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Detailni molekularni charakterizace izolata Neisseria
meningitidis metodou sekvenace celého genomu
(WGS), Ceska republika, 2010-2019

Honskus M., Okonji Z., Musilek M. a Krizova P.
Narodni referen¢ni laboratof pro meningokokové nakazy, Centrum epidemiologie a mikrobiologie, Statni zdravotni Ustav, Praha

SOUHRN

Cil: Prezentace prvnich vysledk( analyzy souboru izolatd Neisseria meningitidis z invazivniho meningokokového onemocnéni
a izolatl spjatych s nimi klinicky a/nebo epidemiologicky z obdobi 2010-2019. Ke studiu byla pouzita metoda sekvenace celého
genomu (WGS).

Material a metody: Studovany soubor tvofilo celkem 59 izoldtd N. meningitidis z obdobi 2010-2019. Séroskupiny byly urceny kla-
sickymi sérologickymi metodami a ovéreny metodou RT-PCR. Metodou WGS byla provedena detailni molekuldrni charakterizace,
ktera kromé genu zakladni molekularni charakterizace zahrnuje i analyzu ribozomalnich a kapsularnich gen(, genu antibiotické
rezistence penA a genu porA, ktery kdduje protein zevni bunééné membrany.

Vysledky: Studium izolatl N. meningitidis metodou WGS poskytlo detailni molekuldrni charakterizaci. U velké ¢asti studovanych
gent byly zjistény nové, mutované alelové varianty, které byly registrovany v databazi PubMLST a nasledné anotovany kuratorem.
U vsech 59 studovanych izolatl byl ur¢en BAST typ, coz je kombinace alelovych variant gentd antigent vakcin proti onemocnénim
vyvolanym N. meningitidis B (MenB vakcin). Celkem bylo zjisténo 32 rdznych BAST typd, z toho 10 izolatli obsahovalo bud nezna-
mou kombinaci BAST lokust, nebo neslo novou alelovou variantu v nékterém z nich. Déle byl u studovanych izolatd urcen index
MenDeVAR, ktery poskytuje informace o funkénim Gcinku MenB vakcin na dany izolat.

Zavéry: Ziskané vysledky prohlubuji znalosti o pfenosu invazivnich a neinvazivnich kmentd N. meningitidis v populaci. Metodou
WGS byla ziskdna detailni data o pokryti téchto kmend novymi MenB vakcinami.
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ABSTRACT
Honskus M., Okonji Z., Musilek M. and KF¥izova P.: Detailed molecular characterization of Neisseria meningitidis
isolates by whole genome sequencing (WGS), Czech Republic, 2010-2019

Aim: Presentation of the first results of the analysis of Neisseria meningitidis isolates from invasive meningococcal disease and from
clinically and/or epidemiologically linked cases from 2010-2019. Whole genome sequencing (WGS) was used for the study.
Material and methods: The study set included 59 isolates of N. meningitidis from 2010-2019. Serogrouping was done by conven-
tional serological methods and confirmed by RT-PCR. WGS was used for detailed molecular characterization, covering not only
basic genes but also ribosomal and capsular genes, antibiotic resistance gene penA, and outer membrane protein gene porA.
Results: WGS analysis of N. meningitidis isolates resulted in a detailed molecular characterization. In a large part of the genes
analysed, new mutated allelic variants were found. They were submitted to the PubMLST database and subsequently annotated
by the curator. All 59 study isolates were assigned to BAST types, characterized by a unique combination of allelic variants of
N. meningitidis B vaccine (MenB vaccine) antigen genes. Overall, 32 different BAST types were identified, and 10 isolates either
carried an unknown combination of BAST loci or a new allelic variant in some of the BAST loci. Furthermore, the MenDeVAR index,
which provides information on the functional effect of MenB vaccines on a given isolate, was determined.

Conclusions: The results obtained add to the body of knowledge of the transmission of invasive and non-invasive strains of
N. meningitidis in the population. The WGS analysis provided detailed data on the coverage of these strains by new MenB vaccines.
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Invazivni meningokokové onemocnéni (IMO) patfi
mezi infekéni onemocnéni, které i pres pokrok moderni
terapie ma stale vysokou smrtnost a zpUsobuje zavaz-
né celozivotni nasledky az u 20 % pfrezivsich. Nicméné
az u 10 % osob ve zdravé populaci je v hornich cestach
dychacich meningokok pFitomen, aniz by pusobil ja-
kékoli klinické projevy — hovofime o zdravych nosicich
Neisseria meningitidis. Faktory, které rozhoduji o tom,
jak se setkani ¢lovéka s meningokokem vyvine, jsou na
strané hostitele i bakterie.

N. meningitidis je vylu¢né lidsky patogen, ktery se
pfenasi vzdusnou cestou. Patfi mezi jedny z nejvariabil-
néjsich bakterii a jeho chovéni v organismu je odrazem
jeho genetické informace [1]. Genom bakterie N. me-
ningitidis je vysoce plasticky a casto zde dochazi k riiz-
nym spontannim mutacim, jako jsou delece, inzerce
nebo substituce [2, 3]. Kromé toho byla u meningoko-
kl prokazadna i moznost horizontalniho pfenosu gena.

V soucasné dobé jsou k dispozici dvé vakciny pro-
ti onemocnénim vyvolanym N. meningitidis B (MenB
vakciny): 4komponentni vakcina (Bexsero) a 2slozkova
vakcina (Trumenba). Vakcina Bexsero obsahuje pepti-
dové produkty tii gent: fHbp, nhba, nadA a &ast protei-
nu zevni bunééné membrany porA. Vakcina Trumenba
obsahuje peptidové produkty dvou rlznych variant
genu fHbp [4].

Nejmodernéjsi metodou, kterd poskytuje Siroké moz-
nosti ke studiu vlastnosti N. meninagitidis, je sekvenova-
ni celého genomu (WGS).V novém projektu studujeme
metodou WGS izolaty od pacientl s IMO a od zdravych
nosict N. meningitidis s cilem zlep3it poznatky o fak-
torech virulence N. meningitidis, prohloubit znalosti
o Uloze nosicstvi N. meningitidis pfi Siteni IMO, porozu-
mét prenosu invazivnich a neinvazivnich kmen( a po-
soudit moznost pokryti téchto kmen{ novymi MenB
vakcinami.

Prezentujeme zde prvni vysledky studia metodou
WGS u souboru 59 izolath N. meningitidis z IMO a izo-
13t spjatych s nimi klinicky a/nebo epidemiologicky
z obdobi 2010-2019. Obsahem je detailni molekular-
ni charakterizace, kterd kromé genu zakladni moleku-
larni charakterizace zahrnuje i analyzu ribozomalnich
a kapsularnich gend, genu antibiotické rezistence penA
a genu porA, ktery koduje protein zevni bunécné mem-
brany. Ziskanad WGS data jsou uloZzena v mezinarodni
databdzi PUbMLST [5] a jsou vefejné dostupna.

MATERIAL A METODY

Izolaty N. meningitidis

Pro studium metodou WGS byly vybrany parové izo-
laty od pacientll s IMO a jejich zdravych kontaktl a pa-
rové izolaty z rlizného klinického materidlu od pacien-
tl s IMO. Studovany soubor tvorilo celkem 59 izolat(
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N. meningitidis z obdobi 2010-2019 (33 izolatd z IMO,
26 izolatl od jejich zdravych kontaktt). Vybér izolatd byl
proveden na zakladé epidemiologickych a klinickych in-
formaci o bakterialnich kulturach v databazi NRL, ktera
obsahuje i data ziskana klasickou sekvenaci [6, 7, 8].

Klasicka charakterizace N. meningitidis

Prislusné bakteridlni kultury N. meningitidis, které
jsou uchovavany ve sbirce NRL pro meningokokové
nakazy, byly vyockovény na ¢okolddovy Mueller-Hin-
ton agar a kultivovany 18-24 hodin ve 37 °C v 5% CO,
atmosfére. Séroskupiny byly urceny klasickymi séro-
logickymi metodami a ovéfeny molekuldrni metodou
RT-PCR [9].

Celogenomova sekvenace N. meningitidis

K izolaci deoxyribonukleové kyseliny (DNA) byla po-
uzita souprava QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) a po-
stup izolace probihal podle pokyn( vyrobce [10]. DNA
byla nasledné odeslana k celogenomové sekvenaci na
externi pracovisté EMBL (European Molecular Biology
Laboratory, Heidelberg, Némecko). Sekvenace probéh-
la na platformé lllumina MiSeq s vyuzitim referenéniho
genomu N. meningitidis kmen MC58. K sestaveni vy-
slednych genom( z primarnich celogenomovych raw
dat byl na naSem pracovisti pouzit software Velvet de
novo Assembler (assembly de novo) [11]. Genomy izo-
Iath byly poté registrovany v databéazi PubMLST, kterd
vyuziva platformu BIGSdb (Bacterial Isolate Genome
Sequence Database) [5, 12].

VYSLEDKY A DISKUSE

Studie prezentuje prvni vysledky analyz molekular-
nich charakteristik N. meningitidis metodou WGS. V dal-
Si publikaci bude provedeno srovnani rozdil(i mezi izo-
laty od pacient(l s IMO a od jejich zdravych kontaktd.

1. Urceni séroskupin a genoskupin

Klasickymi metodami byla u jednotlivych izolatd
zjisténa pfislusnost k séroskupindm: A (1 izolat), B (23
izolatl), C (14 izolatl), W (8 izolatll) a Y (4 izolaty). U 9
izolatl nebylo mozné séroskupinu urcit (N. meningitidis
NG, non-groupable).

Za produkci kapsularniho polysacharidu a jeho trans-
port na bunécny povrch odpovidaji geny kapsularnich
region(l A, B a C. Region A obsahuje geny, které kéduji
enzymy pro vlastni biosyntézu kapsuldrniho polysa-
charidu a geny regiont B a C jsou nezbytné pro aktivni
translokaci syntetizovaného polysacharidu na buné¢ny
povrch. V pfipadé genoskupiny A je kapsularni region
A tvofen ctyfmi specifickymi geny (csaA, csaB, csaC
a csaD), které se u jinych genoskupin nevyskytuji. U ge-
noskupin B, C,Y aW je region A tvofen konzervovanymi
geny cssA, ¢ssB, ¢ssC, ctrG a genem pro séroskupinové
specifickou kapsularni polymerazu (csb, csc, csy, csw).
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U genoskupin C, Y a W se v kapsuldrnim regionu A na-
vic vyskytuje gen pro O-acetyltransferazu — cssE (ge-
noskupina C) nebo cssF (genoskupiny Y a W) [13].

Zatimco metodou sklickové aglutinace jsou sérosku-
piny uréeny u 91 % izoldtl a metodou RT-PCR u 99 %,
metoda WGS poskytuje nejpresnéjsi genetické podkla-
dy pro spravné urceni séroskupiny N. meningitidis [14].
Metodou WGS byla provedena analyza genl kapsu-
larniho regionu A, tj. zafazeni izolatu do genoskupiny,
ktera by méla korespondovat s urc¢enou séroskupinou.
Analyzu gent kapsularniho regionu A shrnuje tabul-
ka 1.

U izolatu 0052/11 séroskupiny A analyza neodhali-
la Zadnou alelovou variantu genu pfislusné genosku-
piny A, ale prokazala, Ze izolat nesl popsanou aktivni
alelu 16 genu ctrG, ktery ve svém genetickém profilu
sdili ¢tyfi razné genoskupiny (B, C, W a Y). Zadné dalsi
popsané alely, nové mutované alely ani fragmenty ge-
novych sekvenci, které by umoznily blize zafadit tento
izolat, nebyly nalezeny.

Z 23 izolatl séroskupiny B byla u 19 zjisténa v kap-
sularnim regionu A kompletni sada gend genoskupi-
ny B (cssA, ¢ssB, ¢ssC, csb, ctrG) s jiz popsanymi alelami.
V 18 pfipadech se jednalo o alely aktivni. Jeden izolat
(0009/11) obsahoval u genu kapsularni polymerazy
(csb) alelovou variantu 21, ktera je inaktivovéna fazo-
vou variaci a tento izolat by tedy nemél byt schopen
produkovat kapsularni polysacharid. Zbylé 4 izolaty
nesly rovnéz kapsuldrni geny odpovidajici sérosku-
piné B, nicméné ¢ast z nich byla v mutovanych, nové
popsanych nebo dosud nepopsanych alelovych vari-
antach (geny csb a cssA). Vzhledem k vyskytu novych
alel nelze zatim u téchto izolatl zhodnotit schopnost
produkovat kapsularni polysacharid.

Ze 14 izolatl séroskupiny C devét obsahovalo kom-
pletni sadu kapsuldrnich gend genoskupiny C (cssA,
¢ssB, ¢ssC, csc, cssE, ctrG) s popsanymi a aktivnimi ale-
lami. Dva izolaty (0020/10 a 0021/10), které byly epi-
demiologicky pfibuzné, nesly identicky mutovanou
alelu 44 genu kapsuldrni polymerazy séroskupiny C
(csc), kterd se od nejblizsi znamé alely (9) lisila jednou
bodovou mutaci a jednonukleotidovou deleci. Izolat
0027/11 obsahoval mutovanou alelu genu ctrG - 559
(dvé bodové mutace alely 453) a izoldt 0052/18 nesl
mutovanou alelu genu c¢ssE - 123 (jedna bodova muta-
ce alely 1). U izolatu 0029/11 byly nalezeny pouze alely
genu ¢ssB, ¢ssC, csc a cssE.

Vsech 8 izolatl séroskupiny W neslo v kapsularnim
regionu A odpovidajici geny (cssA, cssB, cssC, csw, cssF,
ctrG). Ve dvou pfipadech se jednalo o kompletni sadu
popsanych alel a dva izolaty (0065/10 a 0027/14) obsa-
hovaly nové popsané alely genu cssA (812 a 814). Sest
izolatl postradalo kompletni alelu genu cssF, coz od-
povida udajim v databazi PUbMLST o vyskytu aktivni
alely tohoto genu u izolatl genoskupiny W.

Ze 4 izolatd séroskupiny Y byla u 3 prokazdna kom-
pletni sestava kapsuldrnich gend genoskupiny Y (cssA,

¢ssB, ¢ssC, csy, cssF, ctrG) v popsanych a aktivnich ale-
lovych variantach. Izolat 0040/10, zafazeny k sérosku-
piné Y, nesl znamé alely pouze u gen( cssA, ¢ssB, cssC
a ctrG, které se vyskytuji u genoskupin B, C, W a Y. De-
tailngjsi analyzou se nam nasledné podafilo prokazat
pfitomnost zna¢né mutované sekvence kapsularni po-
lymerdazy séroskupiny B (csb), kterd se lisi od nejblizsi
popsané alely [37] pfedevsim jednonukleotidovou de-
leci na pozici 95, ktera zpUsobuje posun ¢teciho ramce,
a ¢ini tak alelu nefunkénd.

U 9 izolatl nezafazenych ke konkrétni séroskupiné
(NG) jsme se setkali s riznymi pri¢inami této skute¢nosti.
Pét izolatl neslo alelu lokusu cnl (capsule null). Tento lo-
kus vyluc¢uje pfitomnost jinych kapsularnich gent a zpu-
sobuje tak, Ze bakterie neni schopna produkovat Zadny
kapsularni polysacharid na svij povrch. Izolat 0006/11
obsahoval kompletni sadu kapsularnich gen(i genosku-
piny B, nicméné alela 21 genu kapsularni polymerazy csb
je popsana jako inaktivovana fazovou variaci a tedy ne-
funkeni. U izolatu 0032/11 byla popsana nova alelova va-
rianta genu cssC — 374, ktera mutaci ziskala interni stop
kodon. Izolat 0064/10 obsahoval nekompletni sadu kap-
sularnich genu (cssA, ¢ssB, cssC, ctrG) a u izolatu 0068/10
nebyly detekovéany v kapsularnim regionu A Zadné geny.

2. Molekularni charakterizace

Molekularni charakterizace zahrnovala v prvni fadé
MLST geny (abcZ, adk, aroE, fumC, gdh, pdhC a pgm)
a lokusy finetypingu (2 variabilni regiony genu porAa 1
variabilni region genu fetA), které se vyuzivaji v aktual-
ni nomenklature k molekularnimu popisu kmene [15].
Dale byly analyzovany ribozomalni geny, gen penA
(antibioticka rezistence) a geny antigentd MenB vakcin
(fHbp, nhba, nadA). Na zakladé alelovych variant téchto
genu jsme u kazdého izolatu urcili finetyping, sekve-
nacni typ (ST) a pfislusnost ke klonadlnimu komplexu
(cc), ribozomalni sekvenacni typ (rST) a BAST typ, coz
je kombinace alelovych variant genli antigent MenB
vakcin [4, 6, 15, 16]. Molekularni charakterizaci vSech
izolatd prezentuji tabulky 2 a 3.

2. 1. MLST geny a ST typy

U 59 studovanych izolatl bylo detekovano 28 ruz-
nych sekvenacnich typ(, které pfisludely k 13 riznym
klonalnim komplextim. 8 izolatl (5 rliznych ST) neby-
lo ke konkrétnimu klondlnimu komplexu pfifazeno
(UA, unassigned). Sedm rdznych sekvenacnich typu
bylo nami v PubMLST databazi nové registrovano. Ve
Ctyfech pfipadech se jednalo o nové kombinace zna-
mych alel (ST-8527, ST-8794, ST-10793 a ST-14624), u tii
izolatl byla nalezena nova alela jednoho z MLST gen.
U izoldtu 0030/11 (ST-8795) — nova alela 611 genu aroE
a izolat 0046/13 (ST-10298) nesl novou alelu genu pgm
(685). Jeden izolat (0018/18) obsahoval nové alelové
varianty u dvou MLST genl - abcZ (877) a adk (857)
a byl v PubMLST databazi registrovan jako novy sekve-
nacni typ ST-15753.
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Tabulka 1. Analyza gen( kapsularniho regionu A u 59 izolat(i N. meningitidis, 2010-2019, Ceska republika
Table 1. Analysis of capsular region A genes in 59 N. meningitidis isolates, 2010-2019, Czech Republic
PubMLST

Geno
skupina

Séro
skupina

Kmen ) Diagnéza cnl cssB cssC csb csc csw  csy  cssE cssF ctrG

0018/10 101298 IMO B 1 2 B
0020/10 101278 IMO C 87 1 2 44 1 1 C
0021/10 101279 kontakt C 87 1 2 44 1 1 C
0023/10 82053 kontakt B 338 1 2 1 154 B
0024/10 82054 kontakt B 338 1 2 1 154 B
OLZGJATM 101280 kontakt Y 7 1 2 nova 5 B
0044/10 82055 IMO B 813 1 2 374 16 B
0049/10 82056 IMO B 813 1 2 374 16 B
0064/10 82057 kontakt NG 814 1 15 - - - - - - 20 NG
0065/10 82058 kontakt w 814 1 15 9 - 20 w
0066/10 82059 kontakt NG 2 cnl
0067/10 82060 kontakt NG 2 cnl
0068/10 82061 kontakt NG - - - - - - - - - - NG
0005/11 101299 IMO B 80 1 2 1 148 B
0006/11 101281 IMO NG 80 1 2 21 148 B
0009/11 101300 kontakt B 80 1 2 21 148 B
0010/11 101301 IMO B 80 1 2 1 148 B
0011/11 101302 IMO B 7 1 2 29 5 B
0012/11 101282 kontakt B 7 1 2 29 5 B
0013/11 101283 kontakt B 7 1 2 29 5 B
0027/11 101303 IMO C 2 1 2 1 1 559 C
0028/11 101304 kontakt C 2 1 2 1 1 1 C
0029/11 101305 kontakt C - 1 2 1 1 - C
0030/11 101306 kontakt NG 12 cnl
0031/11 101284 kontakt NG 12 cnl
0032/11 101285 kontakt NG 16 4 374 1 5 B
0033/11 101286 kontakt NG 2 cnl
0049/11 101287 IMO B 338 1 2 1 154 B
0050/11 101307 IMO B 338 1 2 1 154 B
0051/11 101308 kontakt B 338 1 2 1 154 B
0052/11 101288 kontakt A - - - - - - - - - - 16 NG
(ARVAPE 101289 kontakt B 7 1 2 37 5 B
(AP 101309 IMO B 16 4 2 29 5 B
0046/13 101290 IMO B 2 1 2 1 5 B
0055/13 101291 IMO B 23 1 2 67 16 B
0027/14 82062 IMO w 812 1 4 1 - 20 w
0080/16 82063 kontakt C 43 1 16 5 1 1 C
0013/17 82064 kontakt C 2 1 1 1 1 1 C
0014/17 82065 kontakt C 2 1 1 1 1 1 C
0033/17 82066 IMO C 2 1 1 1 1 1 C
0074/17 82067 IMO C 2 1 1 1 1 1 C
0123/17 101310 kontakt C 2 1 1 1 1 1 C
0124/17 101292 kontakt C 2 1 1 1 1 1 C
0008/18 101293 IMO B 192 1 2 32 118 B
0018/18 101294 IMO C 2 1 1 1 1 1 C
0024/18 101295 IMO w 336 1 40 1 5 20 w
0037/18 101296 IMO Y 7 1 4 5 2 20 Y
(:L7AE 101297 IMO B 7 1 2 1 5 B
0051/18 101311 IMO B 7 1 2 29 5 B
0052/18 101312 IMO C 2 1 45 1 123 31 C
0061/18 82068 IMO Y 7 3 149 223 2 20 Y
0062/18 82069 IMO Y 7 3 149 223 2 20 Y
0087/18 101313 IMO w 2 1 40 1 5 68 w
0001/19 101314 IMO w 4 1 4 32 - 20 w
0003/19 101315 IMO w 503 1 4 32 - 20 w
0042/19 82070 IMO w 7 1 372 9 20 w
0043/19 82071 IMO w 7 1 372 9 - 20 w
0061/19 82072 IMO B 2 1 2 nova 8 B
0062/19 101316 IMO B 2 1 2 nova 8 B

IMO = invazivni meningokokové onemocnéni

NG (non-groupable) = izoldt, u kterého nebylo mozné urcit séroskupinu

cervené pismo = alela, kterd je v PubMLST databdzi definovdna jako inaktivni

Zluté pole = nové popsand alelovd varianta/novd alela, kterd je ve fdzi registrace v databdzi PubMLST
Cervené pole = urcend séroskupina neodpovidad genetické vybavé izoldtu

bilé pole = gen, ktery se v kapsuldrnim regionu A prislusné genoskupiny nevyskytuje

IMD = invasive meningococcal disease

NG (non-groupable) = serogroup could not be determined

Writing in red = allele defined as inactive in the PubMLST database

Yellow box = newly described allelic variant /new allele at the stage of registration in the PubMLST database
Red box = serogroup inconsistent with the genetic makeup of the isolate

White box = gene not found in capsular region A of the respective genogroup
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Tabulka 2. Molekularni charakterizace 59 izolat N. meningitidis, 2010-2019, Ceska republika
Table 2. Molecular characterization of 59 N. meningitidis isolates, 2010-2019, Czech Republic

kupina
B 32 4 10 5 4 3

| Kmen |

101298
101278
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82053
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82056
82057
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101313
101314
101315
82070
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IMO = invazivni meningokokové onemocnéni, NG (non-groupable) = izoldt, u kterého nebylo mozné urcit séroskupinu, ST = sekvenacni typ, cc = klondlIni
komplex, UA (unassigned) = v databdzi PubMLST nepfifazen ST do klondIniho komplexu, rST = ribozomdlni sekvenacni typ, VR, VR1, VR2 = variabilni re-
giony gent porA a fetA, cervené pismo = alela, kterd je v PubMLST databdzi definovdna jako inaktivni, Zluté pole = nové popsand alelovd varianta/novd
alela, kterd je ve fdzi registrace v databdzi PubMLST / nové popsany sekvenacni typ/nové popsany ribozomdlni sekvenacni typ
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ST-32 F3-3 B: P1.7,16:F3-3:ST-32 (cc32) 7726
ST-11 5 2 F1-7 C:P1.5,2:F1-7:ST-11 (cc11) 1 9 5 1 2343
ST-11 5 2 F1-7 C:P1.5,2:F1-7:ST-11 (cc11) 1 9 5 1 2343
ST-32 7 16 F3-3 B: P1.7,16:F3-3:ST-32 (cc32) 20 2 3 3 7726
ST-32 7 16 F3-3 B: P1.7,16:F3-3:ST-32 (cc32) 20 2 3 3 7726
ST-41/44 19 15 F1-7 B: P1.19,15:F1-7:ST-110 (cc41/44) 19 4 3 3 3019
ST-865 5-2 10-1 F5-8 B: P1.5-2,10-1:F5-8:ST-3342 (cc865) 448 208 24 1 89819
ST-865 5-2 10-1 F5-8 B: P1.5-2,10-1:F5-8:ST-3342 (cc865) 448 208 24 1 89819
ST-22 18-1 3 F4-1 NG: P1.18-1,3:F4-1:ST-22 (cc22) 36 51 61 14 149784
ST-22 18-1 3 F4-1 W: P1.18-1,3:F4-1:ST-22 (cc22) 36 51 61 14 149784
ST-22 18-1 3 F4-1 cnl: P1.18-1,3:F4-1:ST-1281 (cc22) 36 51 61 14 149785
ST-22 18-1 3 F4-1 cnl: P1.18-1,3:F4-1:ST-1281 (cc22) 36 51 61 14 149785
ST-116 5-1 10-1 F5-9 NG: P1.5-1,10-1:F5-9:ST-8527 (cc116) 59 70 205 1 149786
ST-41/44 5-1 2-2 F1-14 B: P1.5-1,2-2:F1-14:ST-112 (cc41/44) 43 7 89 1 163668
ST-41/44 5-1 2-2 F1-14 B: P1.5-1,2-2:F1-14:ST-112 (cc41/44) 43 7 89 1 163668
ST-41/44 5-1 2-2 F1-14 B: P1.5-1,2-2:F1-14:ST-112 (cc41/44) 43 7 89 1 163668
ST-41/44 5-1 2-2 F1-14 B: P1.5-1,2-2:F1-14:ST-112 (cc41/44) 43 7 89 1 163668
UA 19 15 F1-14 B: P1.19,15:F1-14:ST-85 (ND) 19 4 5 1 163665
UA 19 15 F1-14 B: P1.19,15:F1-14:ST-85 (ND) 19 4 5 1 163665
UA 19 15 F1-14 B: P1.19,15:F1-14:ST-85 (ND) 19 4 5 1 163665
ST-32 7 16-59 F3-3 C:P1.7,16-59:F3-3:ST-8794 (cc32) 530 249 3 3 163672
ST-32 7 16-59 F3-3 C:P1.7,16-59:F3-3:ST-32 (cc32) 530 249 3 3 163672
ST-32 7 16-59 F3-3 C:P1.7,16-59:F3-3:ST-32 (cc32) 530 249 3 3 163672
ST-53 7-2 30 F1-7 cnl: P1.7-2,30:F1-7:ST-8795 (cc53) 175 188 25 2 163673
ST-53 7 30-6 F5-8 cnl: P1.7,30-6:F5-8:ST-53 (cc53) 1492 nova 2412 1 2975
ST-41/44 17 16-3 F1-20 B:P1.17,16-3:F1-20:ST-136 (cc41/44) 29 33 5 1 163664
ST-198 18 25-15 F5-5 cnl: P1.18,25-15:F5-5:5ST-823 (cc198) 322 245 9 4 163666
ST-32 7 16 F3-3 B: P1.7,16:F3-3:ST-32 (cc32) 20 2 3 3 7726
ST-32 7 16 F3-3 B: P1.7,16:F3-3:ST-32 (cc32) 20 2 3 3 7726
ST-32 7 16 F3-3 B: P1.7,16:F3-3:ST-32 (cc32) 20 2 3 3 7726
ST-35 22-1 14 F4-1 NG: P1.22-1,14:F4-1:ST-35 (cc35) 53 43 3 3 2548
ST-41/44 7-2 13-1 F1-5 B: P1.7-2,13-1:F1-5:ST-40 (cc41/44) 81 77 5 1 7724
ST-60 18-1 3 F4-1 B: P1.18-1,3:F4-1:ST-1383 (cc60) 36 51 61 14 7732
UA 5-1 10-4 F3-6 B: P1.5-1,10-4:F3-6:5T-10298 (ND) 63 67 2411 403 163670
ST-35 22-1 14 F4-1 B: P1.22-1,14:F4-1:ST-35 (cc35) 53 43 3 3 163671
ST-22 5-2 10 F3-4 W: P1.5-2,10:F3-4:ST-10793 (cc22) 8 16 205 1 3000
ST-11 5 2 F1-7 C:P1.5,2:F1-7:ST-11 (cc11) 1 9 5 1 2343
ST-11 5 2 F3-3 C:P1.5,2:F3-3:ST-11 (cc11) 1 9 1 1 2328
ST-11 5 2 F3-3 C:P1.5,2:F3-3:ST-11 (cc11) 1 9 1 1 2328
ST-11 5 2 F3-3 C:P1.5,2:F3-3:ST-11 (cc11) 393 9 1 1 51365
ST-11 5 2 F3-3 C:P1.5,2:F3-3:ST-11 (cc11) 2425 9 1 1 2328
ST-11 5 2 F3-3 C:P1.5,2:F3-3:ST-11 (cc11) 1 9 1 1 51365
ST-11 5 2 F3-3 C:P1.5,2:F3-3:ST-11 (cc11) 1 9 1 1 51365
UA 5-2 10-1 F5-8 B: P1.5-2,10-1:F5-8:5ST-9316 (ND) 484 246 587 386 7167
ST-11 5 2 F3-3 C:P1.5,2:F3-3:ST-15753 (cc11) 2970 9 1 1 2328
ST-865 5-2 10-1 F5-8 W: P1.5-2,10-1:F5-8:ST-3342 (cc865) 448 208 24 1 163663
ST-92 5-1 10-4 F1-5 Y: P1.5-1,10-4:F1-5:ST-92 (cc92) 58 40 24 1 163667
ST-41/44 21 16-123 F1-7 B: P1.21,16-123:F1-7:ST-359 (cc41/44) 2969 247 3 3 163669
UA 18 25-15 F1-14 B: P1.18,25-15:F1-14:ST-232 (ND) 2971 251 2413 171 163674
ST-461 18-1 3 F3-9 C:P1.18-1,3:F3-9:5T-1946 (cc461) 702 250 352 33 136414
ST-174 21 16 F3-7 Y:P1.21,16:F3-7:ST-1466 (cc174) 1454 248 335 9 80732
ST-174 21 16 F3-7 Y:P1.21,16:F3-7:ST-1466 (cc174) 1454 248 335 9 80732
ST-174 22 26 F3-7 W: P1.22,26:F3-7:ST-2977 (cc174) 98 105 218 119 163675
ST-11 5 2 F1-1 W:P1.5,2:F1-1:ST-11 (cc11) 1 9 59 1 2327
ST-11 5 2 F1-1 W:P1.5,2:F1-1:ST-11 (cc11) 1 9 59 1 2327
ST-22 18-1 3 F4-1 W: P1.18-1,3:F4-1:ST-1281 (cc22) 36 51 61 14 149782
ST-22 18-1 3 F4-1 W: P1.18-1,3:F4-1:ST-1281 (cc22) 36 51 61 14 149782
UA 12-1 13-1 F1-33 B: P1.12-1,13-1:F1-33:5ST-14624 (ND) 51 53 211 5 149783
UA 12-1 13-1 F1-33 B: P1.12-1,13-1:F1-33:5ST-14624 (ND) 51 53 211 5 149783

IMD = invasive meningococcal disease, NG (non-groupable) = serogroup could not be determined, ST = sequence type, cc = clonal complex, UA (una-
ssigned) = ST not assigned to cc in the PubMLST database, rST = ribosomal sequence type, VR, VR1, VR2 = variable regions of the porA and fetA genes,
Writing in red = allele defined as inactive in the PubMLST database, Yellow box = newly described allelic variant /new allele at the stage of registration in
the PubMLST database/newly described sequence type/newly described ribosomal sequence type
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Tabulka 3. Analyza gen( antigend MenB vakcin u 59 izolatd N. meningitidis, 2010-2019, Ceska republika
Table 3. Analysis of MenB vaccine antigen genes in 59 N. meningitidis isolates, 2010-2019, Czech Republic

n | uoiso | ovanis | svosupine|_ponven | ponviz | —riva | mbepepia | _reon
101298 IMO B 7 16 5 3 1
101278 IMO C 5 2 3 20 308
101279 kontakt C 5 2 3 20 308
82053 kontakt B 7 16 5 3 1
82054 kontakt B 7 16 5 3 1
101280 kontakt Y 19 15 1 2 -
82055 IMO B 5-2 10-1 257 89 109
82056 IMO B 5-2 10-1 257 89 109
82057 kontakt NG 18-1 3 3 20 =
82058 kontakt w 18-1 3 3 20 =
82059 kontakt NG 18-1 3 3 20 -
82060 kontakt NG 18-1 3 3 20 -
82061 kontakt NG 5-1 10-1 275 53 =
101299 IMO B 5-1 2-2 290 253 =
101281 IMO NG 5-1 2-2 290 253 -
101300 kontakt B 5-1 2-2 290 253 -
101301 IMO B 5-1 2-2 290 253 -
101302 IMO B 19 15 296 49 =
101282 kontakt B 19 15 296 49 =
101283 kontakt B 19 15 296 49 =
101303 IMO C 7 16-59 905 3 142
101304 kontakt C 7 16-59 905 3 142
101305 kontakt C 7 16-59 905 3 142
101306 kontakt NG 7-2 30 65 58 =
101284 kontakt NG 7 30-6 65 58 -
101285 kontakt NG 17 16-3 35 10

101286 kontakt NG 18 25-15 35 10 -
101287 IMO B 7 16 5 3 1
101307 IMO B 7 16 5 3 1
101308 kontakt B 7 16 5 3 1
101288 kontakt A 22-1 14 19 21 =
101289 kontakt B 7-2 13-1 1 2 -
101309 IMO B 18-1 3 15 24 -
101290 IMO B 5-1 10-4 294 63 -
101291 IMO B 22-1 14 19 21 -
82062 IMO w 5-2 10 3 20 -
82063 kontakt C 5 2 3 20 308
82064 kontakt C 5 2 17 29 3
82065 kontakt C 5 2 17 29 3
82066 IMO C 5 2 17 29 117
82067 IMO C 5 2 17 29 3
101310 kontakt C 5 2 17 29 117
101292 kontakt C 5 2 17 29 117
101293 IMO B 5-2 10-1 285 243 109
101294 IMO C 5 2 17 29 3
101295 IMO w 5-2 10-1 257 89 -
101296 IMO Y 5-1 10-4 7 9 -
101297 IMO B 21 16-123 1 2 -
101311 IMO B 18 25-15 1854 1658 -
101312 IMO C 18-1 3 92 118 -
82068 IMO Y 21 16 9 6 80
82069 IMO Y 21 16 9 6 80
101313 IMO w 22 26 9 6 -
101314 IMO w 5 2 17 29 5
101315 IMO w 5 2 17 29 5
82070 IMO w 18-1 3 3 20 -
82071 IMO w 18-1 3 3 20 -
82072 IMO B 12-1 13-1 15 24 -
101316 IMO B 12-1 13-1 15 24 -

IMO = invazivni meningokokové onemocnéni, NG (non-groupable) = izoldt, u kterého nebylo mozné urcit séroskupinu, VR1, VR2 = variabilni regiony genu porA,
cervené pismo = alela, kterd je v PUbMLST databdzi definovdna jako inaktivni (neprodukuje peptid), Zluté pole = nové popsand alelovd nebo peptidovd varianta
/ noveé popsany BAST typ, zelené pole = MenDeVAR index - izoldt obsahuje jednu nebo vice antigennich variant, které se nachdzeji v MenB vakcindch, oranzové
pole = MenDeVAR index - izoldt obsahujice jednu nebo vice antigennich variant, u kterych byla v experimentdinich studiich pozorovdna zkfizend reaktivita, Sedé
pole = MenDeVAR index - izoldt, pro jehoZ antigenni varianty nejsou zatim k dispozici dostatecnd data v databdzi PubMLST
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invasive meningococcal disease, NG (non-groupable) = serogroup could not be determined, VR1, VR2 = variable regions of the porA gene, Writing in
red = allele defined as inactive in the PubMLST database (does not produce peptide), Yellow box = newly described allelic or peptide variant /newly described BAST
type, Green box = MenDeVAR index — isolate contains one or more antigenic variants present in MenB vaccines, Orange box = MenDeVAR index — isolate contains
one or more antigenic variants found to be cross- reactive in experimental studies, Grey box = MenDeVAR index - isolate, for antigenic variants of which sufficient
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2. 2. Lokusy finetypingu a gen porA

U 59 izolatl bylo stanoveno 26 riznych variant fine-
typingu, coz je kombinace alelovych variant variabil-
nich region genl porA a fetA (porA_VR1, porA_VR2
a fetA_VR1). S vyjimkou dvou nové popsanych variant
lokusu porA_VR2 (16-123 a 25-15) byly viechny alelové
varianty finetypingovych lokus jiz znamy.

Alela genu porA byla nalezena u viech 59 izolatl
v celkem 27 rlznych variantach. V ptipadé zkracenych
alelovych variant ‘porA to bylo 24 r{iznych alel, protoze
4 r(zné alely genu porA (1, 393, 2425 a 2970) obsahuji
stejnou sekvenci zkrdcené varianty ‘porA - 9.V databa-
zi PUbMLST jsme nové registrovali 3 alelové varianty
u genu porA (2969, 2970 a 2971), u zkracené alelové
varianty ‘porA to bylo 8 novych variant (208, 245, 246,
247,248, 249, 250 a 251). U izolatu 0031/11 nebyla do-
sud nova alelova varianta lokusu 'porA registrovana.
Dvé alely genu porA (393 a nova 2970) ziskaly muta-
ci interni stop kodon, a ztratily tak funkci produkovat
kompletni protein.

2. 3. Ribozomdlni geny a rST typy

Jiz popsané kombinace alel ribozomalnich gent byly
zjistény u 30 izolatll z 59 studovanych (15 rdznych ribo-
zomalnich sekvenacnich typl - rST). 16 izolatd neslo
dosud nezndmé kombinace zndmych ribozomalnich
alel a bylo podle nich v databazi PubMLST popsano
8 rliznych novych ribozomalnich profild (rST-149785,
rST-149786, rST-163665, rST-163666, rST-163668, rST-
-163672, rST-163674 a rST-163675). U zbyvajicich 13
izolatd byly nalezeny mutované, dosud nepopsané ale-
lové varianty ribozomalnich gent (14 rlznych genu).
Po registraci novych alel v PubMLST databazi a nasled-
ném pfidéleni ¢iselnych oznaceni témto aleldm bylo
definovédno dalsich 10 novych ribozomdlnich profi-
[0 (rST-149782, rST-149783, rST-149784, rST-163663,
rST-163664, rST-163667, rST-163669, rST-163670, rST-
-163671 arST-163673).

2. 4. Gen penA

Gen penA se u 59 studovanych izolatd objevil v 18
rdznych alelovych variantach. V pfipadé zkracenych
alelovych variant ‘penA se jednalo o 13 rlznych, proto-
ze 6 alel kompletniho genu penA (1, 5, 24, 59, 89 a 205)
obsahuje stejnou sekvenci zkracené alelové varianty
‘penA-1. Ti alely genu penA nebyly dosud v PubMLST
registrovany: nova alela 2411 u izolatu 0046/13 (zkra-
cenad alelova forma 'penA-403), kterd se lisila od popsa-
né alely 83 subtituci 3 nukleotid(, alela 2412 u izoldtu
0031/11, ktera se lidila od alely 2207 osmi substitucemi
(obsahovala znamou zkracenou formu ‘penA-11) a ale-
la 2413 uizolatu 0051/18 (‘(penA-171), kterd vznikla jed-
nou bodovou mutaci z alely 5.

2. 5. Geny MenB vakcin a BAST typy
Gen nhba byl detekovan u viech izolatd. Jednalo se
celkem o 19 rdznych alelovych variant, které kédovaly

18 riznych protein(l. VSechny alely byly aktivnia schop-
né produkovat prislusny protein. Nami nové popsana
alela 905 u izolati 0027/11, 0028/11 a 0029/11 produ-
kuje stejnou proteinovou variantu 3 jako zndma alela 5.
Izolat 0051/18 nesl pak nové popsanou variantu genu
nhba 1854, kterd produkuje i novou proteinovou va-
riantu — 1658.

Gen nadA byl nalezen u 26 izolatd z 59, coz odpovi-
da faktu, ze tento gen se nachazi jen u ¢asti populace
N. meningitidis. U 23 izolatd se jednalo o aktivni alely,
schopné produkovat pfislusny protein (7 raznych alel
a 7 rliznych peptidovych variant). Tfi izolaty naseho vy-
béru (0020/10, 0021/10 a 008/16) disponovaly alelou
308, ktera je inaktivovana IS elementem a funkcni pro-
tein neprodukuje.

Alela genu fHbp byla pfitomna u viech izolatl (22
riznych alel). S vyjimkou jedné byly vsechny alely ak-
tivni. Izolat 0080/16 nesl alelovou variantu 917 (‘fHbp
669), ktera mutaci ziskala interni stop kodon a funk¢-
ni protein neprodukuje. Byly popsany ctyfi nové alely
genu fHbp - u izolatu 0052/18 alela 1228 (ve zkracené
formé 'fHbp 1741), ktera kéduje novou proteinovou va-
riantu (1342) a nova alela 1227 uizolatu 0038/18 (‘fHbp
1739), kterd obsahovala jednobodovou synonymni
mutaci v kodonu pro glycin (GGG - GGC) na pozici 15
a neméla tedy vliv na alelovou variantu produkované-
ho proteinu (peptidova varianta 464). U izolatu 0046/13
byla nalezena nova alela 1271, ktera obsahuje stejnou
sekvenci zkracené varianty 'fHbp 13 jako znama alela
145. Izolat 0051/18 nesl pak gen fHbp v nové alelové
varianté 1272 (‘fHbp 312).

U viech 59 studovanych izoldtl byl urcen pfislusny
BAST typ (BEXSERO® antigen sequence typing), kte-
ry je v PubMLST databazi definovan jako kombinace
alelovych variant dvou variabilnich regiond gent porA
(porA_VR1, porA_VR2) a peptidovych variant tfi gent
antigen(l vakciny MenB-4C (nhba, nadA, fHbp). Celkem
bylo zjisténo 32 rliznych BAST typu, z toho 23 bylo v da-
tabdazi PubMLST jiZ registrovano. Deset izolat z naseho
souboru obsahovalo bud nezndmou kombinaci BAST
lokusi nebo neslo novou alelovou variantu v nékte-
rém z nich. Podle téchto izolatd bylo ndmi popsano 9
novych BAST typd: BAST-2939, BAST-3530, BAST-3887,
BAST-3888, BAST-3889, BAST-3959, BAST-3960, BAST-
-3961 a BAST-3962.

Kromé urceni BAST typu, ktery poskytuje informaci
o pokryti izolatu vakcinou Bexsero [4], byl recentné
v databazi PubMLST predstaven index MenDeVAR
(Meningococcal Deduced Vaccine Antigen Reactivity
Index), ktery informuje o funkénim Gcinku obou MenB
vakcin (Bexsero, Trumenba) na dany izolat [17]. Men-
DeVAR index je zaloZen na zpracovani informaci o pfi-
tomnosti jednotlivych antigennich variant MenB vak-
cin, jejich expresi a citlivosti téchto antigennich variant
na protilatky v baktericidnim testu. Na zdkladé Men-
DeVAR indexu jsou izolaty zafazeny do 4 rGznych, ba-
revné odlisenych skupin, a to ve vztahu k obéma MenB
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vakcinam. Zelené jsou oznaceny izolaty obsahuijici jed-
nu nebo vice antigennich variant, které se nachazeji
v MenB vakcinach. V pfipadé vakciny Bexsero to jsou:
peptidova varianta 1 genu fHbp, peptidova varianta 2
genu nhba, peptidova varianta 8 genu nadA a varianta
4 lokusu porA_VR2. Vakcina Trumenba obsahuje pep-
tidové varianty 45 a 551 genu fHbp. Oranzova barva
znadi izoldty obsahujici jednu nebo vice antigennich
variant, u kterych byla v experimentaélnich studiich po-
zorovana zkfizena reaktivita. Sedé jsou oznaceny izo-
laty, pro jejichz antigenni varianty nejsou zatim k dis-
pozici dostatecna data a ¢ervend barva patfi izolatim
nesoucim antigenni varianty, u kterych zkfizena reak-
tivita v experimentalnich studiich nebyla prokazana.

V nasem souboru 59 izolatl byla u 14 zjisténa jed-
na nebo vice antigennich variant, které se nachazeji
ve vakciné Bexsero — viz tabulka 3. Antigenni varianty,
u kterych byla v experimentdlnich studiich pozoro-
vana zkiizena reaktivita, byly zjistény u 12 izolatl pro
vakcinu Bexsero a u 28 izolatl pro vakcinu Trumenba.
Antigenni varianty, pro které nejsou zatim k dispozici
dostatecna data, byly zjistény u 33 izolatl pro vakci-
nu Bexsero a u 31 izolatl pro vakcinu Trumenba. Lze
ocekavat, Ze ve svétové literature a databazi PubMLST
budou pfibyvat dalsi podklady k ur¢ovani indexu Men-
DeVAR. Tento index poskytuje rychlou evidence-based
informaci o pfitomnosti a mozné zkfizené reaktivité
riznych MenB antigennich variant daného izolatu
v souvislosti s obéma MenB vakcinami. Dostupnost
téchto informaci je vyznamnym p¥inosem pro hodno-
ceni vakcinacnich program a jejich aktualizaci.

ZAVERY

Studium izolatl N. meningitidis metodou WGS po-
skytlo detailni molekularni charakterizaci (MLST geny,
lokusy finetypingu, ribozomalni geny a geny antigenu
MenB vakcin). U velké ¢asti genl byly zjistény nové,
mutované alelové varianty, které byly registrovany
v databdzi PUbMLST a nasledné anotovany kurato-
rem a ocislovany diky vkladacimu néstroji platformy
BIGSdb. Ziskané vysledky prohlubuji znalosti o pfeno-
su invazivnich a neinvazivnich kmen0 N. meningitidis
v populaci. Metodou WGS byla ziskdna detailni data
o pokryti téchto kmenl novymi MenB vakcinami.
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