ CR, kterému byla udé-
lena Cena ministra zdravotnictvi Ceské republiky za lékaisky vyzkum za rok 2008
(http:// www.mzcr.cz/Odbornik/Pages/816-udeleni-ceny-ministra-zdravotnictvi-pro-rok-2008
html). Oborovymi komisemi Interni grantové agentury Ministerstva zdravotnictvi Ceské
republiky bylo doporuéeno 16 kandidatt k udéleni této ceny, védecka rada IGA MZ CR vybra-
la k jejimu udéleni 5 projektia. Na prvnim misté se umistil projekt reSeny ve Statnim zdravot-
nim ustavu: Studium hypervirulentnich komplexa Neisseria meningitidis metodami moleku-
larni biologie a moZnosti prevence jejich vyskytu v Ceské republice vakcinaci. Regitel
projektu: MUDr. Pavla KriZzova, CSc., odborni spolupracovnici: MUDr. Jitka Kalmusova,
RNDr. Martin Musilek, Ph.D. Registraéni ¢islo: 1A/8688-3, doba feseni: 2005 - 2007. Ceny udélil
ministr zdravotnictvi MUDr. Tomas Julinek, MBA dne 15.12.2008 u piileZitosti vyroéi naroze-
ni J.E.Purkyné.

Summary

Study of Hypervirulent Complexes of Neisseria meningitidis by Methods
of Molecular Biology and Possibility of their Prevention in the Czech
Republic by Vaccination

A brief report is presented of the results of the Project of the Internal Grant Agency of the
Ministry of Health of the Czech Republic that received the Medical Research Award 2008 from
the Minister of Health of the Czech Republic (http:/ www.mzcr.cz/Odbornik/Pages/816-udeleni-
ceny-ministra-zdravotnictvi-pro-rok-2008.html). The Science Council of the Internal Grant
Agency of the Ministry of Health of the Czech Republic selected 5 award winners of 16
candidate projects recommended by the Specialty Commissions of the Internal Grant Agency.
The winning project: Study of hypervirulent complexes of Neisseria meningitidis by molecular
biological methods and preventive potential of vaccination against these complexes in the
Czech Republic. Principal investigator: Pavla Krizova, MD, PhD, co-investigators: Jitka
Kalmusova, MD, Martin Musilek, MSc, PhD, registration No: 1A/8688-3 and completion period:
2005 - 2007. The award was received from Tomas Julinek, MD, MBA, Minister of Health, on
December 15, 2008 on the occasion of the anniversary of J.E.Purkyné’s birth.

xtt N. meningitidis v Ceské republice a ve svété.
Anotované cile projektu 5. Poskytovani MLST dat do celosvétové MLST
databéaze.

1. Studium aktualnich hypervirulentnich kom-
plextt N. meningitidis v Ceské republice metoda-
mi molekularni biologie. Material a metodika

2. Analyza dlouhodobych trenda vyskytu
hypervirulentnich komplextt N. meningitidis

v Ceské republice. Metodiky

3. Doporuceni vakcinaéni strategie odpovidajici
aktualnimu vyskytu hypervirulentnich komplext Hlavni metodou pouzitou pro eSeni projektu
v Ceské republice. byla v souladu s planem multilokusova

4. Srovnani vyskytu hypervirulentnich komple- sekvenéni typizace (MLST), ktera je pouZivana
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v reSitelské laboratoii a je mezinarodné stan-
dardizovana [http://pubmlst.org/neisseria/]. Ur-
¢eni sekvenc¢nich typt (ST) metodou MLST uzi-
va fragmenty nasledujicich sedmi gent: abcZ,
adk, aroE, fumC, gdh, pdhC, pgm. Pro PCR
amplifikaci fragmentu téchto gena byly pouzity
primery prezentované na MLST webové stran-
ce [http:/pubmlst.org/ neisseria/]. Primery
byly p¥ipraveny v  GENERI BIOTECH, CR.
Vsechny PCR fragmenty byly sekvenovany ABI
PRISM BigDye terminatorem v3.1 (Applied
Biosystems, Warrington, UK). Terminaéni reak-
ce byla provedena sekvenac¢ni technikou v sou-
ladu s protokolem vyrobce. Sekvenéni reakce
byly analyzoviany na automatickém DNA
sekvenatoru ABI PRISM 3100 (Applied Biosys-
tems, Warrington, UK). Sekven¢ni data byla
uréena pomoci LASERGENE software
(DNASTAR, Madison, Wisconsin). Porovnanim
sekvenc¢nich dat s celosvétovou MLST databazi
[http://pubmlst.org/neisseria/] byly uréeny jed-
notlivé genetické lokusy (alely) a jejich kombi-
naci sekven¢ni typy (ST). Klonalni analyza
sekvenénich dat metodou BURST umoznila
urcit, zda zjistény ST nalezi do sekvencéniho
klonalniho komplexu. Centralni MLST databa-
ze rovnéz umoznuje zjisténi prislusnosti do
hypervirulentniho klonalniho komplexu.

Dale byla k molekularni charakterizaci izolatt
pouzita metoda sekvenace porinu A (PorA sequ-
encing), ktera je rovnéz mezinarodné standardi-
zovana [http:/neisseria.org/nm/typing/]. Tato
metoda umozZnuje 100% urceni subtypua, které
byly u éeskych izolatta klasickou metodou (celobu-
nééna ELISA s pouzitim monoklonalnich protila-
tek) v 30 — 40 % netypovatelné.

Obé metody (MLST a PorA sekvenace) posky-
tuji mezindrodné srovnatelné vysledky a umoz-
nuji provadéni globalni celosvétové epidemiolo-
gie. Resitelské pracovisté se tuspésné tuéastni
mezinarodni kontroly kvality (External Quality
Assessment, EQA) kterou pravidelné organizuje
EMGM (European Monitoring Group on Menin-
gococci). Obé metody méa fteSitelské pracovisté
akreditované Ceskym institutem pro akreditaci

(CIA).

Dalsi dvé metody molekularni charakterizace
izolatt N. meningitidis byly zavedeny v prabéhu
feSeni projektu navic, ve srovnani s puvodnim
planem:

e FetA sekvenace [http:/neisseria.org/nm/
typing/fetal, umoznujici charakterizaci meningo-
kokového imunogenniho proteinu zevni membra-
ny FetA, ktery je slozkou vakcin;

e PenA sekvenace [http:/neisseria.org/nm/

- q}

typing/penABlast], umoznujici detekci alterace
penA genu kédujiciho penicilin binding protein 2
(PBP2) u meningokokt s redukovanou citlivosti
vuéi penicilinu.

Izolaty Neisseria meningitidis

Resitelska laboratoi je Narodni referenéni
laboratoii (NRL) pro meningokokové nakazy
a ziskava z laboratoii klinické mikrobiologie
i z laboratofi zdravotnich dustava izolaty
N. meningitidis od pacienti s invazivnim
1 neinvazivnim meningokokovym onemocné-
nim, od osob v kontaktu s pacienty i od zdra-
vych nosiéa. V souladu s planem byly moleku-
larnimi metodami (MLST a PorA sekvenace)
studovany vSechny izolaty z invazivniho
meningokokového onemocnéni a od jejich kon-
takta zaslané do treSitelské laboratote v obdobi
2005-2007 (326). Dale byly metodou MLST
retrospektivné dotypovany izolaty z invazivni-
ho meningokokového onemocnéni od roku 1993,
¢imz byl dosazen unikatné vysoky pocet izolata
z invazivniho onemocnéni uréenych touto meto-
dou (1116).

Vysledky

1. Studium aktualnich hypervirulentnich
komplexi N. meningitidis
v Ceské republice

Diky FeSeni tohoto projektu byly roky 2005 —
2007 prvni, kdy se podaiilo metodami MLST
a PenA sekvenace prospektivné studovat v§echny
izolaty z invazivniho meningokokového onemoc-
néni zaslané do NRL. Dale byly témito metodami
studovany izolaty od zdravych kontaktnich osob
invazivniho meningokokového onemocnéni, coz
umoznilo kontrolu spravnosti opatifeni doporuce-
nych v ohnisku vyskytu tohoto onemocnéni.
Vysledky analyzy vyskytu aktualnich klonalnich
komplexti pusobicich invazivni onemocnéni
v Ceské republice byly publikovany v tuzemskych
casopisech, byly piedlozeny k publikaci v zahra-
niénim c¢asopisu a prezentovany na mezinarod-
nich konferencich.

V souboru 142 izolatd z invazivniho meningo-
kokového onemocnéni z let 2005-2007 byla zjisté-
na pievaha séroskupiny B (66,9 %), na druhém
misté byla séroskupina C (28,2 %). Sest izolatu
(4,2 %) nalezelo do séroskupiny Y a jeden (0,7 %)
do séroskupiny X.

U 95 izolata séroskupiny B bylo zjisténo 56
sekvenc¢nich typu (ST), které nalezely do 13 klo-
nalnich komplexu: ST-41/44, ST-32, ST-18, ST-
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Graf 1. Klonalni komplexy N. meningitidis B ptisobici invazivni onemocnéni v CR 2005-2007

Fig. 1. N. meningitidis B clonal complexes causing invasive disease in the Czech Republic in 2005-2007
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Graf 2. Klonalni komplexy N. meningitidis C ptisobici invazivni onemocnéni v CR 2005-2007

Fig. 2. N. meningitidis C clonal complexes causing invasive disease in the Czech Republic in 2005-2007

269, ST-35, ST-213, ST-103, ST-162, ST-60, ST-
11, ST-1157, ST-174, ST-865. Nejéetnéjsi byly
klonalni komplexy typické pro séroskupinu B:
ST-41/44 (23 %), ST-32 (16 %), ST-18 (11 %) —
graf 1. Do hypervirulentnich komplexa (ST-
41/44, ST-32, ST-18, ST-269, ST-103, ST-11, ST-
174) nalezelo 62,1 % izolatu séroskupiny B.

U 17 % izolatt séroskupiny B byly zjistény ST,
které nenalezely do zadného ze zndmych klonal-
nich komplext.

U 40 izolatu séroskupiny C bylo zjisténo pouze
12 ST, které nalezely do 4 klonalnich komplext:
ST-11, ST-41/44, ST-116, ST-254. Nejcetnéjsi byl
klonalni komplex typicky pro séroskupinu C
ST-11 (72 %) — graf 2. Pozoruhodny je vsak zvySe-

ny vyskyt klonalniho komplexu ST-41/44 (17 %),
ktery je typicky pro séroskupinu B. Do hyperviru-
lentnich komplexa (ST-11, ST-41/44) nélezelo
90,0 % izolatt séroskupiny C. Pouze u 1 izolatu
séroskupiny C byl zjistén ST, ktery nenalezZel do
zadného ze znamych klonalnich komplexa.

Séroskupina B vykazovala vy$si heterogenitu
ve srovnani se séroskupinou C.

Ze Sesti izolata séroskupiny Y dva néalezely do
hypervirulentniho komplexu ST-23, jeden do
komplexu ST-167 a u t#i izolatt byly zjistény ST,
které nenalezely do Zadného ze znamych klonal-
nich komplexa. Rovnéz u 1 izolatu séroskupiny X
byl zjistén ST, ktery nenalezZel do Zzadného ze zna-
mych klonalnich komplexu.
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Graf 3. “Capsule switching” séroskupiny B do C u N. meningitidis komplexu ST-41/44 piisobici invazivni meningokokové one-

mocnéni v Ceské republice, 1993-2007

Fig. 3. Serogroup B to C capsular switch in N. meningitidis complex ST-41/44 causing invasive meningococcal disease in the

Czech Republic, 1993-2007

2. Analyza dlouhodobych trendu vyskytu
hypervirulentnich komplexu
N. meningitidis v Ceské republice

Byla provedena MLST z izolatt z invazivniho
meningokokového onemocnéni z minulych let
a diky tomu za obdobi od roku 1993 byly metodou
MLST analyzovany vSechny izolaty (1116) z inva-
zivniho meningokokového onemocnéni poslané do
NRL. Vysledky analyzy dlouhodobych trenda
vyskytu klonalnich komplext ptisobicich invaziv-
ni onemocnéni v Ceské republice byly publikova-
ny v tuzemskych casopisech, byly piedlozeny
k publikaci v zahrani¢nim ¢asopisu a prezentova-
ny na mezinarodnich konferencich.

Celkem bylo za obdobi 1993 — 2007 zjisténo 26
klonalnich komplext, z nichz ¢étyri byly domi-
nantni: ST-11, ST-32, ST-41/44 a ST-18. Komplex
ST-11 byl nejcastéjsi (50,2 %), ackoli do roku 1993
se v Ceské republice nevyskytoval. Vyskytoval se
zejména u izolatu séroskupiny C. Dalsi t¥i hlavni
klonalni komplexy se vyskytovaly zejména u izo-
lath séroskupiny B a byly vyrazné méné fre-
kventni: ST-32 (8,4 %), ST-41/44 (8,0 %) a ST-18
(6,9 %). Cty¥i z 26 klonalnich komplext byly nové,
poprvé popsané na Ceskych izolatech: ST-106,
ST-116, ST-226 a ST-292. Z celkového poc¢tu 1116
izolata byly u 148 (13,2 %) popsany ST, které
nendalezely do Zadného ze znamych klonalnich
komplexa. Celkem bylo zjisténo 225 ST, z nichz

167 (74,2%) byly nové, poprvé popsané na ¢eskych
izolatech. Proporce komplexu ST-11 vykazovala
v obdobi 1993-2007 statisticky vyznamny sestup-
ny trend (p = 0,003), zatimco proporce t¥i hlav-
nich klonalnich komplext séroskupiny B dohro-
mady (ST-18 + ST-32 +  ST-41/44) vykazovala
statisticky = vyznamny = vzestupny  trend
(p < 0,001). Proporce jinych klonalnich komplext
nez ST-11, ST-18, ST-32 a ST-41/44 vykazovala
rovnéz statisticky vyznamny vzestupny trend
(p < 0,001), zatimco proporce ST nezaiazenych do
zZadného ze znadmych komplexa ztstavala na sta-
bilni nizké trovni. Izolaty séroskupiny B vykazo-
valy vys$si heterogenitu a variabilitu ve srovnani
s izolaty séroskupiny C.

Hypervirulentni klonalni komplex ST-11 pre-
valoval v letech 1993 — 2004, v roce 2005 byl
poprvé zjistén vys$si vyskyt jiného klonalniho
komplexu: ST-41/44, ktery je typicky pro séros-
kupinu B. V letech 2005-2006 byl u tohoto klo-
nalniho komplexu ST-41/44 zjistén diky metodé
MLST jev, popisovany ve svétové literatute:
zména kapsularniho polysacharidového antige-
nu, tj. ,capsule switching®, ke které dochazi
horizontalni vyménou DNA mezi meningokoky.
V letech 2005 — 2006 byla timto zptisobem dete-
kovana zvySena zména kapsularniho polysa-
charidového antigenu izolatd komplexu
ST-41/44 ze séroskupiny B na séroskupinu C —
graf 3.
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Graf 4. Hlavni klonalni komplexy N. meningitidis pasobici invazivni meningokokové onemocnéni v Ceské republice, 1993-2007

Fig. 4. Major N. meningitidis clonal complexes causing invasive meningococcal disease in the Czech Republic, 1993-2007

Od roku 2005 dochazi k zésadni zméné ve
vyskytu klonalnich komplexta pusobicich inva-
zivni onemocnéni v CR oproti obdobi 1993-2004:
pokles klonalniho komplexu ST-11 + vzestup
klonalnich komplexu ST-18, ST-32 a ST-41/44 —

graf 4.
Projekt byl zamétfen rovnéZz na problematiku
invazivnich onemocnéni pusobenych

N. meningitidis séroskupiny Y, ktera vykazuji
v Ceské republice nejvyssi smrtnost (nad 20%).
Byla provedena klonélni analyza metodou MLST
u meningokokt této séroskupiny izolovanych od
pacientt s invazivnim meningokokovym onemoc-
nénim a u meningokoku izolovanych od zdravych
nosic¢t. Do hypervirulentniho klonalniho komple-
xu ST-23 nalezelo 50,0 % N. meningitidis Y izolo-
vanych od pacientts v Ceské republice v letech
1993-2007, z nichz vétsina vykazovala typicky
fenotyp N.m.Y:2¢:P1.2,5. Smrtnost zpusobena
timto hypervirulentnim komplexem ST-23 byla
v Ceské republice extrémné vysoka (55,5 %). Dal-
§i klonalni komplexy zjisténé u N. meningitidis Y
izolovanych od pacient@s v Ceské republice byly
komplexy ST-92 a ST-167. Ostatni ST zjisténé
u kmenu N. meningitidis Y izolovanych od paci-
entt (ST-36, ST-130, ST-2993, ST-3015, ST-4743)
nenalezely do zadného klonalniho komplexu
a byly zjistény v nizkém procentu.

Kmeny N. meningitidis Y izolované v Ceské
republice od zdravych nosi¢t v letech 1993-2007
naleZely ponejvice do dvou ST-komplext: ST-22
a ST-92 (20,7 % a 18,9 %). Hypervirulentni kom-
plex ST-23 byl zjistén pouze u 1 nosi¢ského kme-
ne. Dalsi klonalni komplexy byly zjistény u nosic-
skych kmenu N. meningitidis Y v nizkém
procentu: ST-32, ST-41/44, ST-116, ST-174, ST-
226, ST-254, ST-549. Ostatni ST zjisténé u nosic-
skych kment N. meningitidis Y (ST-130, ST-241,
ST-251, ST-419, ST-442, ST-519, ST-674, ST-694,

ST-980 a ST-1046) nenalezely do zadného klonal-
niho komplexu a byly zjistény u 41,4% kment.
Populace nosiéskych meningokokt Y byla vyraz-
né heterogenni ve srovnani s meningokoky od
pacientti. MLST poskytla stoprocentni typovatel-
nost kment a prokazala genetickou odliSnost izo-
lata N. meningitidis Y od pacientt versus od zdra-
vych nosi¢i. MLST rovnéZz prokazala, Ze ve
zdravé populaci se hypervirulentni komplexy
N. meningitidis Y vyskytuji v nizkém procentu.

Metodou FetA sekvenace, ktera byla na fesitel-
ském pracovisti zavedena v prubéhu feSeni pro-
jektu, bylo umoznéno studium meningokokového
imunogenniho proteinu zevni membrany, FetA,
ktery je slozkou vakein. Cést vysledki tohoto stu-
dia byla ve spolupraci se zahrani¢ni laboratoii
publikovana. Bylo prokazano, Ze u patogennich
i komensalnich Neisserii se vyskytuji identické
sekvence variabilniho regionu FetA proteinu, coz
indikuje spoleény geneticky zaklad, odliSny od
ostatnich antigent. Je tedy pravdépodobné, Ze
nosiéstvi komensalnich Neisserii exprimujicich
protein FetA poskytuje ochranu proti invazivni-
mu meningokokovému onemocnéni. Tyto poznat-
ky budou vyuZity pii vyvoji novych uéinnégjsich
meningokokovych vakcin genetickymi metodami
(reverzni vakcinologie).

Metodou PenA sekvenace, ktera byla na resitel-
ském pracovisti zavedena v prabéhu ieSeni pro-
jektu, bylo umoznéno studium alterace penA genu
kédujiciho penicilin binding protein 2 (PBP2)
u meningokokt s redukovanou citlivosti vaci
penicilinu. Cast vysledki tohoto studia byla ve
spolupréci se zahraniénimi laboratoremi publiko-
vana. Bylo prokazano, Ze izolaty N. meningitidis
s redukovanou citlivosti k penicilinu G vykazuji
alteraci penA genu. EMGM navrhuje, aby metoda
PenA sekvenace byla zaiazena mezi doporucené
metody molekularni charakterizace izolata
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Tab. 1. Pokryti fenotyptt MenB vakcinami u 383 izolatét N. meningitidis B ptisobicich invazivni onemocnéni v Ceské republice

v obdobi 1997 — 2007

Tab. 1. MenB phenotype coverage by vaccines in 383 isolates of N. meningitidis B causing invasive disease in the Czech Repub-

lic in 1997 — 2007

Fenotyp Zemé vyroby Procento pokryti
B:15:P1.7,16 Norsko 3,9
B:4:P1.19,15 Kuba 0
B:15:P1.3 USA — Chile 0
B:P1.5-1,2-2; P1.5-2,10; P1.19,15-1; P1.12-1,13; P1.7-2,4; Holandsko 115
P1.7,16 (HEXAVAKCINA) ’
B:4:P1.74 Novy Zéland 0,3
B:P1.5-1,2-2; P1.5-2,10; P1.19,15-1; P1.12-1,13; P1.7-2,4; Holandsko 24.0
P1.7,16; P1.22,14;P1.7-1,1; P1.18-1,3,6 (NONAVAKCINA) ’

N. meningitidis ke zlepSeni jejich typizace, jakoz
i k analyze vymény DNA mezi Neisseria species.

Molekularni charakterizace izolat N. menin-
gitidis umoznuje odliSeni virulentnich a neviru-
lentnich izolatu. Dal8i studium ve spolupraci
s klinickym pracovi$tém prokazalo, Ze virulentni
izolaty indukuji vyssi produkei cytokint a kon-
centraci endotoxint in vitro, nez nevirulentni
izolaty. Hladiny cytokind a endotoxint v sérech
pacientti vS§ak ukazuji opaény trend, coz indiku-
je, ze zanétliva odpovéd béhem invazivniho
meningokokového onemocnéni je ovlivnéna hlav-
né hostitelskymi faktory. Tyto vysledky byly pub-
likovany.

3. Doporuceni vakcinaéni strategie
odpovidajici aktualnimu vyskytu
hypervirulentnich komplexu
v Ceské republice

Metoda PorA sekvenace, o niz bylo feSeni pro-
jektu rozsieno oproti puvodnimu planu, umozni-
la 100% urceni nekapsularnich antigent — sub-
typt. Toto presné uréeni je dulezité zejména pro
N. meningitidis séroskupiny B k posouzeni vhod-
nosti pouziti zahrani¢nich subtypové specific-
kych vakein proti meningokoku B v Ceské repub-
lice. Pokryti nekapsularnich antigent izolata
N. meningitidis B pusobicich invazivni onemoc-
néni v Ceské republice v letech 1997 - 2007 dosud
vyvinutymi zahraniénimi vakcinami je nizké
(tabulka 1) a proto jejich pouziti u nas nedoporu-
¢ujeme.

V prubéhu reSeni projektu byla reSitelskym
pracovistém Ministerstvu zdravotnictvi CR pra-
bézné poskytovana nasledujici doporuceni:

e za souCasné epidemiologické situace neni
indikace k zavedeni plosné vakcinace konjugova-
nou vakcinou proti meningokoku C;

e v pripadé epidemiologické indikace je
nezbytné zajisténi cilené vakcinace ohrozené ¢as-
ti populace konjugovanou vakcinou proti menin-
gokoku C;

® je doporuéeno umoznit i bez epidemiologické
indikace vakcinaci na zadost za ihradu konjugo-
vanou vakcinou proti meningokoku C;

¢ vzhledem k vyskytu hypervirulentniho kom-
plexu ST-23, ktery zpusobuje extrémné vysokou
smrtnost, je doporuéeno zajistit v Ceské republice
dostupnost vakciny obsahujici slozku proti séro-
skupiné Y (tetravakcina A+C+Y+W135);

e je zadouci zajistit dovoz polysacharidové
tetravakciny A+C+Y+W135 do Ceské republiky
a ufinit ji dostupnou k vakcinaci cestovatela
1 k vakcinaci na Zadost za uhradu;

e po dosazeni centralni evropské registrace
konjugované tetravakciny A+C+Y+W135 bude
vhodné zatradit tuto vakcinu do rutinni vakei-
nace;

e je doporudeno zajistit vakcinaci osob v pra-
covnim riziku, zejména pracovnika mikrobiologic-
kych laboratoti pracujicich s V. meningitidis;

¢ je doporuceno zajistit vakcinaci pacientu
s poruchami imunity;

¢ je doporuceno piejit na ockovani zameéstnan-
ctt armady CR konjugovanou vakcinou (nejprve
proti meningokoku C, po dosazeni centralni
evropské registrace konjugovanou tetravakcinou
A+C+Y+W135);

e 7adna z dostupnych zahraniénich vakein pro-
ti meningokoku B neni vhodna k pouziti v Ceské
republice vzhledem k nizkému pokryti nekapsu-
larnich antigenta N. meningitidis B ptasobicich zde
invazivni onemocnéni.

Kromé doporuéeni adresovanych MZ CR byla
doporucéena vakcinacni strategie prubézné p?ed-
kladana vyboru Vakcinologické spole¢nosti CLS
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JEP a prezentovana v odbornych ¢asopisech a na
konferencich.

4. Srovnani vyskytu hypervirulentnich
komplexa N. meningitidis v Ceské
republice a ve svété

Invazivni meningokokové onemocnéni v Ceské
republice v obdobi 1993 — 2007 zptsobovaly domi-
nantné hypervirulentni klonalni komplexy iden-
tické s komplexy zjisténymi ve svété: ST-11, ST-
32, ST-41/44. Byl zjistén vyskyt hypervirulentniho
komplexu ST-23, ktery se objevil v 90. letech
v USA a zpusobuje vysokou smrtnost. Nicméné,
MLST analyza ukézala odliSnost populace ces-
kych meningokoku od zapadoevropskych a ostat-
nich populaci:

e (Ctyfi z 26 zjisténych klonalnich komplext
byly nové, poprvé popsané na ¢eskych izolatech;

e 167 z 225 zjisténych ST (74,2 %) byly nové,
poprvé popsané na ¢eskych izolatech;

¢ hypervirulentni klonalni komplex ST-18, kte-
ry je dominantni u izolatt séroskupiny B a séro-
typu 22 je typicky pro Ceskou republiku a zemé
vychodni Evropy.

Toto zjisténi je vyznamné pro vyvoj novych
meningokokovych vakecin a proto bylo resitelské
pracovisté piizvano k déasti v mezinarodnich pro-
jektech smérujicich k vyvoji novych meningoko-
kovych vakcin, zejména proti séroskupiné B.
Vyvoj téchto novych vakein je provadén na zakla-
dé genetického vyzkumu N. meningitidis B
(reverzni vakcinologie).

5. Poskytovani MLST dat do celosvétové
MLST databaze

Nové zjisténé ST byly v prabéhu feSeni pro-
jektu predkladany k ovéreni kuratorem celo-
svétové MLST datatabaze v  Oxfordu
[http://pubmlst.org/ neisseria/] a jsou v ni
registrovany. V této celosvétové MLST databazi
je k 21.1.2008 registrovano 9660 izolatt z 83
zemi. U téchto izolatd bylo detekovano 6549 ST
a 37 klonalnich komplext. Ceska republika
zaujima druhé misto v poctu registrovanych
izolatu (951).V celosvétové MLST databazi jsou
registrovany i publikace vychézejici z analyz
MLST dat. Diky poskytovani MLST dat do celo-
svétové databaze bylo fFeSitelské pracovisté
pozvano k dcasti v nové zahajovaném projektu
EMERT (European Meningococcal Epidemiolo-
gy in Real Time) [http://emgm.eu/emert/], jehoZz
cilem je poskytovani aktualnich dat molekular-
ni epidemiologie invazivnich meningokoku cir-
kulyjicich v Evropé a rychla informace o nové
se objevujicich meningokokovych klonech
v Evropé.

- q}

Zavéry a piehled dosaZenych vysledku

e Studovany soubor izolata je unikatné rozsah-
Iy (1116) a pokryva unikatné dlouhé obdobi (1993
—2007).

e Invazivni meningokokové onemocnéni v Ces-
ké republice bylo zptsobeno ¢tyfmi dominantni-
mi hypervirulentnimi komplexy: ST-11, ST-32,
ST-41/44 a ST-18.

e Komplex ST-11 je typicky pro izolaty séro-
skupiny C, komplexy ST-32, ST-41/44 a ST-18 pro
izolaty séroskupiny B.

e Od roku 2005 dochazi k vyznamné zméné
v prevalenci hypervirulentnich komplexi: pokles
ST-11 a vzestup ST-32, ST-41/44, ST-18.

e Komplex ST-18 séroskupiny B je typicky pro
zemé vychodni Evropy.

e V Ceské republice byl zjistén vyskyt vysoce
hypervirulentniho komplexu ST-23 séroskupiny Y
pusobiciho vysokou smrtnost invazivniho menin-
gokokového onemocnéni.

¢ Byl potvrzen rozdil populaci meningokoki,
které vyvolavaji invazivni onemocnéni oproti
nosiéskym meningokokum.

e Studium meningokoktt metodami molekular-
ni biologie se stalo soucasti surveillance invaziv-
niho meningokokového onemocnéni v Ceské
republice, je v souladu s evropskymi pozadavky
a umoziuje zapojeni Ceské republiky do mezina-
rodni molekularni epidemiologie tohoto onemoc-
néni.

¢ Data ziskana metodami molekularni biologie
byla poskytnuta do mezinarodnich databazi
k ovéreni a registraci. Byl potvrzen rozdil popula-
ci ¢eskych meningokokt oproti zapadoevropskym
- zjiténo pres 75% novych ST Resitelské praco-
visté bylo v prabéhu fesSeni projektu vyzvano
k ucasti v mezinarodnich projektech smétrujicich
k vyvoji novych meningokokovych vakein
a k zapojeni do mezinarodnich komisi a pracov-
nich skupin.

¢ (Charakterizace meningokokt metodami
molekularni biologie byla podkladem k aktualiza-
ci metodiky Surveillance invazivnich meningoko-
kovych onemocnéni, ktera byla piedana MZ CR
a je p¥ilohou p¥ipravované Vyhlasky MZ CR, kte-
rou se stanovi systém bdélosti pro vybrané infek-
ce. Charakterizace meningokoktt metodami mole-
kularni biologie byla podkladem k uptestiovani
vakcinaéni strategie v Ceské republice. Doporude-
ni vakcinaéni strategie byla prabézné piedavana
MZ CR.

Podékovani

Vysledky byly dosaZeny pri reSeni projektu IGA
MZ CR reg. & 1A/8688-3. Resitelé projektu dékuji
vS§em mikrobiologiim, kteii posilali izoldty
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N. meningitidis do NRL pro meningokokové
ndkazy a bez jejichZ aktivniho pristupu by reseni
projektu nebylo umoznéno.
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