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SOUHRN

Cil prace: Ovéreni moznosti vyuziti metody sekvenace celého
genomu (WGS) v molekuldrni surveillance invazivniho me-
ningokokového onemocnéni v Ceské republice. Uréenf Uspés-
nosti nové metody pfi stanovovani genovych a proteinovych
variant a jeji porovnani s klasickymi sekvenacnimi metodami.
Material a metodiky: Pro celogenomovou sekvenaci byl vy-
brdn soubor dvaceti izoldtd N. meningitidis z invazivnich me-
ningokokovych onemocnéni, kterd byla zachycena v Ceské
republice v roce 2015. WGS probéhla na platformé lllumina
MiSeq. Celogenomova data byla upravena pomoci softwaru
Velvet de novo Assembler a vysledné genomoveé kontigy byly
posldny do Neisseria PUbMLST webové databaze obsahujici
alelové a genomické Udaje kmend rodu Neisseria. Analyza
a vzajemné porovnani genomui probéhlo s vyuzitim BIGSdb
Genome Comparator, ktery je soucasti databaze PubMLST. Data
WGS byla porovnana na nékolika urovnich rozliseni: MLST (Multi
Locus Sequence Typing), rMLST (ribozomalni MLST), cgMLST
(core genome MLST) a “all loci“ tj. vech definovanych genl
pro N. meningitidis v databazi PUbMLST k 6. 11. 2017 (3 028
lokus(). Metodou WGS byla provedena detailni charakterizace
gend antigent zarazenych do vakcin proti N. meningitidis B.

ABSTRACT

KFizova P., Honskus M., Okonji Z., Musilek M., Kozdkova J.:
Surveillance of invasive meningococcal disease based on
whole genome sequencing (WGS), Czech Republic, 2015
Aim: To test the potential of whole genome sequencing (WGS)
for molecular surveillance of invasive meningococcal disea-
se in the Czech Republic. To check the success of the new
method in the identification of gene and protein variants and
to compare the outcomes between WGS and conventional
sequencing methods.

Material and methods: \WWGS was carried out in a set of 20
N. meningitidis isolates from invasive meningococcal disease
cases in the Czech Republic in 2015. WGS was performed using
the lllumina MiSeq platform. The WGS data were processed
by the Velvet de novo Assembler software, and the resultant
genome contigs were submitted to the Neisseria PubMLST web
database containing allelic and genomic data on strains of the
genus Neisseria. The genomes were analysed and compared
using the BIGSdb Genome Comparator, which is part of the
PubMLST database. WGS data were compared at several levels
of resolution: MLST (Multi Locus Sequence Typing), rMLST
(ribosomal MLST), cgMLST (core genome MLST), and "all loci",
i.e. all genes of N. meningitidis defined in the PubMLST data-
base by 6 November 2017 (3028 loci). The WGS method was
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Vysledky: Nova metoda WGS poskytla detailni charakterizaci
izolatl N. meningitidis, kterd zpresnila predchozi vysledky
ziskané klasickymi sekvenacnimi metodami. Kvalitnéjsi WGS
data umoznila identifikaci novych alel a novych sekvenacnich
typd, které nebyly klasickymi sekvenacnimi metodami rozpo-
znany. Analyza genetické diverzity potvrdila vyssi pribuznost
mezi izolaty, které patfi k jednomu klondlnimu komplexu.
srovnani dat WGS na urovni schémat cgMLST a “all loci”. Byla
zjisténa vzdalena pribuznost tfi klonalnich komplexd (cc32,
o pokryti izolatd novymi vakcinami proti N. meningitidis B,
ve srovnani s klasickou sekvenaci.

Zaveéry: WGS metoda prokazala vyssi diskriminacni moznosti
a presnéjsi urceni genetickych vlastnosti N. meningitidis.
Zarazeni metody WGS do rutinni molekuldrni surveillance
invazivniho meningokokového onemocnéni v Ceské repub-
lice je Zadouci.

KLICOVA SLOVA
invazivni meningokokové onemocnéni - genomova
surveillance - sekvenace celého genomu (WGS)

used to characterise in detail the genes of antigens involved
in vaccines against N. meningitidis B.

Results: The new WGS method provided detailed characte-
ristics of N. meningitidis isolates, which improved the results
obtained previously by conventional sequencing methods. High
quality WGS data made it possible to identify novel alleles and
novel sequence types that could not be recognized by conven-
tional sequencing methods. The analysis of genetic diversity
confirmed closer relatedness between isolates belonging to
the same clonal complex. The most accurate information on
genetic diversity of isolates was obtained by the comparison
of WGS data at the cgMLST and "all loci" levels. Distant rela-
tedness of three clonal complexes (cc32, cc35, and cc269) was
found. WGS data also provided more accurate information on
the coverage of isolates by MenB vaccines in comparison with
conventional sequencing data.

Conclusions: The WGS method showed a higher discrimina-
tion potential and allowed a more accurate determination of
genetic characteristics of N. meningitidis. The integration of
the WGS method in routine molecular surveillance of invasive
meningococcal disease in the Czech Republic is desirable.

KEYWORDS
invasive meningococcal disease - genomic surveillance - whole
genome sequencing (WGS)
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uvob

Invazivni meningokokové onemocnéni (IMO) je celosvé-
tové vnimano jako zavazné, zivot ohrozujici onemoc-
néni, prestoZe jeho incidence ma v poslednich letech
sestupny trend [24]. Co vSak z{istava vysoké, je smrtnost
tohoto onemocnéni a procento celoZivotnich nasledki
u prezivsich. Jedinou tcinnou prevenci tohoto zavaz-
ného onemocnéni je vakcinace. Volba vhodné vakciny
a spravna vakcinacni strategie je pro dostatec¢nou ochra-
nu nezbytna. Soucasny vyvoj novych vakcin proti me-
ningokokovym onemocnénim prinasi dal§i moznosti:
kromé vakcin proti séroskupindm A, C, Y a W jsou nové
k dispozici i vakciny proti Neisseria meningitidis B (MenB
vakciny) [1, 18, 20].

Podkladem ucinné vakcinacni strategie je provadéni
kvalitni surveillance IMO. Kvalita surveillance IMO je
vyrazneé zlepsovana zavadénim molekularni charakteri-
zace izolatl N. meningitidis. Zpocatku se jednalo o metody
Kklasické sekvenace: multilokusovou sekvenaci (Multi-
-Locus Sequence Typing, MLST), sekvenaci variabilnich
oblasti gent porA, porB, fetA a genti antigentt MenB vak-
cin [6]. Nové je k dispozici metoda sekvenace celého
genomu, Whole Genome Sequencing (WGS), ktera ma
absolutni diskriminacéni schopnost a ukazuje se navic
ijako cenové vyhodnéjsi v porovnani s klasickymi sek-
venacnimi metodami [13, 14, 15]. WGS presnéji urcuje
geny antigenli novych MenB vakcin [5] a data WGS
perspektivné predstavuji koreldt k protilatkové odpovédi
na MenB vakciny [19]. WGS ma potencidl klasické sekve-
nacni metody vyznamnym zpisobem zpfesnit a detailni
molekularni charakterizaci meningokokd zefektivnit.
Zatazeni WGS do surveillance infekénich onemocnéni je
doporuceno Evropskym centrem pro kontrolu infekénich
onemocnéni (ECDC) a ma v Evropé v poslednich letech
vyznamny vzestupny trend [21].

Nemocnost IMO v Ceské republice je hlaSena od roku
1943 a od roku 1993 jsou k dispozici data celorepublikové
aktivni surveillance. Tato data surveillance IMO jsou
kazdoro¢né publikovana ve Zpravach Centra epidemio-
logie a mikrobiologie Statniho zdravotniho tstavu.
Izolaty z IMO jsou zasilany z mikrobiologickych labo-
ratoii celé republiky do Narodni referenéni laboratofe
pro meningokokové nidkazy (NRL) k ovéfeni a detail-
ni charakterizaci. Od zahajeni aktivni surveillance
IMO v roce 1993 jsou do NRL posilany izolaty z vice nez
60 % onemocnéni. Proporce izolatdi z IMO je ovlivnéna
skutecnosti, Ze kolem 30 % IMO je v poslednich letech
potvrzeno pouze bezkultivaé¢ni metodou polymerazové
Tetézové reakce (Real-Time Polymerase Chain Reaction,
RT-PCR). Molekularni charakterizace N. meningitidis kla-
sickymi sekvena¢nimi metodami byla v NRL zavedena
v roce 2000 [16] a vysledky jsou hlaSeny do mezinarod-
nich databazi: PubMLST (Public databases for molecular
typing and microbial genome diversity) [10], EMERT
(European Meningococcal Epidemiology in Real Time)
[8] a TESSy (The European Surveillance System) [11]. NRL
v ramci feSeni vyzkumného projektu zavedla v roce 2015
metodu WGS s cilem jeji implementace do celorepubli-
kové surveillance IMO [22].

Tato prace prezentuje prvni pouziti metody WGS v mo-
lekularni surveillance IMO v Ceské republice.
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MATERIAL A METODY

Bakteriilni izolaty a extrakce DNA

Pro celogenomovou sekvenaci byl vybran soubor dvaceti
izolatl N. meningitidis z IMO zaznamenanych v programu
surveillance v Ceské republice za rok 2015. Mezi jednotli-
vymi ptipady IMO nebyla zjisténa zadna epidemiologicka
souvislost. Prislusné bakteridlni kultury, které jsou ucho-
vavany v -80 °C (Kryobanka B, ITEST), byly vyockovany
na ¢okoladovy Mueller-Hinton agar a kultivovany 18-24
hodin ve 37 °C a 5% CO, atmosféfe. Séroskupiny izolatd
byly urceny klasickymi sérologickymi metodami a ové-
fovany metodou RT-PCR. Dalsim krokem byla izolace
deoxyribonukleové kyseliny (DNA), k niZ byl pouZit izo-
la¢ni kit QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN). Postup izolace
probihal podle pokyni vyrobce. VSechny izolaty byly poté
charakterizovany klasickymi sekvena¢nimi metodami.

Celogenomova sekvenace a zpracovani WGS dat
Celogenomova sekvenace dvaceti vybranych izolatd byla
realizovana externé - na pracovisti EMBL (European
Molecular Biology Laboratory, Heidelberg, Némecko).
Sekvenace probéhla na platformé Illumina MiSeq s vyu-
zitim referen¢niho genomu N. meningitidis kmen MC58.
Vysledkem byly pfekryvajici se sekvence o délce pfiblizné
300 bp. Celogenomova data byla nasledné v NRL zpra-
covana pomoci softwaru Velvet de novo Assembler. Pro
optimalizaci tohoto procesu byl pouzit Velvet-Optimiser
script [25]. U jednotlivych izolatd se parametr ,K-mer
lenght“ pohyboval mezi hodnotami73 a 111. Vysledné ge-
nomové kontigy byly poté poslany do Neisseria PubMLST
databaze [10], ktera vyuZiva platformu BIGSdDb (Bacterial
Isolate Genome Sequence Database) [12], pod oznacenim
Neisseria PubMLST IDs: 35105, 35107, 36325, 36329, 36673,
36674, 38267, 38268, 38276, 38278, 38897, 38899, 38901,
38989, 38990, 40373, 40376, 40377, 41191, 41412.

Genomicka analyza a vizualizace WGS dat
Genomové kontigy jednotlivych izolath byly v PubMLST
databazi automaticky skenovany a charakterizovany
alelovym profilem genti, které se v NRL standardné
urcuji klasickymi sekvenacnimi metodami (abcZ, adk,
aroE, fumC, gdh, pdhC, pgm, porA, fetA, nhba, nadA, fhbp). Na
zakladé alelového profilu sedmi MLST genti byl u izolati
urcen sekvenacni typ (ST) a prislusnost ke klonalnimu
komplexu (cc). U gend porA a fetA byly stanoveny alelo-
vé varianty ve variabilnich regionech (VR), které tyto
geny obsahuji (3krat pro porA a 1krat pro fetA). Dale byly
stanoveny alelové a peptidové varianty antigent zahr-
nutych v MenB vakcinach (nhba, nadA, fhbp) 12, 4, 17, 19,
20, 23]. Nové genové a peptidové varianty byly skenovany
manualné, pfidany do databaze, nasledné anotovany
a oCislovany diky automatickému vkladacimu nastroji
platformy BIGSdD.

Analyza a vzajemné porovnani genomd probéhlo s vy-
uzitim BIGSdb Genome Comparator, ktery je soucasti
databaze PubMLST [12]. Celogenomova data izolatd byla
porovnana na nékolika irovnich rozliseni: srovnani na
arovni schématu MLST gent (7 lokusti); schématu, které
pokryva geny ribozomalni multilokusové sekvenace -
rMLST (53 lokust); schématu ,,N. meningitidis core genome
MLST v1.0“ - cgMLST (1605 lokust); schématu “all loci®,
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tj. vSech definovanych gent pro N. meningitidis v databazi
PubMLST k 6. 11. 2017 (3028 lokustl) [3, 7, 12, 13, 14].

,Distance matrix“, které jsou zaloZzeny na poctu a varia-
bilité alel genti obsazenych v jednotlivych schématech,
byly automaticky vygenerovany a fylogenetické sité byly
vytvofeny v programu SplitsTree4, ktery vyuziva algo-
ritmus NeighborNet. Vysledky fylogenetickych analyz
byly nasledné graficky editovany v programu Inkscape.

VYSLEDKY A DISKUSE

1 Molekularni charakterizace izolati metodou WGS
V souboru 20 izolatdi z IMO roku 2015 prevazovala sé-
roskupina B (15 izolatd1), nasledovana séroskupinou C
a W (obé po 2 izolatech). U jednoho izolatu nebylo moz-
no séroskupinu urcit (NG, non-groupable) - tabulka 1.
Nejcastéji zjisténymi klonalnimi komplexy v souboru
izolath byly komplexy cc32 a cc41/44. Jedna se o typické
klonalni komplexy séroskupiny B. Na druhém misté
v Cetnosti vyskytu byl hypervirulentni klonalni komplex
ccll, typicky pro séroskupinu C a komplexy cc35 a cc269,
typické pro séroskupinu B. Ostatni detekované klonalni
komplexy byly zastoupeny vzdy jednim izolatem: ccl8,
€c60, ccl162, cc213 (séroskupina B), cc22 a cc865 (séroskupi-

na W). Jeden izolat séroskupiny B nebyl databazi BIGSdb
prifazen k zddnému zndmému klonalnimu komplexu
(ccUA, unassigned). 1zolat, u kterého nebylo mozné urcit
séroskupinu (non-groupable, NG) vykazoval piislusnost
ke komplexu cc41/44. U gend porA a fetA byla pozorova-
na vysoka heterogenita v jejich variabilnich regionech
u vSech izolatdi.

2 Geneticka diverzita izolatl zjiSténa metodou WGS
2.1 Srovndni na iirovni schématu MLST

Dva izolaty séroskupiny B klonalniho komplexu cc35 jevi
na rozliSovaci drovni MLST naprostou shodu a blizkou
pfibuznost ke klondlnimu komplexu cc32 (séroskupina
B). Klondlni komplex cc32 vykazuje vétsi riznorodost,
nicméné izolaty 90/15, B, cc32 a 14/16, B, cc32 jsou to-
tozné. Dobfe odliSené (ovSem mnohem méné vzajemné
pribuzné) jsou dva izolaty klonalniho komplexu cc269
(séroskupina B). Tii klonalni komplexy séroskupiny B
(cc32, cc35, cc269) jsou si vzdjemné vice pribuzné nez
ostatni. Zcela oddélené jsou vzajemné vysoce pribuzné
izolaty séroskupiny C (ccll). Dobfe vymezené jsou i izo-
laty klonalniho komplexu cc41/44 (séroskupina B a NG),
s prihlédnutim k pfedchozim klonalnim komplexm jsou
ale mezi sebou vice rozmanité. Ostatni izolaty sérosku-
pin B a W (kazdy zastoupeny jednim cc) jsou postaveny

70/15, B, cc35
64/15, B, cc35

90/15, B, cc32
14/16, B, cc32
91/15, B, cc32

75/15, B, cc32

36/15, B, cc41/44

73/15, NG, cc41/44 *

42/15, B, cc41/44

.

67/15, B, ccUA {
6/16, W, cc865

78/15, B, cc269
.

51/15, B, cc269

.

i 50/15, C, cc1
* 2M5, C, ccli

* 87115, B, cc18

* 54/15, B, cc213

.

52/15, B, cc60

4/15, B, cc162

77/15, W, cc22

Obr. 1. Vizualizace genetické diverzity na Urovni schématu MLST u 20 izolatd z IMO, 2015, CR
Figure 1. Visualisation of genetic diversity at the MLST level in 20 isolates from IMD, Czech Republic 2015
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Tabulka 1. Molekularni charakterizace 20 izolatd IMO z roku 2015, CR
Table 1. Molecular characteristics of 20 isolates from IMD from 2015, Czech Republic

PUVODNI PRACE

- samostatné a relativné neptibuzné, nicméné
E §TT\ 5 - o o w vykazuji vétsi pfibuznost k sobé navzajem a ke
- R e e iR klonalnimu komplexu cc41/44 nez ke klonal-
z e nim komplex@m cc32, cc35 a cc269 - obrazek 1.
e Meéritko ukazuje pomérné malou schopnost roz-
Tj S lisen{ izolat{ na drovni sedmi MLST gentl.
=y N 5 o\ ®
L Ny . (e} O [Xo)
| L = PP . . Py
o = L T 2.2 Srovndni na éirovni schématu rMLST
’N\ 3 %) iy
iy © Dva izolaty klonalniho komplexu cc35 jiz ne-
; ~ vykazuji pti vyssi Grovni rozliSeni naprostou
L g - o= shodu, nicméné jsou stale vysoce piibuzné a pti-
= ! ! 0 2 2 s . Z.c
N N @ at 3 X buzensky vysoce vzdalené od ostatnich izolatl.
N | = 2 = R PSR .
S v U klonalniho komplexu cc32 se jesté zvyraznilo
— odliseni od ostanich izolatl a rozriiznily se dva
~ N izolaty, které s niz$im rozliSenim vykazoval
S L. N Q] i w || 59 ’ " Lees)
N < | T (5 ¥ ¥ S < | 100% shodu. Izolat 51/15, B, cc269 se jevi jako
o IR b4 N o Wl piibuznéjsi izolatim klonalniho komplexu cc32
© e nez k izolatu stejného klonalniho komplexu
- 78/15, B, cc269, ktery se piibuzensky vyznam-
< § - © ~ % né vzdalil. Izolaty klonalnich komplexli cc32,
= ; iy © 0 cc35 a cc269 nicméné stile vykazuji vzdjemnou
S| e e & s @ ot ES : .
S| @ prll.))uznost. I%olaty seroskugmy @ (ccll)) opét
stoji zcela oddélené a vykazuji vysokou vzajem-
T nou pribuznost (s vy$$im rozliSenim je vsak
S | & 0 ot 5 ilni lex cc41/44 je
= b o~ ~ © . pribuznost mensi). Klonalni komplex cc j
1\2) Y —~ N n v . . vy 2
X & o W dobfe vymezeny, ale vykazuje nizsi vzajemnou
S pribuznost izolatd - vysledek odpovida drovni
— MLST rozliSeni, pouze se jednotlivé izolaty vice
Lo - rozrliznily. Ostatni izolaty séroskupin B a W
= 1 v e ~ z~ v o v . 2 v . z
N |2 2 ~ 3 10 opét stoji pfevazné izolované. Nicméné izolaty
S| 54/15, B, cc213 a 52/15, B, cc60 vykazuji vzdilenou
pribuznost a zajimavosti je izoldt 6/16, W, cc865,
SIS ktery se na této irovni rozlieni jevi jako vzalené
s | 3 - o g z pribuzny ke klondlnimu komplexu ccll (séro-
3 E N w skupina C) - obrazek 2. Méritko ukazuje zhruba
S © trojnasobnou schopnost rMLST v rozliSeni izola-
< th oproti rozliSeni na irovni sedmi MLST gendi.
~ D Ny 3]
n 1l L =
— < o) > P . . 2
11 2 N Ni S ) < 2.3 Srovnani na urovni schematu cgMLST
E B ' a @ o . R -
o IS & 2 Jedna se jiz o vysoce presné rozliSeni - meritko
S znaci zhruba 60nasobné rozliseni cgMLST oproti
s> 9 . . . . 2 vo
o ™ g 2 MLST urovni. Potvrdila se vzdalena pribuznost
x| Q|8 ol =] ol || § 2 5 tii klonalnich komplexil (cc32, cc35 a cc269).
Se R RNy Mg ge ¢ Komplex cc32 je vysoce homogenni (vice nez
< so O na predchozich trovnich rozliseni) a dobfe zna-
25 SR : PR
— Of o zornuje pribuznost mezi jednotlivymi izolaty.
o . 2 2 P2 . ¥
N E N N} N el o8 f( Dva izolaty klonalniho komplexu cc35 jsou opét
S | = &€ S S Slol 8T 8 dobfe vymezené, jasné oddélené od ostatnich
Fal 5 g LRl og « e - e P 1 v
ORI N > 3 s 2o vzajemné hodné pfibuzné a jsou evoluc¢né blizsi
O ~ z
< 25 S komplexu cc32, nez komplex cc269. Izolaty klo-
83 2 nalniho komplexu cc269 sice vykazuji vzaleného
~ ~ So 0§ .. . . PR iy - v
IN| R |2 ol Tlolm olw|[X|2 2% © spolecného predka, nicméné jsou jiz evolucné
= ~ = 5 | 2 -~ |~ N . o “ . , .
3 S 5| e 2 Dol Bl el e S : velice rozriznéné. Izolaty séroskupiny C (ccll)
° U) Le Q= opét stoji oddélené a dale vykazuji velkou vza-
f§§ 3 jemnou pfibuznost (ta ovSem znacné poklesla
Tl =~ Q ) ) S Q v porovnani s pfedchozimi drovnémi srovnani
O IS S N RS i L] Qo= oy SN - <
E QWM™ ol dlV|w|le|le[S|H| YEgE s niz8im rozliSenim). Zfetelné jsou vymezen
~ Ne|[R[s[S[=[Slo I SI™MIm|R] 135 P . M
b | |2 P2 1S o= ) TQ — § g také izolaty komplexu cc41/44. Spolecny ptivod
| = . . c . v . Yo v sev
© gt‘, \é@ je u nich prtikazny, ovsem jsou evolucné jiz
S35 o~ P v . s z
z 858\ znacné rozruzneny EBQQObne j ako 1zglaty cc2§9).
o P3N Zajimavé je, ze vysSSi uroven rozliseni setrela
3 < ~ ¥ s 2 vvs o .
= S r§° S predchozi naznaky vySsi pfibuznosti u dvou ze
2 2 tfi izolath cc41/44. Nyni je zfejmé, Ze véechny tfi
v 23 S izolaty ccl/44 jsou evoluéné vzdaleny (vzajemné

2018,67,¢.2  EPIDEMIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE, IMUNOLOGIE 67



68

PUVODNI PRACE

67/15, B, ccUA

4/15, B, cc162
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Obr. 2. Vizualizace genetické diverzity na trovni schématu rMLST u 20 izoldtl z IMO, 2015, CR
Figure 2. Visualisation of genetic diversity at the rMLST level in 20 isolates from IMD, Czech Republic 2015

odlisné) v podstaté stejné. VSechny ostatni izolaty (séro-
skupin B a W) stoji dile izolované a vykazuji vy$si podob-
nost k sobé navzajem a ke komplexu 41/44, nez k izolatim
Klonalnich komplexd cc32, cc35 a cc269 - obrazek 3.

2.4 Srovndni na irovni schématu “all loci“

Srovnani sekvenci na irovni schématu “all loci“ nabizi
jen nepatrné Vy§§i rozliSeni a neposkytuje dalsi infor-
mace ve srovnani s rozliSovaci schopnosti schématu

cgMLST - obrazek 4.

3 Molekularni charakterizace genti antigenii MenB
vakcin metodou WGS

V soucasné dobé je k dispozici ¢tyfkomponentni vakcina
(MenB-4C) a dvouslozkova vakcina (MenB-fHbp). Vakcina
MenB-4C obsahuje proteinové produkty 4 genti: fHbp
(factor H binding protein), NHBA (Neisseria Heparin
Binding Antigen), NadA (Neisserial adhesin A) a protein
zevni bunécné membrany (OMP) PorA P1.4. Vakcina
MenB-fHbp obsahuje dvé rizné peptidové varianty ge-
nu fHbp. Metodou WGS byly urceny alelové a peptidové
varianty gent téchto antigend.

3.1 Gen porA

U genu porA jsou klicové dva variabilni regiony - VR1
a VR2. Vakcina MenB-4C obsahuje peptid s VR2 alelové
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varianty 4, vakcina MenB-fHbp zadny produkt tohoto ge-
nu neobsahuje [23]. U genu porA se podatilo metodou WGS
urcit alelové varianty VR1a VR2 u vSech izolatd - tabulka
2. Bylo zjiSténo celkem 10 riznych variant pro VRI1 (5, 5-2,
5-3,7,7-2,18-1, 19, 19-1, 22 a 22-1) a 12 riznych variant pro
VR2 (2, 216, 3, 4, 10-1, 14, 14-6, 15, 15-11, 16, 16-20, 30).
RozloZeni alelovych variant bylo tedy vysoce variabilni,
nicméné Castéji se objevuji varianty VR1 - 7 (4krat),
5 (3krat) a 22 (3krat) a v pripadé VR2 varianty 2 (3krat)
a 14 (3krat). Podobné charakteristiky genu porA v ob-
lastech VRI1 a VR2 lze vypozorovat u izolat klondlnich
komplexl cc32, cc35 a ccll. Oba izolaty séroskupiny B,
cc35 maji alelové varianty 22-1 (VR1) a 14 (VR2), izolaty
séroskupiny C, ccll, maji varianty 5 a 2. U izolat{l séro-
skupiny B, cc32 bylo vyznamné zastoupeni varianty 7 ve
VRI1 a varianty 16 ve VR2. Ve studovaném souboru byl
pouze jeden izolat (4/15, B, cc162), ktery mél ve variabilni
oblasti VR2 genu porA variantu 4.

3.2 Gen nhba

U genu nhba je podstatné urceni jeho peptidové varianty.
Vakcina MenB-fHbp produkt tohoto genu neobsahuje a ve
vakciné MenB-4C se vyskytuje peptidova varianta NHBA
2 [23]. U vétsiny izolatl testovaného souboru (19 z 20)
metoda WGS urcila alelovou i peptidovou variantu genu
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nhba (viz tab. 2). RozloZeni variant bylo velice rozmanité,
celkem bylo urceno 11 riznych peptidovych variant (2, 3,
5,6,18, 20, 21, 24, 29, 63, 89). Nejcastéjsimi variantami ve
studovaném souboru izolatli byly NHBA 2 (3krat), NHBA 3
(3krat) a NHBA 20 (3krat) - graf 1. Asociace peptidové va-
rianty genu nhba s klondlnim komplexem byla pozorovana
predevsim u izolath cc41/44 (NHBA 2) a cc35 (NHBA 21). Tti
izolaty ze Ctyft, které patfily k cc32, obsahovaly peptidovou
variantu NHBA 3. U izolatu 51/15, B, cc269 byla sekvence
genu uspésné detekovana a od alely nhba 1, kterd kéduje
peptidovou variantu NHBA 2, se liSila jednou bodovou
mutaci (A~G) a jednou deleci. Ta miiZe zpisobit, Ze pro-
tein v disledku posunu cteciho ramce nevznika. Tato
skutecnost je v tabulce oznacena jako NAF (nova alelova
forma). U izolatu 78/15, B, cc269 se metodou WGS zjistit
sekvenci genu nhba nepodaftilo. Ve studovaném souboru
jsou tfiizolaty (vSechny cc41/44; 2krat séroskupina B, 1krat
NG), které obsahuji peptidovou variantu NHBA 2.

3.3 Gen nadA

U tohoto genu byla hodnocena jak varianta exprimované-
ho peptidu, tak nadfazena skupina “peptidové varianty*
(NadA-1, NadA-2/3, NadA-4/5, NadA-6) - viz tabulka
2. Vakcina MenB-4C obsahuje subvariantu NadA-3.8
[23], ktera indukuje tvorbu protildtek proti variantam

NadA-1a NadA-2/3 [2]. Vakcina MenB-fHbp neobsahuje
Zadny produkt genu nadA. Kompletni gen nadA byl zjistén
u 7 izolatd z 20, to pfedstavuje 35 %, coz koresponduje
s ostatnimi studiemi, které se tykajiizolat z IMO [2, 5].
Ve Ctyfech pripadech se jednalo o varianty NadA-1, jed-
nou NadA-2/3 a dvakrat byla zjisténa varianta NadA-4/5
(viz graf1). Uizolatu 54/15, B, cc213 byla zachycena alela
nadA 40 (NadA-4/5), ktera obsahuje mutaci ménici ¢teci
ramec a v disledku toho je tato alela neaktivni (neni
exprimovan peptid). Pozorovatelna je silna korelace izo-
1ath séroskupiny B, cc32, u kterych byla vzdy pfitomna
peptidova varianta NadA-1.Ve studovaném souboru je
pét izolatd, které by teoreticky mély byt pokryty touto
sloZkou vakciny MenB-4C (4krat B, cc32 a 1krat C, ccll).

3.4 Gen fhbp

V soucasnosti existuje dvoji klasifikace genti antigenu
fHDp: tfivarianty -1, 2, 3a dvé podcCeledi - A, B. Podceled
A zahrnuje varianty 2 a 3, podceled B variantu 1 [19, 20,
23]. V dusledku této dvoji nomenklatury uvadime pep-
tidové varianty fHbp 1/B, 2/A a 3/A (viz tab. 2). Metodou
WGS byla sekvence genu fhbp detekovana u vSech izolath
studovaného souboru v tomto zastoupeni - 10krat fHbp
1/B, 8krat fHbp 2/A, 1krat fHbp 3/A a jeden izolat byl
oznacen jako NAF (nova alelova forma). Izolaty souboru
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vykazovaly celou fadu riznych typl fHbp peptidl: nej-
Castéji fHbpl (4krat), dale fHbpl6 (3krat) a fHbp22 (2krat).
Dalsi fHDbp peptidy byly pfitomny pouze u jednoho izolatu
(4,13, 15,19, 21, 25, 37, 59, 321, 931) - viz graf 1. Korelace
klonalniho komplexu a peptidu byla pozorovana u izolati
B, cc32, u kterych se vzdy vyskytoval peptid fHbpl (pep-
tidova varianta 1/B). U obou izolatli B, cc35 se vyskytoval
peptid 16 (varianta 2/A).

3.5 BAST

Kombinace peptidovych a alelovych variant antigent
vakciny MenB-4C, jsou v BIGS databazi definovany jako
charakteristika BAST typ (Bexsero® Antigen Sequence
Typing) izolatu [4]. Ve studovaném souboru bylo zjiS§téno
15 jiz definovanych BAST typt: 4 (2krat), 5, 38, 79, 237,
239, 246, 247, 257 (2krat), 304, 349, 644 a 1320 (viz tab. 2).
U dvou izolath (73/15, NG, cc4l1/44; 67/15, B, ccUA) byly
zjistény nové dosud nedefinované kombinace antigent
a po predlozZeni do BIGS databaze jim bylo pridéleno nové
oznaceni: 2554 a 2555. Jedna se tedy o nové popsané BAST
typy. U tii izolatl se BAST typ urcit nepodafilo: u dvou
izolatl z diivodu vyskytu nové alelové formy u nékterého
z gent, u jednoho izolatu nebyl jeden z antigenti meto-
dou WGS detekovan.
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Metoda WGS poskytuje vysoce pfesné a spo-
lehlivé vysledky. Z WGS dat vSech 20 izola-
tl byly urceny alelové varianty vSech MLST ge-
nid i vSech variabilnich regiont gent porA a fetA.
V naprosté vétSiné byla nasledné prokazana shoda s vy-
sledky klasické sekvenace. V ptipadé rozdilného vysledku
byla pak odhalena chyba klasickych sekvenacnich metod.
U izolatu 52/15, B byla metodou WGS detekovana dosud
nepopsana alela genu aroE, které bylo databazi BIGSdb
pridéleno cislo 869. Tato alela vznikla pravdépodobné
bodovou mutaci z alely 19. Izolat 52/15, B byl nasledné
prifazen ke klondlnimu komplexu cc60 a oznacen jako
novy sekvenacni typ ST-13040.

Pri analyze genetické diverzity vykazovaly izolaty, které
patii ke stejnému klonalnimu komplexu, vzajemnou pii-
buznost na vSech trovnich rozliSeni. Porovnani genomi
na drovni sedmi MLST genti je dostacujici pro rozliSeni
jednotlivych klonalnich komplexti a potvrzuje vzajemnou
pribuznost ptrislusnych izolatl. S rostouci rozliSovaci
schopnosti (schémata rMLST, cgMLST a “all loci“) roste
kvalita vysledkd. Jednotlivé klonalni komplexy jsou jed-
nak lépe vymezené a také se zvySuje Sance odlisit vysoce
pribuzné izolaty (napf. analyza diverzity uvnitf jednoho
Kklonalniho komplexu). Nami provedené analyzy ilustruji
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schopnost schématu cgMLST poskytnout kvalitnéjsi
a spolehlivéjsi vysledky s mnohem vyss$im rozliSenim
ve srovnani s klasickou MLST ¢i tMLST. Toto zjiSténi je
v souladu se zahrani¢nimi studiemi [7, 12, 13, 14, 15].
Metoda WGS dokazala urcit alelové varianty gent, jejichz
proteinové produkty predstavuji komponenty novych vak-
cin MenB. AZ na jednu vyjimku (izolat 78/15, B, cc269; gen
nhba) byla schopnost urceni sekvenci téchto genti absolutni.
Samostatnou kapitolu pfedstavuje gen nadA, Ktery se pfi-
rozené vyskytuje pouze cca u 30 % izolati z IMO. I v tomto
pripadé bylo na zakladé WGS dat zjiSténo nékolik chyb
Kklasickych sekvenacnich metod a objeveny nové alelové va-
rianty. Podafrilo se také zachytit izolaty s dosud nepopsanou
kombinaci antigent MenB-4C vakciny a byly urceny nové
BAST typy. Metoda WGS, kterd je schopna identifikovat
alely antigentt MenB vakcin, mtize do budoucna predsta-
vovat alternativni metodu k zjistovani teoretického pokryti
izolatl N. meningitidis MenB vakcinami [19].

Diskuse o implementaci WGS a jejim pfipadném na-
hrazeni klasickych sekvenacnich metod pfi rutinnim
provadéni surveillance IMO probéhly i na 14. kongresu
EMGM 2017 v Praze [9]. Jednomyslnou shodou byla schva-
lena podpora pristupu, ktery vyuziva oba typy metod.
Metody klasické sekvenace jsou kli¢ové pro rychlé pou-
ziti v surveillance IMO v redlném case, zatimco metoda
WGS poskytuje data pro detailni surveillance, zejména
ve vztahu k vakcina¢nim strategiim.

ZAVERY

Tato publikace predklada vysledky prvniho pouziti meto-
dy WGS v molekularni surveillance IMO v Ceské republi-
ce. WGS metoda prokazala svoji absolutni diskriminac¢ni
kapacitu a schopnost pfesnéjsiho urceni genetickych
vlastnosti N. meningitidis. Kvalitnéjsi data umoznila iden-
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tifikaci novych alel a novych sekvenacnich typt, které
nebyly klasickymi sekvenacnimi metodami rozpoznany.
kém pokryti izolatd novymi MenB vakcinami. Zafazeni
metody WGS do rutinni molekularni surveillance IMO
v Ceské republice je proto zadouci.
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