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SOUHRN

Cil prace: Cilem prace je Multiple-locus variable number
tandem repeat analyza (MLVA) souboru kmentl B. per-
tussis ze sbirky Narodni referencni laboratore pro pertusi
a difterii (NRL/DIPE) Statniho zdravotniho ustavu (SZU)
Praha. Jednd se o kmeny ziskané ze vzorkd klinického ma-
teridlu prevazné na Uzemi CR v téméF padesatiletém obdobi
1967-2015 (Cerven). Je porovnavdna genetickd diverzita
a zastoupeni detekovanych MLVA typl (MT) ve trech ob-
dobich lisicich se vakcinac¢ni strategii a trendem vyskytu
pertuse. Na podkladé ziskanych vysledk( je posouzena
vhodnost pouziti metody MLVA pro analyzu epidemickych
vyskytl B. pertussis v CR.

Materidl a metodiky: Vzorky DNA extrahované z kmenu
B. pertussis studovaného souboru byly analyzovany
metodou MLVA podle standardizovaného postupu. Data
byla zpracovdna pomoci algoritmu eBURST, pro statistické
zpracovani byl zvolen vypocet Simpsonova indexu diverzity
(DI). Data byla zpracovana pro cely soubor a téz oddélené
pro skupiny kment z tfi obdobi: 1967-1980, 1990-2007
a 2008-2015 (Cerven).

Vysledky: V souboru bylo detekovdno 14 rGznych MT, z to-
ho 3 dosud nezjisténé. Nejcetnéjsi byly v celém souboru

ABSTRACT

Lzi¢afova D., Zavadilova J., Musilek M., Jandova Z., KfiZova
P., Fabianova K.: Multiple-locus variable number tandem
repeat analysis of Bordetella pertussis strains collected
in the Czech Republic in 1967-2015: spread of a variant
adapted to the population with a high vaccination coverage
Aim: To perform multiple-locus variable number tandem repeat
analysis (MLVA) of B. pertussis strains from the collection of
the National Reference Laboratory for Diphtheria and Pertussis
(NRL/DIPE), National Institute of Public Health (NIPH), Prague.
The study strains were isolated from clinical specimens collected
mostly in the Czech Republic over a nearly 50-year period from
1967 to 2015 (June). The isolates from three periods characteri-
zed by different vaccination strategies and trends in pertussis
are compared for genetic diversity and distribution of MLVA
types (MT). Based on the results obtained, the suitability for use
of MLVA in the analysis of epidemic outbreaks of B. pertussis in
the Czech Republic is considered.
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MT27 a MT29. MT29 prevladal v obdobi 1967-1980, MT27
v obdobich 1990-2007 a 2008-2015 (¢erven). Hodnota
DI byla nejnizsi (0,49) pro obdobi 2008-2015 (Cerven),
pro dveé predchozi obdobi byly hodnoty vyssi a vzdjemné
srovnatelné (0,667 pro obdobi1967-1980 a 0,654 pro obdobi
1990-2007).

Zavér: MLVA analyzou souboru kmenl B. pertussis
izolovanych z klinického materilu na tzemi CR v obdobf
1967-2015 (Cerven) byl prokazan pokles genetické diverzity
ve studované populaci a zmény v zastoupeni a ¢etnosti
jednotlivych MT. Tyto zmény Ize charakterizovat jako po-
stupny narst vyskytu celosvétoveé rozsitenych MT v Ceské
republice na ukor MT regionalné unikatnich. Pfevazujicim MT,
stejné jako ve vétsiné geografickych oblasti s dlouhodobé
proo¢kovanou populaci, je MT27. Vysledky MLVA analyzy
souboru 136 kmend B. pertussis mohou byt podkladem pro
Ucelné vyuziti metody k molekuldrné epidemiologickému
zpracovani souborl mensiho rozsahu.

KLiCOVA SLOVA:

Bordetella pertusis - MLVA - populace - diverzita
- adaptace

Material and methods: DNA samples extracted from B. per-
tussis strains included in the present study were examined
by MLVA using the standard protocol. Data were processed
by means of the eBURST algorithm and the calculation of
the Simpson diversity index (DI) was used for the statistical
analysis. Data were analyzed as a whole and also separately
for strains from the three periods: 1967-1980, 1990-2007, and
2008-2015 (June).

Results: Fourteen different MT were detected in the study
strains, with three of them not being reported before. The most
common MTs were MT27 and MT29. MT29 was predominant in
1967-1980 while MT27 was the most prevalent in 1990-2007 and
2008-2015 (June). The DI was the lowest (0.49) in 2008-2015
(June), and comparably higher DIs were calculated for the
two previous periods (i.e. 0.667 for 1967-1980 and 0.654 for
1990-2007).

Conclusion: MLVA revealed a decrease in genetic diversity
and shifts in MT distribution of B. pertussis strains isolated
from clinical specimens in the Czech Republic from 1967



to 2015 (June). These shifts in the Czech Republic can be
characterized as a progressive increase in global MTs at the
expense of the locally unique ones. The most common MT,
similarly to other geographical areas with long-term high
vaccination coverage, is MT27. The results of MLVA of 136
B. pertussis strains can provide a background for using this

uvop
0d 90. let 20. stoleti je v CR zaznamenavan vzestup
nemocnosti pertusi [1]. Vyskyt onemocnéni naristd
i pfes trvale vysoké procento proockovanosti populace
[2]. V roce 1958 bylo na uzemi CR zahajeno plosné ocko-
vani celobunécnou pertusovou vakcinou. Ndsledoval
strmy pokles nemocnosti. Nizky vyskyt pertuse trval az
do pocatku 90. let, od roku 1993 byl pozorovan vzestup
nemocnosti [1]. V roce 2002 bylo zahdjeno ockovani ace-
luldrni vakcinou, do roku 2006 se o¢kovalo soubézné ce-
lobunéc¢nou (vétsinova populace) a aceluldrni vakcinou
(zindikace pediatra nebo za tthradu). Od roku 2007 se pro
plosné ockovani pouziva vyhradné acelularni vakcina.
Vzestupny trend vyskytu onemocnéni pertusi trvd od ro-
ku 1993 do soucasné doby [1, 2, 3]. Do 90. let byla vét§ina
pfipadd zaznamenana u déti mladsich tfi let. Od roku
1993 je nejvyssi nartist pozorovan ve skupiné 10-14 let [2].
Reakci na tento trend bylo zahdjeni pfeockovavani vsech
10-11letych v roce 2009. Nasledoval posun maximalni-
ho vyskytu pertuse do vékové kategorie 15-19letych [3].
V roce 2014 byla pozorovana dosud nejvyssi nemocnost
od roku 1963 [3]. Podobny vyvoj epidemiologické situace
v dlouhodobé vysoce prooc¢kovanych populacich je pozo-
rovan celosvétové [4, 5, 6, 7, 8].
Periodické kolisani vyskytu pertuse ve 2-4letych inter-
valech, pozorované i po poklesu nemocnosti [1], znaci,
ze B. pertussis koluje v populaci i pres dlouhodobé vysokou
proockovanost [9, 10].
V literatufe se uvadi vice moznych pficin vzestupu
nemocnosti:
« vyvanuti imunity (11, 12, 13],
e rozdilnost v typu imunitni odpovédi na acelularni
vakcinu a na pfirozenou infekci (14, 15],
« nizsi icinnost vakcin oproti predpokladu [16],
« adaptace B. pertussis na imunizovanou populaci [7, 9,
13,17, 18, 19],
« uplatnéni asymptomatickych nosi¢ti v pfenosu one-
mocnéni [9] i dalsi zmény v procesu transmise (20, 21],
* lepsi povédomi o vyskytu onemocnéni a nové moznosti
diagnostiky [22].
V postvakcina¢ni éfe se méni nejen epidemiologickd
situace, ale i klinicky priibéh pertuse. Je mozné se se-
tkat jak s tézkym aZ fatdlnim pribéhem onemocnéni
u neockovanych déti (23], s klasickym priibéhem ve
3 stadiich u dospivajicich a dospélych [24], tak i s aty-
pickym pribéhem pod obrazem dlouhotrvajiciho kasle
nereagujiciho na obvyklou antitusickou terapii [24, 25].
Pravdépodobny je i vyskyt subklinickych forem a asymp-
tomatického nosic¢stvi [9].
Analyzou genomu B. pertussis a nejbliZe ptibuznych
druht Bordetella bronchiseptica a Bordetella parapertussis by-
lo zjiSténo, Ze populace B. pertussis je geneticky vysoce
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monomorfni a evolu¢ni vyvoj této populace je klonal-
ni. Tento typ bakteridlni populace je charakterizo-
van praktickou absenci horizontdlniho pfenosu genii.
V pribéhu adaptace na lidského hostitele byl genom
B. pertussis vyrazné redukovan, dalsi geny byly inakti-
vovany. Proces redukce genomu B. pertussis pokracuje.
Ztrata ¢i nedicinna exprese genti kodujicich povrchové
struktury maze hratroliv adaptaci B. pertussis ve smyslu
uniku pred obranyschopnosti ockovaného hostitele.
V populacich s riznymi strategiemi vakcinace dochazi
ke ztraté shodnych oblasti genomu B. pertussis. Plasticita
genomu B. pertussis je podminéna nékolika mechanismy.
Jsou to pfedevs§im zmény zpiisobené ptitomnosti a ak-
tivitou inzer¢nich sekvenci (IS) a mutace. Ziskani gent
jinych bakteridlnich druhi nebylo u B. pertussis prokdza-
no. Genom B. pertussis obsahuje ve srovnani s genomem
B. bronchiseptica i B. parapertussis vyrazné vyssi pocet IS,
prevladd IS 481. IS se podileji na ztraté nebo inaktivaci
gent mechanismem delece, homologni rekombinace,
inverze, transpozice, viezefenim do strukturalnich
nebo fidicich oblasti genomu. Timto mechanismem
mohou byt inaktivovany i geny kédujici vyznamné fak-
tory patogenity, pertaktin a pertusovy toxin. Mutace
se na vyvoji variability genomu B. pertussis podileji ve
velké mire, pfedevsim substituce (Single nucleotide
polymorphisms, SNP), méné casto i inzerce a delece.
Z hlediska vyuziti pro ticely typizace jsou podstatné ze-
jména mutace v genech kédujicich povrchové antigenni
struktury a faktory patogenity a mutace v tandemovych
repeticich. V oblastech repetic se uplatniujf, byt v mensi
mite, také rekombinace. Napadné vys$si procento mutaci
v genech kédujicich povrchové struktury a faktory pato-
genity svédci o selekénim tlaku mechanismi specifické
imunity v proockované populaci 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35].

Detekce alelické proménlivosti v oblastech kédujicich
vybrané antigeny je podstatou analyzy Multi Antigen
Sequence Typing (MAST) (36, 37, 38]. Vysledky sekve-
nacni analyzy MAST ukazuji, Ze v zemich s dlouhodobé
vysokou proockovanosti populace nariista vyskyt kment
B. pertussisnesoucich antigenni determinanty odlisné od
antigennich determinant pivodnich kment pouzitych
pro vyrobu vakein [18, 19, 33, 35, 38, 39]. Zmény nékterych
antigennich determinant jsou spojeny s vyssi virulenci
kment [18, 19, 33, 40, 41, 42, 43]. V CR byla u 70 izolati
B. pertussis z 1et1967-2010 ze sbirky NRL/DIPE provedena
sekvenacni analyza oblasti kédujicich 3 zdsadni an-
tigenni determinanty, ptxA, gen pro podjednotku S1
pertusového toxinu, prnA, oblast 1 genu pro pertaktin,
fim3, gen pro fimbrie typu 3 a ptxP, promotor fidici expresi
genu pro pertusovy toxin. Vysledky ukazuji na zmény ve
vSech analyzovanych oblastech genomu [38].
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Variabilita v oblasti tandemovych repetic vznika nej-
¢astéji na podkladé tzv. slipped strand mispairing,
kdy v pribéhu replikace DNA dochézi k inzerci nebo
deleci jedné nebo vice jednotek v replice. Vysledkem je
odlisny pocet repetic v templatu a v replice. Tyto mutace
lze povazovat za ndhodné, ve fenotypu se mohou a ne-
musi projevit, zavisi to mj. na poctu bazi v repetitivni
jednotce [44]. Pfesnd funkce genti obsahujicich tyto
repetice ¢asto neni zndma, stejné jako jejich presny
vztah k evolu¢nimu vyvoji a fylogenetickym vazbam
vramcidruhu [44]. Méné castym mechanismem zmén
v oblastirepetic je homologni rekombinace. U B. pertussis
byla popsana jako jeden z mechanismt vedoucich k po-
lymorfismu v oblasti genu tcfA. Vysledkem homologni
rekombinace mezi dvéma repeticemi je delece celého
genu [45].

V genomu B. pertussis (typovy kmen Tohama I) bylo na-
lezeno 13 mist tandemovych repetic s riiznou mirou
variability. Z tohoto poctu bylo 5repetitivnich sekvenci
dostate¢né polymorfnich. Ziroven se tyto sekvence
vyskytovaly v genomu vétsiny kment v populaci B. per-
tussis, byly tedy vyuzitelné pro MLVA typizaci [46]. Dvé
VNTR oblasti zvolené pro MLVA, VNTRI a VNTR4 jsou
umistény v genech kédujicich membranové struktury,
zatimco oblasti VNTR3, VNTR5 a VNTR6 jsou umistény
v pseudogenech. Jedna z oblasti (VNTR3) byla u ¢asti
studovanych izolati duplikovana [46].

Metoda MLVA je urcena pro molekularni analyzu bakte-
ridlnich populaci jak vramci mistné a ¢asové ohranice-
nych epidemickych vyskyta [47, 48, 49, 50, 51], tak i pro
analyzu souborti bakterialnich kment pochézejicich
z vétsich izemnich celkd a z riznych obdobi [52, 53,
54, 55, 56]. Jeji velkou pfednosti je moznost snadného
porovnavani vysledkt ziskanych na rznych pracovi-
stich [52, 53].

Databéze dosud popsanych MT B. pertussis je dostupna na
webovych strankach Multiple-Locus Variable number
tandem repeat Analysis [57], stejné jako standardizova-
ny MLVA protokol. Na zdkladé ziskanych MLVA profila
a typl lze porovnavat i izolaty analyzované na rtiznych
pracovistich, pfipadné urcit jejich vzajemnou pfibuz-
nost, to vSe za pfedpokladu, Ze pouzitd metoda je dosta-
tecné validovana a standardizovana [58]. Na podkladé
ziskanych dat je mozné stanovit a porovnavat genetickou
diverzitu bakteridlnich populaci, detekovat klondlni
expanzi a jiné zmény ve studované populaci [46]. V CR
dosud nebyla k dispozici metoda vhodna k molekularni
typizaci klinickych izolath B. pertussis. V NRL/DIPE se
provadéla sérotypizace B. pertussis pomoci monoklonal-
nich protilatek proti fimbriim typu 2 a 3, vybrané kmeny
byly analyzovany nékolika metodami v ramci evropské
surveillance B. pertussis [53].

Cilem této prace byla MLVA analyza souboru 136 kment
B. pertussis ze sbirky NRL/DIPE SZU Praha. Kmeny byly
izolovany z klinického materidlu v obdobi 1967-2015.
Cely soubor, kromé péti kmenti izolovanych na tzemi
dnesni Slovenské republiky (SR), pochazi z tizemi CR.
Byla porovnana geneticka diverzita a zastoupeni dete-
kovanych MT ve tfech obdobich lisicich se vakcinac¢ni
strategii a trendem vyskytu pertuse v populaci Zijici na
uzemi CR. Vysledky analyzy velkého souboru kmenii by
zarovenl mély byt podkladem pro posouzeni vhodnosti
pouziti metody MLVA pro analyzu mozného epidemic-
kého vyskytu B. pertussis v CR.
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MATERIAL A METODIKY

Soubor kmeni B. pertussis

Analyzovano bylo celkem 136 kment B. pertussis ze sbirky

NRL/DIPE. Kmeny izolované z klinického materidlu na

tizemi CR (131 kmen) a SR (5 kment) byly zaslany do

NRL/DIPE v pritbéhu témét padesatiletého obdobi - roky

1967-2015 (Cerven).

Obdobi 1967-2015 (Cerven), ze kterého pochdazeji vsechny

studované kmeny B. pertussis, bylo pro ticely studie roz-

déleno na tfi kratsi obdobi s ohledem na trend vyskytu
onemocnéni pertusi na izemi CR a na pouZivanou o¢-
kovaci latku:

*1967-1980, obdobi ockovani celobunécnou vakcinou
Ceskoslovenské vyroby a klesajiciho trendu vyskytu
pertuse;

+1990-2007, obdobi soubézného pouzivani zahrani¢nich
vakcin, celobunécné i acelularni vakciny a pocatku
vzestupného trendu vyskytu pertuse;

« 2008-2015 (¢erven), obdobi ofkovani zahrani¢ni ace-
lularni vakcinou a pokracujiciho vzestupného trendu
vyskytu pertuse.

Kultivace a identifikace kmenii

Kmeny B. pertussis byly kultivovany na Charcoal agaru
(Oxoid) a na Bordet-Gengou agaru v normalni atmosfére
pti teploté 35 + 1 °C po dobu 96 hodin. Druhovd identifi-
kace byla ovétena sklickovou aglutinaci (Bordetella pertussis
diagnostické antisérum, Remel LTD, USA).

Extrakce DNA

Extrakce DNA byla provedena pomoci soupravy QlAamp
DNA Mini Kit (Qiagen, SRN) podle protokolu pro ex-
trakci DNA gramnegativnich bakterii doporuceného
vyrobcem.

VNTR PCR

PCR amplifikace tisekii DNA obsahujicich analyzované
tandemové repetice byla provedena podle publikova-
ného protokolu [46, 57] v termocykleru Veriti (Applied
Biosystems), USA. Oproti piivodnimu protokolu byla
u VNTRG sniZena teplota hybridizace primeri na 62 °C.
Po zmeéneé reakénich podminek bylo dosazeno optimalni
kvality produktt amplifikace, nutné pro jejich dalsi
zpracovani.

Analyza produktii

Priprava PCR produktt k analyze v genetickém analyzato-
ru 3130xl (Applied Biosystems, USA), byla provedena po-
dle protokolu dostupného na webovych strankdch MLVA
[57]. Pti testovani protokolu v konkrétnich podminkach
laboratore bylo zjisténo, Ze pro dosazeni uspokojivych
vysledkil je tfeba zménit fedéni standardu a nékterych
produktti amplifikace. LIZ500 Marker byl pouzit v fedéni
1:300, vysledné fedéni produktti PCR bylo pro VNTR1
a VNTRG61: 200, pro VNTR3, VNTR4 a VNTR51 : 500.
Vzorky byly vzdy analyzovany bezprostfedné po piiprave,
bez skladovani.

Urceni alel na zakladé délky amplikonii

Zjisténi poctu VNTR repetic u jednotlivych kmeni bylo
provedeno ve vystupnich souborech analyzatoru soft-
warem Gene Marker (SoftGenetics, USA). Délky useka
jednotlivych repetic a jejich pocet v izoldtech byl pro



kazdy nove zjistény MT ovéren sekvenaci analyzatorem
3130x1 [46].

Hodnoty délek VNTR repetic byly porovnany s hodnotami
uvedenymi pro jednotlivé VNTR v seznamu na [57].

Prifazeni MLVA typt

Pro kazdy testovany kmen bylo provedeno 5 VNTR re-
akei a po nasledné analyze produktii a urceni alel byl
stanoven MLVA profil. MLVA profil je tvofen kombinaci
6 prirozenych ¢isel oznacujicich pocet repetic u jednot-
livych VNTR alel. Kazdému MLVA profilu bylo ptifazeno
pfirozené ¢islo, oznacujici ptislusny MT. Zndmé MT byly
pfifazeny pomoci porovnani profild ziskanych testova-
nim s databazi znamych MT [57]. Kmeny, jejichZ MLVA
profily neodpovidaly Zadnému z dosud znamych MT,
byly pro ovéreni poctu repetic testovany sekvenaci [46]
a odesldny do Rijksinstituut voor Volksgezondheid en
Milieu (RIVM, nizozemska instituce odpovidajici funkci
azaméfenim pfiblizné nagemu SZU) k ovéfeni, pfifazeni
MT a zafazeni do databaze MT.

Zpracovani dat

Vystupy z provedené MLVA analyzy byly zpracovany po-
moci algoritmu eBURST (based upon related sequence
types) [http://eburst.mlst.net]. Vysledkem je usporadani
souboru ziskanych MT do seskupeni podle charakteristik
stanovenych metodou MLVA. Skupina kmenti (group) byla
pro tcely této prace nadefinovana pro minimalni pocet
péti shodnych z celkem Sesti alel. Seskupeni vytvotené
algoritmem eBURST odpovida v tomto piipadé klonalnimu
(MLVA) komplexu, definovanému v praci Spratta et al.
jako skupina navzajem blizce piibuznych izolatd v ramci
studované bakterialni populace, u nichz lze predpokladat,
Ze pochézeji ze spoletného vychoziho kmene [59].

Statistické zpracovani

Pro kazdé ze stanovenych obdobi byl vypocten Simpsontiv
index diverzity (DI) v modifikaci podle Huntera a Gastona
[60], 95% interval spolehlivosti (CI) byl vypocten podle
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Crundmanna [61]. Byl pouZit Online tool for quantitative
assessment of classification agreement [62].

VYSLEDKY

136 studovanych kmend B. pertussis z celého sledovaného
obdobi 1967-2015 (Cerven) bylo pfifazeno ke 14 riznym
MT, z toho u 10 kmenti byl stanoven a pfifazen néktery
ze 3 novych, dosud nepopsanych MT (MT308, MT309
a MT310). Tyto nové typy byly po ovéfeni zatazeny do da-
tabaze MT. MT141, MT255, MT309, MT310, MT75 a MT44
byly nalezeny kazdy pouze u jednoho kmene. Dva nej-
¢astéjsi MT byly MT27 a MT29. Nebyl zaznamenan Zadny
MT, ktery by se vyskytoval ve vsech tiech sledovanych
obdobich. DI pro cely soubor mél hodnotu 0,697 a CI(95%)
byl 0,623-0,771 - tabulka 1.

Prehled MT zastoupenych ve tfech srovnavanych obdo-
bich shrnuje tabulka 2.

Z obdobi plo§ného ockovani celobunéénou vakcinou
a dlouhodobého trendu poklesu nemocnosti pertusi
(1967-1980) bylo analyzovano 32 kment B. pertussis. Tyto
kmeny byly ptifazeny k 8 MT (MT141, MT255, MT308,
MT309, MT310, MT10, MT75, MT29). Kromé MT29 se
ostatni zjisténé MT vyskytovaly pouze v souboru z to-
hoto obdobi. 10 kmenii bylo prifazeno k dosud nepo-
psanym MT. MT308 byl v souboru zastoupen 8 kmeny
(25 %), ostatni nove prifazené MT (MT309, MT310) byly
zastoupeny po jednom kmeni. MT29 v tomto obdobi
jednoznacneé prevazoval, byl zastoupen 17 kmeny (53 %)
a jako jediny se vyskytoval i v ndsledujicim obdobi. DI
pro obdobi 1967-1980 mél hodnotu 0,667, CI (95%) byl
0,524-0,810.

Z obdobi soubézného ockovani celobunéénou a acelular-
ni vakcinou a poc¢atku vzestupu nemocnosti (1990-2007)
bylo do studie zafazeno 13 kmend B. pertussis patficich
k 4 riznym MT. MT44 byl zastoupen jedinym kmenem
a vyskytl se vyhradné v tomto obdobi. MT29 (pfevazujici
v obdobi pfedchizejicim) byl zastoupen 5 kmeny (35 %)

Tabulka 1. Pfehled vysledki MLVA analyzy souboru kmen B. pertussis, CR, 1967-2015 (¢erven)
Table 1. MLVA analysis of B. pertussis strain collection, Czech Republic, 1967-2015 (June)

Obdobi Poéet izolati Pocet MT Vyéet MT Cetnost MT Cetnost MT (%) CI (95 %)

255 1 0,74
308 8 5,88
309 1 0,74

310 1 0,74

10 2 1,47

29 21 15,44

1967-2015 136 14 o ] 07 0697 Qo

141 1 0,74 :

27 70 51,47

44 1 0,74

16 13 9,56

25 4 2,94

32 10 7,35

18 2 1,47
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Tabulka 2. Pehled vysledk(i MLVA analyzy souboru kmenii B. pertussis, CR, 1967-1980, 1990-2007, 2008-2015 (Eerven)
Table 2. MLVA analysis of B. pertusis strain collection, Czech Republic, 1967-1980, 1990-2007, 2008-2015 (June)

Obdobi Pocet izolatil Pocet MT Vycet MT Cetnost MT Cetnost MT (%) CI (95 %)
255 1 313
308 8 25,00
309 1 313
310 1 313
1967-1980 32 8 0,667 0,524-0,810
10 2 6,25
29 17 53,13
75 1 3,13
141 1 3,13
29 4 30,77
27 7 53,85
1990-2007 13 4 0,654 0,465-0,843
44 1 7,69
16 1 7,69
27 63 69,23
25 4 4,40
2008-2015 91 5 32 10 10,99 0,49 0,376-0,604
16 12 13,19
18 2 2,20

a po roce 1993 jiz nebyl jeho vyskyt zaznamenan. MT16
byl v souboru z tohoto obdobi zastoupen jednim kme-
nem z roku 2007 a jeho vyskyt byl vyssi v nasledujicim
obdobi. Pfevlddajicim typem byl MT27, zastoupeny
7 kmeny (50 %), jeho vyskyt byl rovnéz vyssi v ndsle-
dujicim obdobi. DI pro obdobi 1990-2007 mél hodnotu
0,654, CI(95%) 0,465-0,843.

Z obdobi plosného ockovani acelularni vakcinou a pokra-
¢ujiciho trendu vzestupu nemocnosti pertusi (2008-2015)
bylo analyzovano 91 kment B. pertussis. Kmeny byly pfifa-
zeny k 5 riznym MT, z toho MT27 a MT16 se jiz vyskytova-
ly v obdobi piedchazejicim, MT18, MT25a MT32 se v pfed-
chozich dvou obdobich nevyskytly. Prevazujicim typem
byl stejné jako v pfedchozim obdobi MT27, jeho pomérné
zastoupeni bylo v tomto obdobi jesté vyssi (69 %). Také
pomeérny vyskyt MT16 byl oproti predchozimu obdobi
vy$si (13 %). MT32 byl zastoupen 10 kmeny (11 %), MT25 4
kmeny (4,4 %) a MT18 2 kmeny (2,2 %). Vyskyt MT25 byl
poprvé zaznamenan u kmene z roku 2014. DI mél pro
obdobi 2008-2015 hodnotu 0,490, CI (95%) 0,376-0,604.
Analyza dat algoritmem eBURST [59] podle nadefinova-
nych parametrt ukdzala, Ze MT z celého analyzovaného
souboru kment tvofi jednu skupinu odpovidajici MLVA
komplexu a jeden singleton - MT75. V diagramu eBURST
pro cely soubor testovanych kment je za ancestralni typ
oznacen MT27 - obrazek 1. Tento MT byl soucasné zastou-
pen nejvyssim poctem kment. MT29 (druhy nejcastéjsi
MT) a MT141 byly pak oznaceny jako ,,subgroup founders*,
ancestralni MT v ramci podskupiny. MT75 se od vSech
ostatnich MT lisil ve vice nez dvou alelach, a proto jej I1ze
oznacit za typ ostatnim nepiibuzny. Tento MT neni zob-
razenv diagramech. U kmene B. pertussis, ktery je jedinym
zastupcem MT75 v souboru, byly rovnéz zjistény dosud
neznamé typy antigennich determinant ptxPa prmA [63].
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Z diagramu eBURST pro soubor kmenti z obdobi 1967-1980
je patrné, Ze ancestrdlnim MT zde byl MTI41, zatimco
MT29, zastoupeny nejvyssim poctem kment, ma ve
skupiné pouze 1 tzv. Single Locus Variant (SLV), MT10
- obrazek 2.

/ MT18

MT16

MT255

\ /0
MT10 MT310 MT308 MT141 M

MT25

MT29

Obr. 1. Diagram eBURST, MLVA analyza kmentl B. pertussis,
CR, 1967-2015 (Cerven)

V diagramu neni zobrazen singleton MT 75. Modra barva
oznacuje ancestrdlni MT (primary founder), Zluta barva ozna-
Cuje ancestralni MT v ramci podskupiny (subgroup founders).

Figure 1. eBURST diagram, MLVA analysis of B. pertussis
strain collection, Czech Republic, 1967-2015 (June)

MT 75, the singleton, is not shown. Primary founders featured
in blue, subgroup founders featured in yellow.



MT255

MT309

Obr. 2. Diagram eBURST, MLVA analyza kmen B. pertussis,
CR, 1967-1980

Figure 2. eBURST diagram, MLVA analysis of B. pertussis
strain collection, Czech Republic, 1967-1980

eBURST analyza souboru kmeni z obdobi 1990-2007 ne-
vyhodnotila Zddny z MT jako ancestralni. MT27 a MT29
maji shodné po 2 SLV i Double Locus Variants (DLV)
- obrazek 3.

? MT44

® MT29

® MT27

MT16

Obr. 3. Diagram eBURST, MLVA analyza kmenu B. pertussis,
CR, 1990-2007

Figure 3. eBURST diagram, MLVA analysis of B. pertussis
strain collection, Czech Republic, 1990-2007

V souboru kment z obdobi 2008-2015 (¢erven) byl jako
ancestralni vyhodnocen MT27, ktery je soucasné za-
stoupen nejvyssim poctem kment a ktery byl rovnéz
vyhodnocen jako ancestralni MT pro cely soubor kment
- obrazek 4.
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MT32

Obr. 4. Diagram eBURST, MLVA analyza kmenii B. pertussis,
CR, 2008-2015 (¢erven)

Figure 4. eBURST diagram, MLVA analysis of B. pertussis
strain collection, Czech Republic, 2008-2015 (June)

DISKUSE

Zpracovani vysledkit MLVA analyzy souboru 136 kment
B. pertussis izolovanych z klinického materidlu na dzemi
CR (av piipadé péti kment i dnesni SR) v obdobi 1967-2015
ukazalo pokles genetické diverzity v tomto souboru v case
uplynulém od zahajeni plosné vakcinace a zarover zmény
v zastoupeni MLVA typt.

Pét kmendt, u kterych byl dohleddn pivod na tzemi
dnesni Slovenské republiky, bylo v souboru ponechano.
Vsechny tyto kmeny pochazeji z let 1968-1971, a spadaji
tedy do prvniho sledovaného obdobi. V té dobé byla na
uzemi CSSR uplatilovana jednotnd vakcina¢ni strategie,
1ze tedy pfedpokladat i selekéni tlak obdobnych mecha-
nismi ziskané imunity.

DI je vyrazné nizsi v souboru kment z obdobi 2007-2015,
tedy z obdobi vymezeného pocatkem celoplosného oc-
kovani acelularni pertusovou vakcinou v CR, oproti
obéma predchazejicim obdobim. DI pro obdobi 1967-1980
a 1990-2007 se vyznamné nelisi. Z téchto obdobi byly
pro analyzu k dispozici vyrazné nizsi pocty kmenii nez
z recentni doby. Kmeny z doby pfed zahajenim vakci-
nace (tedy pred rokem 1958), z raného postvakcinacni-
ho obdobi (1959-1966) a z obdobi 1981-1989 k dispozici
nebyly. V jinych zemich s dlouhodobé proockovanou
populaci (USA, Velka Britanie) byl zaznamenan pokles
DI po zahajeni vakcinace oproti obdobi pfedchazejici-
mu [54], a rovnéz vzestup genetické diverzity populace
B. pertussis v obdobi poklesu proockovanosti [54, 55]. Na
uzemi CR nebyl ve sledovaném obdobi vyznamny pokles
proockovanosti zaznamenan [1,2]. Z analyzy souboru
kmend z uzemi CR je patrny pouze pokles DI v obdobi
po zahdjeni plosného ockovani aceluldrni vakcinou,
ktery je ve shodé s vysledky obdobnych studii ve svété
(35, 54, 55].

V celém souboru (tvoficim 1 MLVA komplex a 1 single-
ton) Cetnosti vyrazné pievazuji dva MT: MT27 a MT29.
Vysoka prevalence téchto typt je patrna i na globalni
drovni, pokud jde o zemé s dlouhodobé prooc¢kovanou
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populaci [47, 53, 54, 55, 56, 64]. Vyjimkou jsou zemeé
s odlisnou vakcinac¢ni strategii, v Evropé pfedevs§im
Polsko [53]. MT29 je nejcetnéji zastoupen v prvnim
sledovaném obdobi, po roce 1993 se jiZ nevyskytuje.
MT27 se naopak objevuje v obdobi 1990-2007, kdy jiz
pfevazuje, v nasledujicim obdobi je pak jeho pfevaha
jeSté vyraznéjsi. Také tento vyvoj je globalnim tren-
dem [47, 53, 54, 55]. V Polsku byl zaznamendan opacny
vyvoj, k dispozici v§ak byly pouze kmeny izolované do
roku 2006 [53].

V prvnim obdobi (1967-1980) byl zaznamendn vyskyt 3
dosud nepopsanych MT, z toho MT308 je druhym nej-
¢etnéji zastoupenym MT. Regiondlné unikatni MT byly
popsany i v obdobnych studiich z jinych zemi, v obdo-
bich prevakcinac¢nich a rané postvakcinac¢nich [54, 55].
Nalezeni téchto typi jen na jednom tzemi mtize byt
zapric¢inéno celkové vyssi heterogenitou a regiondlni
raznosti populaci B. pertussis pted vakcinaci a kratce po
jejim zahdjeni. Jinym moZnym vysvétlenim je nemoz-
nost porovnavat reprezentativni vybéry kmenti z téchto
obdobi pro nizky pocet dochovanych viabilnich kment.
MT29 a MT10 naopak vykazuji globalni vyskyt. MT10
prevazoval v prevakcina¢ni éfe ve Velké Britanii [54],
USA [55] a dalsich zemich s dlouhodobé proockovanou
populaci [56]. Mezi lety 1989-2007 byl tento typ zazna-
menan mezi japonskymi klinickymi izolaty [56]. MT29,
typ lisici se od MT10 pouze ve VNTRI, je ve svété domi-
nujicim typem pfedev$im v raném postvakcina¢nim
obdobi [54, 55]. V souboru kment z 12 evropskych zemi
je tento typ jesté zastoupen v obdobi 1998-2001, poté
jiz jeho vyskyt nebyl zaznamendn, s vyjimkou Polska.
Prislusnost k tomuto MT korelovala u studovanych
izolatl s ptitomnosti ptxPl alely promotoru genu pro
pertusovy toxin [47, 65]. Stejné tomu bylo i v souboru
Ceskych izolatd [63]. Kmen patfici k MT75 byl izolovan
v roce 1970. Jednd se o jediny kmen v souboru, ktery
neni soucasti MLVA komplexu a jevi se jako neptibuzny
ostatnim kmen@m souboru. Nejde v§ak o unikitni MT,
tento typ se vyskytl jiZ v rozmezi let 1920-1950 v USA
a v roce 1993 u 1izoldtu z Francie [56].

V druhém obdobi (1990-2007) jiz pievazuje MT27. V roce
2007 je izolovan prvni kmen patfici k MT16. Z tohoto
obdobi byl k dispozici nizky pocet kmenti, coz odpovida
tehdejsimu nizkému vyskytu onemocnéni [2].

Z tfetiho obdobi bylo analyzovano 91 kmend, oproti dvé-
ma piedchdzejicim obdobim vyrazné vys$si pocet. Témét
70 % téchto kment nalezi k MT27.

Kmeny patfici k MT27 jsou vybaveny ptxP3 alelou pro-
motoru genu pro pertusovy toxin [47, 51, 66]. Kmeny
nesouci tuto alelu jsou v soucasnosti roz§ifeny globalné
a pfevazuji ve vétsiné zemi s dlouhodobé vakcinova-
nou populaci [65]. Alela ptxP3 byla poprvé zachycena
v Nizozemsku v roce 1988 [47], narast poftu kment
nesoucich tuto alelu byl tamtéz spojen s nartistem
poctu hlasenych onemocnéni pertusi a s vyssim po-
¢tem hospitalizaci a imrti [65]. P¥i porovnani s kmeny
nesoucimi alelu ptxP1 byla u ptxP3-kmenti prokizana
vy$$i produkce pertusového toxinu [65]. U mysi byla
potvrzena u ptxP3-kment B. pertussis lep$i schopnost
kolonizovat sliznici trachey a plicni parenchym [67].
Byly prokazdny odli$nosti v regulaci exprese genii
u ptxPl- a ptxP3-kment [19,67]. Pro kmeny nesouci
ptxP3 je charakteristicka zvySend exprese mnoha fak-
torti virulence, coz vede pfedevsim k vyraznéjsimu
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potlaceni imunitni odpovédi hostitele a usnadnéni
pfenosu mezi dospélymi jedinci, ktefi se jiz setkali
s antigennimi strukturami B. pertussis, bud prostred-
nictvim vakciny, nebo nakazou [13,19,27]. Z faktor
virulence se nejvyznamnéji uplatiiuje pertusovy to-
xin, zodpovédny zejména za intoxikaci alveolarnich
makrofagti, potla¢eni mechanismi slizni¢ni imunity
a celularni i protilatkové odpovédi, Vag8, autotrans-
portni protein odpovédny za rezistenci ke komplemen-
tu, a efektory transportniho systému typu III (T3SS).
K efektortim T3SS se fadi BteA, cytotoxin plisobici smrt
epitelidlnich bunék, a BopN, modulator celuldrni od-
povédi [19]. Analyzou SNP mutaci bylo prokdzano, zZe
ptxPI- a ptxP3-kmeny patfi k rtiznym evolu¢nim liniim
[47]. Srovnavaci genomickou hybridizaci bylo prokaza-
no, ze ptxP3- kmeny vesmeés neobsahuji oblast genomu
C¢itajici 18 gent, tzv. RD-10 (Region of Difference),
zatimco v genomu ptxPl-kment je tato oblast pfitomna
[47].

Celkové 1ze zmény ve vyskytu a zastoupeni jednotlivych
MT v ceské populaci B. pertussis od zahdjeni vakcinace
s vyznamnym zastoupenim regionalné unikatnich ty-
pt k populaci uniformnéjsi, tvofené z velké casti MT
s globalnim vyskytem, s vyraznou dominanci MT27.
Tento vyvoj je mozné pozorovat v oblastech s dlouhodo-
bé proockovanou populaci celosvétové [53, 54, 55, 56].
MT16 a MT27 jsou vyznamné zastoupeny v celoevropské
populaci B. pertussis. V USA a Velké Britanii se od konce
90. let vyskytuji MT27, MT16, MT18, MT32, MT25 [54,55].
Ve Velké Britanii jejich pomérné zastoupeni s casem na-
rista [54]. V Japonsku se MT16, MT32, MT27 vyskytovaly
v obdobi 2002 a 2004, v dalsich letech nariista pomérné
zastoupeni MT27, ostatni zminéné MT jiz v pozdéjsich
obdobich nebyly zachyceny [51]. MT70, typ s vyznamnym
pomeérnym zastoupenim v Australii [56] a Polsku [53]
a v letech 1998-2001 také ve Velké Britanii [54], nebyl
v souboru ¢eskych kment zachycen, stejné tak MT64,
vyznamneé zastoupeny v Australii [56] a MT186, Casty
v Japonsku [51].

Z vysledkt MLVA analyzy po zpracovani algoritmem
eBURST nelze automaticky usuzovat na evolucni stari
a pfibuznost kmenti patficich k jednotlivym MT. Jednd
se o hypoteticky model, ktery se mtiZe v rizné mife lisit
od realnych pomeéra a vztaht evolu¢ni ptibuznosti ve
studované populaci. Priciny této mozné nepiesnosti na-
jdeme v kazdém z krokd, které vedou k vysledné grafické
a ¢iselné podobé ziskanych dat.

Prvnim krokem je ziskani souboru bakterialnich kment
pro testovani. Tento soubor by idedlné mél byt reprezen-
tativnim vybérem z celé populace daného bakteridlniho
druhu ve studovaném obdobi a geografické oblasti.
Studovany soubor kmentl B. pertussis z tohoto pohledu
idedlni neni, z obdobi pfed rokem 2008 byl k dispozici
niz8i pocet kment. Presto vSak bylo v populaci B. per-
tussis z izemi CR mozné sledovat obdobné zmény jako
v populacich z jinych zemi s dlouhodobé proockovanou
populaci.

Dalsim krokem je samotnd molekularni analyza, ap-
likace konkrétni metodiky cilici na specifické varia-
biln{ oblasti genomu. Variabilita zvolenych oblasti je
ovliviiovana i mechanismy, které mohou vést jak ke
shodnym parametrim u nepfibuznych kment, tak
ik opacné situaci. Mutace ve VNTR oblastech, vznikajici



mechanismem slipped strand mispairing, lze obecné
povaZzovat za ndhodné [44]. Genom B. pertussis je vysoce
monomorfni, pfesto byl pifi srovnhani MLVA analyzy
s SNP analyzou prokazan konvergentni vyvoj ve VNTR
oblastech [68]. K tomuto vyvoji dochdzi mechanismem
homologni rekombinace nebo diky reverzibilité procesu
slipped strand mispairing [30, 32, 68]. Rekombinace
obecné castéji vedou k poklesu diverzity populace nez
kjejimu vzestupu [69]. V ptipadé doplnéni MLVA ana-
lyzy analyzou SNP je mozné nalézt evolucné nepiibuzné
izolaty ndleZejici k témuz MT [68].

Vyhodou metody MLVA je snadna proveditelnost, dob-
ra uroven rozliseni [46, 68, 70,] a pfedev§im mozZnost
snadného porovnani vysledki z riznych pracovist
pomoci databdze vSech dosud detekovanych MT [57].
Schouls et al. [46] prokazali, Ze zmeény v diverzité po-
pulace detekované metodou MLVA pfedchizeji zmény
v diverzité zachycené na podkladé sekvenacni analyzy
genti kédujicich antigenni struktury (MAST). Jde tedy
o metodu vhodnou i k molekuldrné epidemiologické
analyze, zejména vétsich soubort kment ziskanych
v krat$im casovém obdobi [49, 50, 51, 66, 71]. MLVA
umoziiuje detekci zmén diverzity v souboru oproti
bézné populaci, signalizujici naptiklad moZnou klondl-
ni expanzi [46]. Metodou MLVA je mozné analyzovat
i vzorky DNA B. pertussis izolované pfimo z materidlu
z dychacich cest, bez nutnosti kultivace [72]. Jak ce-
losvétové, tak i v CR je vlivem lepsi dostupnosti mo-
lekuldrnich technik i pro rutinni diagnostiku stale
obtiznéjsi ziskavat kmeny B. pertussis pro podrobné;jsi
analyzu [3, 73].

Pro ispésné zavedeni typiza¢ni metody urcené k rutinni
epidemiologické analyze zvyseného vyskytu sledovaného
onemocnéni a k monitorovani epidemiologického vyvoje
na urcitém tizemnim celku je nutné nejprve provést po-
pulacné genetickou analyzu dostupného souboru histo-
rickych i soucasnych klinickych izolatd ptivodce z daného
tzemi [58]. Takovym podkladem pro analyzu ptipadného
epidemického vyskytu B. pertussis na izemi CR mohou byt
vysledky této prace. Vyrazna dominance jediného MT
v souboru recentnich izolatt je v§ak pro takové vyuziti
limitujici a 1ze pfedpokladat, Ze bude vhodné kombinovat
MLVA typizaci s dal$imi metodami [51]. V CRv soudasné
dobé ptipadd v tvahu jiZz zavedend metoda sekvenacni
typizace MAST [38].

ZAVER

MLVA analyzou souboru kment B. pertussis izolova-
nych z klinického materialu na uzemi CR v obdobi
1967-2015 byl prokazan pokles genetické diverzity ve
studované populaci a zmeény v zastoupeni a cetnosti
jednotlivych MT. Tyto zmény lze charakterizovat jako
postupny nartst vyskytu globalné rozsifenych MT na
ukor MT regiondlné unikatnich a postupné rozsifeni
a vyrazné prevazujictho MT27. Tento typ pfevazuje ve
vétsiné geografickych oblasti, kde je populace dlou-
hodobé proockovand proti pertusi. Vysledky analyzy
mohou byt vyuzivany ijako podklad pro aplikaci MLVA
v epidemiologické analyze souborii mensiho rozsahu.
Pro analyzu epidemickych vyskyti B. pertussis v CR je
vhodné kombinovat metodu MLVA s dalsi metodou
molekularni typizace.
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