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Molekularni epidemiologie invazivniho
meningokokového onemocnéni v Ceské republice
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Souhrn

Cilem prace je prezentace vysledku klonalni analyzy izolata Neisseria meningitidis z invazivniho
meningokokového onemocnéni v Ceské republice z obdobi 1993-2005. Metodou multilokusové
sekvencéni typizace (MLST) byla zjisténa geneticka heterogenita izolata séroskupiny B a homoge-
nita izolata séroskupiny C. U izolatu séroskupiny B prevalovaly tii sekvenéni klonalni komplexy
(STC-18, STC-32 a STC-41/44) a témér ¢tvrtina izolata vykazuje ST nezaraditelné do klonalnich
komplexu. U izolatu séroskupiny C byla zjisténa vyrazna prevalence STC-11. Hypervirulentni klo-
nalni komplex STC-11 prevaloval v letech 1993-2004, v roce 2005 byl poprvé zjistén vyssi vyskyt
jiného klonalniho komplexu: STC-41/44. MLST analyza ukazala odlisnost populace éeskych menin-
gokoku od zapadoevropskych a ostatnich populaci. Vysledky klonalni analyzy izolatt Neisseria
meningitidis z invazivniho meningokokového onemocnéni jsou podkladem k hodnoceni sprav-
nosti doporuéenych opatieni v ohnisku onemocnéni a k aktualizaci doporuéené vakcinaéni stra-
tegie v Ceské republice.

Kliéova slova: invazivni meningokokové onemocnéni - Neisseria meningitidis —
multilokusova sekvenéni typizace, MLST - molekularni epidemiologie.

Summary

Krizova P.,, Kalmusova J., Musilek M.: Molecular Epidemiology of Invasive
Meningococcal Disease in the Czech Republic

The study objective is to present results of clonal analysis of Neisseria meningitidis isolates from
invasive meningococcal disease in the Czech Republic in 1993-2005. The method of multilocus
sequence typing (MLST) revealed genetic heterogeneity of serogroup B isolates and homogeneity
of serogroup C isolates. Three clonal sequence type complexes (STC-18, STC-32 and STC-41/44)
prevailed among serogroup B isolates and almost a quarter of isolates have ST unclassifiable into
clonal complexes. STC-11showed clear predominance among serogroup C isolates. Hypervirulent
clonal complex STC-11 prevailed in 1993-2004 while another clonal complex, STC-41/44, became
more widespread for the first time in 2005. MLST analysis showed differences between the
meningococcal population in the Czech Republic and those in western European countries and
elsewhere. The results of clonal analysis of Neisseria meningitidis isolates from invasive
meningococcal disease provide background information for evaluation of the adequacy of
recommended measures in the focus of the disease and for updating the recommended
vaccination strategy in the Czech Republic.

Key words: invasive meningococcal disese - Neisseria meningitidis - MLST - molecular
epidemiology.

Invazivni meningokokové onemocnéni i pies
pokrok v moderni mediciné stale ohrozuje Zivot
nemocnych. I ve vyspélych statech se smrtnost
tohoto onemocnéni nékdy dostava nad 10 %
a v ur€itém procentu zustavaji po prodélaném
onemocnéni trvalé nasledky. Onemocnéni
v naprosté vét§iné propukéa z plného zdravi a nej-
vice postihuje détské a adolescentni vékové sku-
piny. Ceska republika patii mezi zemé s nizkou
incidenci invazivniho meningokokového onemoc-

néni. Nicméné, v roce 1993 byl zaznamenan vze-
stup nemocnosti i smrtnosti tohoto onemocnéni,
zpusobeny hypervirulentnim klonalnim komple-
xem Neisseria meningitidis C:2a:P1.2,5; ST-11;
ET-15/37 [8, 10]. Detekce tohoto klonu byla v té
dobé umoznéna metodou multilokusové elektrofo-
rézy (MLEE) [18]. Tato metoda byla v roce 1998
nahrazena multilokusovou sekvenéni typizaci
(MLST) [13], jejiz prednosti je prakticky stopro-
centni typovatelnost kment a moznost mezilabo-
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ratorniho srovnavani dat. Metodou MLST jsou
uréovany sekvencni typy (ST), které umoznuji
pfifazeni do sekvenénich klonalnich komplext
(STC) a detekci hypervirulentnich komplext
N. meningitidis. Metoda MLST dava mozZnost pro-
vadéni molekularni epidemiologie invazivniho
meningokokového onemocnéni v narodnim i celo-
svétovém kontextu a umoziuje studium populaci
N. meningitidis [3, 4, 5, 6, 19, 20, 22].

Metoda MLST byla v prazské Narodni refe-
renéni laboratoti (NRL) pro meningokokové
nakazy zavedena v roce 2000 a jeji pouzivani
vyznamnym zpusobem zpiestiuje surveillance
invazivniho meningokokového onemocnéni v Ces-
ké republice. Byla vyvinuta rovnéz MLST piimo

v

z klinického materialu [9], ktera umoznuje detek-
ci ST a STC i u kultivaéné negativnich invaziv-
nich onemocnéni. Nage sdéleni prezentuje vysled-
ky MLST analyzy izolatad =z invazivniho
meningokokového onemocnéni v Ceské republice
z let 1993—-2005.

Pro orientaci v problematice MLST meningoko-
ku, zatazujeme do tvodu struény prehled aktual-
nich dat =z celosvétové MLST databaze
[http://pubmlist.org/neisseria/]. V originalnim
nazvoslovi MLST databaze jsou historicky nej-
starsi STC oznacéeny dvéma nazvy, tj. pochazejici-
mi z nové MLST metody a ptivodni MLEE meto-
dy: ST-11 complex/ET-37 complex, ST-1
complex/subgroup I/II, ST-23 complex/Cluster A3,
ST-32  complex/ET-5  complex, ST-41/44
complex/Lineage 3, ST-4 complex/subgroup IV,
ST-5 complex/subgroup IIT a ST-8 complex/Clus-
ter A4. Nové objevované STC jsou v celosvétové
MLST databazi oznacovany jiZz pouze nomenkla-
turou vychazejici z MLST metody. Pro lepsi sro-
zumitelnost pouzZivime v tomto sdéleni nazvy
vychazejici z nové MLST metody, jejiz vysledky
zde prezentujeme.

V soucasné dobé jsou v celosvétové MLST data-
bazi prezentovana sekven¢ni data 7686 izolatu
N. meningitidis z celého svéta (78 zemi), u nichz
bylo zjisténo 5569 individualnich ST, které byly
ptifazeny do 36 STC — tabulka 1. V celosvétové
MLST databazi jsou shromazdovany kromé mik-
robiologickych informaci i klinicko-epidemiologic-

Tab. 1. ST komplexy Neisseria meningitidis v celosvétové MLST databazi

Table 1. Neisseria meningitidis ST complexes in the worldwide MLST database

7686 izolatt, 5569 ST, 36 STC
http://pubmlst.org/meisseria/ (14. 6. 2006)

Sekvenéni Prevalujici Sekvenéni Prevalujici
klonalni komplex séroskupina klonalni komplex séroskupina
STC-103 STC-292 B

STC-106 STC-32 B

STC-1157 STC-334 C

STC-116 STC-35 B

STC-11 C STC-364 B

STC-162 B STC-376 C

STC-167 Y STC-41/44 B

STC-174 W135 STC-461 B

STC-18 B STC-4821 B

STC-198 STC-4 A

STC-1 A STC-53

STC-213 B STC-549

STC-226 B STC-5 A

STC-22 W135 STC-60

STC-231 B STC-750 X

STC-23 Y STC-865

STC-254 STC-8 B

STC-269 B STC-92

MLST = multilokusova sekvenéni typizace
STC = ST-komplex = sekvenéni klonalni komplex
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Tab. 2. Korelace ST komplext a séroskupin Neisseria meningitidis v celosvétové MLST databazi

Table 2. Correlation between Neisseria meningitidis ST complexes and serogroups in the worldwide MLST database

7686 izolatu, 5569 ST, 36 STC
http:/pubmlst.org/neisseria/ (14. 6. 2006)

Séroskupina A B C X Y W135 29E
pocet izolath celkem 450 2879 844 127 267 447 86
STC-103 STC-103 STC-103 STC-103 STC-103 STC-11 STC-103
STC-116 STC-106 STC-106 STC-18 STC-11 STC-167 STC-106
STC-1 STC-1157 STC-1157 STC-198 STC-167 STC-174 STC-1157
STC-4821 STC-116 STC-116 STC-254 STC-174 STC-213 STC-174
STC-4 STC-11 STC-11 STC-32 STC-198 STC-22 STC-198
STC-5 STC-162 STC-174 STC-35 STC-22 STC-231 STC-22
ST-komplex (STC) STC-60 STC-167 STC-18 STC-376 STC-23 STC-23 STC-254
STC-865 STC-174 STC-213 STC-41/44 | STC-254 STC-254 STC-32
STC-18 STC-226 STC-549 STC-32 STC-269 STC-35
STC-198 STC-22 STC-750 STC-35 STC-334 STC-53
STC-1 STC-231 STC-865 | STC-41/44 STC-35 STC-60
STC-213 STC-23 STC-92 STC-549 STC-53 STC-865
STC-226 STC-254 STC-60 STC-92
STC-22 STC-269 STC-92
STC-231 STC-292
STC-23 STC-32
STC-254 STC-334
STC-269 STC-35
STC-292 STC-364
STC-32 STC-376
STC-334 STC-41/44
STC-35 STC-461
STC-364 STC-4821
STC-376 STC-53
STC-41/44 STC-549
STC-461 STC-60
STC-4821 STC-865
STC-4 STC-8
STC-53 STC-92
STC-549
STC-5
STC-60
STC-750
STC-865
STC-8
STC-92
pocet a % izolatu 30 700 149 90 29 30 28
nezaiazenych do STC 6,7 24,3 17,6 70,9 10,9 6,7 32,6

MLST = multilokusova sekvenéni typizace

ST = sekvenéni typ

STC = ST-komplex = sekvenéni klonalni komplex
prevalujici STC v dané séroskupiné = zvyraznén

ké udaje, které umozniuji detekovat takzvané
hypervirulentni komplexy, pusobici celosvétové
ve zvySené mife invazivni meningokokové one-
mocnéni, napriklad: STC-1, STC-4, STC-5, STC-8,
STC-11, STC-18, STC-32, STC-334. U vétsiny
STC (25 z 36) je mozno zjistit prevalujici sérosku-
pinu N. meningitidis, naptiklad pro STC-11 je
typicka séroskupina C, pro STC-41/44 séroskupi-
na B a pro STC-1 séroskupina A.

Korelaci STC a séroskupin v celosvétové MLST
databazi u vybranych séroskupin (téch, které jsou
prezentovany v tomto sdéleni, tj. pasobicich inva-
zivni meningokokové onemocnéni v Ceské repub-
lice v obdobi 1993-2005) ukazuje tabulka 2.

Séroskupina A je geneticky velmi homogenni.
U 450 izolata je prezentovano pouze 8 STC,
z nichz 3 jsou pro tuto séroskupinu zcela typické
(STC-1, STC-4, STC-5), dohromady byly zjistény
u 91,3 % izolata séroskupiny A a nebyly dosud
zjistény u izolata jinych séroskupin. Pouze 6,7 %
izolatt séroskupiny A vykazuje ST, které nendle-
71 do Zadného z popsanych STC. Séroskupina B je
geneticky nejriznorodé&jsi, coz se mimo jiné pro-
mita i do vice neZ tiicetileté nedspésSné snahy
vyrobit univerzalné uéinnou vakcinu proti této
séroskupiné. V celosvétové MLST databazi je
u 2879 izolata séroskupiny B prezentovano v§ech
36 popsanych STC, z nichZ pouze dva jsou pro ni
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typické (STC-32 a STC-41/44), dohromady vSak
zahrnuji pouze 40,2 % izolatu séroskupiny B
a vyskytuji se i u jinych séroskupin (napiiklad
STC-41/44 se vyskytuje u 4,7 % izolata sérosku-
piny C). Témét ¢tvrtina (24,3 %) izolata sérosku-
piny B vykazuje ST, které nenalezi do zadného
z popsanych STC. Séroskupina C je homogennéj-
§i nez B: prevaluje STC-11 (47,6 %) a pouze
17,6 % izolatu séroskupiny C vykazuje ST, které
nenalezi do zadného z popsanych STC. Nicméné
u 844 izolatu je v MLST databazi prezentovano
29 STC. Séroskupina X je geneticky velmi hetero-
genni: v celosvétové MLST databazi naprosta vét-
Sina izolata (70,9 %) vykazuje ST, které nenalezi
do zadného z popsanych STC. Ve zbytku izolata
séroskupiny X je prezentovano 12 STC, z nichz
Zadny neprevaluje. Séroskupina Y je geneticky
homogenni: v souboru 267 izolatu je prezentovano
14 STC, z nichz prevaluji STC-23 a STC-167, kte-
ré dohromady zahrnuji 66,7 % izolatu. Pouze
10,9 % izolatu séroskupiny Y vykazuje ST, které
nenalezi do zadného z popsanych STC. Sérosku-
pina W135 je geneticky rovnéz homogenni: v sou-
boru 447 izolatu je prezentovano 13 STC, z nichz
prevaluji STC-11 a STC-22, které dohromady
zahrnuji 81,2 % izolatu. Pouze 6,7 % izolatu séros-
kupiny W135 vykazuje ST, které nenalezi do zad-
ného z popsanych STC. Séroskupina 29E je pre-
zentovana nejmensim souborem (86 izolatt),
v némz je prezentovano 12 STC, z nichz prevaluji
STC-254 a STC-60, které dohromady zahrnuji
40,7 % izolata. Tretina izolatu (32,6 %) vykazuje
ST, které nenalezi do zadného z popsanych STC.

Material a metody

Kmeny Neisseria meningitidis

Do NRL pro meningokokové nakazy jsou zasilany k ovéte-
ni a dalsi identifikaci kmeny N. meningitidis izolované v labo-
ratotich klinické mikrobiologie v celé republice od nemocnych
s invazivnim meningokokovym onemocnénim. Charakterizace
meningokoku byla provedena popsanymi metodami: uréeni
kapsularnich antigentt metodou sklickové aglutinace, urceni
nekapsularnich antigenti metodou celobunééného ELISA tes-
tu (WCE) [1], citlivost na antibiotika a sulfonamidy. V tomto
sdéleni jsou prezentovany vysledky MLST analyzy kment
N. meningitidis izolovanych v Ceské republice z invazivniho
meningokokového onemocnéni, poslanych do NRL pro menin-
gokové nakazy béhem surveillance tohoto onemocnéni v letech
1993-2005.

Multilokusovd sekvenéni typizace (MLST)

Uréeni ST metodou MLST [13] uziva fragmenty nasleduji-
cich sedmi gent: abcZ, adk, aroE, fumC, gdh, pdhC, pgm. Pro
PCR amplifikaci fragmentt téchto gent byly pouzity primery
prezentované na MLST webové strance [http:/pubmlst.org/
neisseria/|.

Primery byly piipraveny v GENERI BIOTECH, CR. Viech-
ny PCR fragmenty byly sekvenovany ABI PRISM BigDye ter-
minatorem v3.1 (Applied Biosystems, Warrington, UK). Ter-

Ao

minaé¢ni reakce [17] byla provedena sekvenaéni technikou [14,
16] v souladu s protokolem vyrobce. Sekvenéni reakce byly
analyzovany na automatickém DNA sekvenatoru ABI PRISM
3100 (Perkin Elmer). Sekvenéni data byla uréena pomoci
LASERGENE software (DNASTAR, Madison, Wisconsin).
Porovnanim sekvenénich dat s celosvétovou MLST databazi
[http://pubmlst.org/neisseria/] byly uréeny jednotlivé genetic-
ké lokusy (alely) a jejich kombinaci sekvenéni typy (ST). Klo-
nalni analyza sekvené¢nich dat metodou BURST [2] umoznila
urdit, zda zjistény ST nélezi do sekvenéniho klonalniho kom-
plexu (STC).

Vysledky a diskuse

Prezentovany soubor zahrnuje 731 izolata
N. meningitidis izolovanych v Ceské republice
z invazivniho meningokokového onemocnéni
v letech 1993-2005 nasledujicich séroskupin: A (2
izolaty), B (333), C (366), X (1), Y (19), W135 (9),
29E (1).

MLST analyzou bylo zjisténo 173 sekvencnich
typu (ST), z nichz 124 (71,6 %) bylo poprvé popséa-
no pravé na kmenech N. meningitidis izolovanych
v Ceské republice. Mechanismus vzniku nového
ST je dvoji: byla popsana nova alela nebo byla
popsana nova kombinace znamych alel. Tyto nové
ST byly ovéfeny a oznaceny kuratorem celosvéto-
vé MLST databaze, kde jsou rovnéz registrovany
[http:/pubmlst.org/meisseria/]. Nové ST byly zjis-
tény u 206 izolatu, coz piedstavuje témér tietinu
studovaného souboru (28,2 %). Vysoké procento
nové zjisténych ST ukazuje, Ze populace ¢eskych
meningokokti je odliSna od zapadoevropskych
a ostatnich populaci. Tato odliSnost byla velmi
pravdépodobné jesté vyraznéj§i v minulych
letech. Provedli jsme MLST analyzy 41 izolatu
z invazivniho meningokokového onemocnéni
v Ceské republice z let 1977-1992, z nichz u 92,7
% byly zjistény nové ST (vysledky z tohoto obdobi
nejsou zahrnuty do tohoto sdéleni, vzhledem
k malému poctu izolata).

Frekvence vyskytu jednotlivych ST je odlisna
u jednotlivych séroskupin N. meningitidis. Vzhle-
dem k tomu, ze ve studovaném souboru je prak-
ticky stejnym dilem zastoupena séroskupina B
a C, je mozno provést srovnani, z néhoz jedno-
znacéné vyplyva, Ze séroskupina B je geneticky
velmi heterogenni (u 333 izolatt bylo zjisténo 126
ST), zatimco séroskupina C je geneticky velmi
homogenni (u 366 izolata bylo zjisténo pouze 29
ST) — obrazek 1 a 2.

Uvedenych 173 ST zjisténych v celém souboru
731 izolata bylo mozno prifadit do 23 sekvenénich
klonalnich komplext (STC) — tabulka 3. U 96 izo-
latt (13,1 %) byly zjistény ST, které nenaleZi do
zadného z popsanych STC. Z uvedenych 23 STC
byly 3 nové popsany pravé na ¢eskych izolatech:
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Obr. 1. Geneticka struktura izolatt Neisseria meningitidis B pasobicich invazivni meningokokové onemocnéni v Ceské repub-

lice v letech 1993-2005

Picture 1. Genetic structure of Neisseria meningitidis B isolates implicated in invasive meningococcal disease in the Czech

Republic in 1993-2005

STC-106, STC-231, STC-292 [http://pubmlst.org/
neisseria/]. Zjistovani a centralni registrace
novych ST a STC je vyznamné pro vyvoj novych
celosvétové uéinnych meningokokovych vakcin
genetickymi metodami. V ¢eskych meningokoko-
vych populacich jsou nové ST a STC zjistovany ve
vysokém procentu pravdépodobné v dusledku
minulé étyiicetileté izolace ¢eské lidské populace
od populace ostatniho svéta. Podobné jsou nové
ST a STC zjistovany napiiklad v Ciné & Japon-
sku [19, 20].

Zjisténych 23 STC pokryva 86,9 % izolata. Nej-
Castéji byly zjistény ¢tyti klonalni komplexy: STC-
11 (49,9 % izolatw), STC-18 (9,3 %), STC-32 (8,6 %)
a STC-41/44 (7,4 %) — graf 1. Nejcastéji se vysky-
tujici STC-11 prevaloval ve vSech letech surveil-
lance invazivniho meningokokového onemocnéni

(s vyjimkou roku 2005), s kulminaci v roce 1995
(86,1 %) — graf 2. Po dosazeni svého prvniho mini-
ma v roce 2000 (23,2 %) doslo opét k jeho vzestu-
pu s kulminaci v roce 2003 (65,7 %) a od tohoto
roku je zaznamenan opét pokles vyskytu tohoto
hypervirulentniho komplexu v Ceské republice.
V roce 2005 poprvé v historii surveillance doslo
k pievySeni frekvence STC-11 jinym klon&lnim
komplexem: STC-41/44. Zastoupeni séroskupin
v uvedenych hlavnich STC je nasledujici:

STC-11: C (91,5 %), B (7,4 %), W135 (1,1 %)

STC-32: B (100,0 %)

STC-18: B (97 %), C (3 %)

STC-41/44: B (90,7 %), C (9,3 %)

Vzestup séroskupiny C v typickém B klonalnim
komplexu STC-41/44 byl zaznamenan zejména
v roce 2005 [12].
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Obr. 2. Geneticka struktura izolatt Neisseria meningitidis C pasobicich invazivni meningokokové onemocnéni v Ceské repub-

lice v letech 1993-2005

Picture 2. Genetic structure of Neisseria meningitidis C isolates implicated in invasive meningococcal disease in the Czech

Republic in 1993-2005

Vyskyt jednotlivych STC v jednotlivych séro-
skupinach v letech 1993-2005 dokumentuje
tabulka 3. Zastoupeni izolatu v séroskupinach A,
X, Y, W135 a 29E je velmi nizké, tudiz vyskyt jed-
notlivych STC nediskutujeme. Nicméné za zmin-
ku stoji hypervirulentni klonalni komplex STC-
23, ktery u izolatt séroskupiny Y z invazivniho
meningokokového onemocnéni zjistujeme v Ceské
republice teprve od roku 1993 a ktery zpusobuje
vysokou smrtnost tohoto onemocnéni (prezento-
vano na tuzemskych i mezinarodnich konferen-
cich). ZvySeni nemocnosti zptasobené timto hyper-
virulentnim komplexem bylo v devadesatych
letech zaznamenéano v USA [3].

Zastoupeni jednotlivych STC v séroskupinach
B a C potvrzuje jiz vySe uvedenou genetickou
heterogenitu séroskupiny B (zjisténo 15 STC

a 21,6 % izolata vykazuje ST nezaraditelny do
STC) a homogenitu séroskupiny C (zjisténo 11
STC a pouze 4,1 % izolatt vykazuje ST nezairadi-
telny do STC). Heterogenita séroskupiny B
a homogenita séroskupiny C je jesté zietelnégjsi
pfi znAzornéni procenta vyskytu jednotlivych
STC v uvedenych séroskupinach. Procento tii
prevalujicich STC dosahuje u séroskupiny B niz-
kych hodnot (STC-18 = 19,8 %, STC-32 = 18,9 %
a STC-41/44 = 14,7 %) — graf 3, zatimco u séro-
skupiny C je vyrazna prevaha STC-11 (91,2 %) —
graf 4.

Detailni analyza korelace STC a jednotlivych
séroskupin zpusobujicich invazivni onemocnéni
a amrti v roce 2005 ukazuje, Ze prokazatelné
43,3 % onemocnéni bylo zptsobeno hyperviru-
lentnimi komplexy (STC-11, STC-18, STC-23,
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Tab. 3. Korelace ST komplexii a séroskupin Neisseria meningitidis ptsobici invazivni meningokokové onemocnéni v Ceské

republice v letech 1993-2005

Table 3. Correlation between Neisseria meningitidis ST complexes and serogroups causing invasive meningococcal disease in

the Czech Republic in 1993-2005

(n=1731)
Celkem Séroskupina
A B C X Y W135 29E
pocet izolatt 731 2 333 366 1 19 9 1
pocet zjisténych ST 2 126 29 1 8 6 1
STC-1 STC-1 STC-11 STC-11 STC-23 STC-11 STC-254
STC-11 STC-103 STC-103 | STC-103 STC-92 STC-174
STC-103 STC-162 | STC-106 STC-22
STC-106 STC-18 STC-18
STC-162 STC-213 | STC-213
STC-174 STC-226 | STC-226
ST-komplex (STC) STC-18 STC-269 | STC-23
STC-213 STC-292 | STC-231
STC-226 STC-32 | STC-254
STC-22 STC-35 | STC-41/44
STC-23 STC-41/44| STC-8
STC-231 STC-461
STC-254 STC-60
STC-269 STC-865
STC-292 STC-92
STC-32
STC-35
STC-41/44
STC-461
STC-60
STC-865
STC-8
STC-92
pocet a % izolatt 96 0 72 15 1 6 2 0
nezatazenych do STC 13,1 21,6 4,1

STC = ST-komplex = sekvenéni klonalni komplex
zvyraznéné STC = nové objevené v Ceské republice

STC-32, STC-41/44 a STC-269) a pouze 18,6 %
zpusobily meningokoky, které nenalezely do
hypervirulentniho komplexu — tabulka 4. Pii
poditani procenta hypervirulentnich izolata
z poétu typovanych izolatd dochazime k 60 %.
Toto zjisténi vysokého procenta hypervirulent-
nich izolatu, které v roce 2005 zptisobily invaziv-
ni meningokokové onemocnéni je velmi zajimavé
zejména v kontextu, Ze pravé v tomto roce 2005
byla dosazena nejniz§i smrtnost za celou dobu
trvani surveillance (5,1 %) [12]. Nabizi se tedy
avaha, Ze smrtnost invazivniho onemocnéni je
vice ovlivnéna véasnosti a spravnosti 1é¢by, nez
samotnou hypervirulenci meningokoka a Ze
v Ceské republice stale vice nachazeji uplatnéni
nova terapeuticka doporuceni, ktera maji prizni-
vy vliv na sniZeni smrtnosti [7, 15]. Nicméné
k potvrzeni této hypotézy by bylo Zadouci, aby
bylo MLST analyzou uréeno co nejvice izolatu,
zpusobujicich invazivni meningokokové onemoc-
néni. Napiiklad v roce 2005 nebylo mozno tuto
analyzu provést u 38,1 % onemocnéni, protoze
izolaty z téchto onemocnéni nebyly do NRL pro
meningokokové nakazy zaslany.

Rok 2005 byl z hlediska pouzivani MLST zaji-
mavy nejen tim, Ze se poprvé podarilo provést
MLST u v8ech kmenu z invazivniho meningoko-
kového onemocnéni poslanych do NRL, ale i tim,
ze diky této metodé bylo moZno popsat dva jevy
popisované ve svétové literatutre: ,capsule repla-
cement” (jedna se o vymeénu stavajici populace
meningokokt jinou populaci, ktera vykazuje
odli$nou séroskupinu) a ,capsule switching® (jed-
na se o zménu polysacharidového pouzdra
N. meningitidis, ke které dochazi horizontalni
vyménou DNA mezi meningokoky). Oba tyto jevy
byly zjistény v tsteckém kraji [12].

Uréovani ST meningokokt a jejich prislusnosti
do klonalnich komplext spolu s datem zacatku
onemocnéni dava moznost piesné posoudit epide-
miologickou souvislost mezi onemocnénimi v jed-
notlivych lokalitdch. NRL provedla tyto analyzy za
rok 2005 na troven okresu a vysledky potvrzuji, ze
v naprosté véts§iné neni mezi invazivnimi menin-
gokokovymi onemocnénimi piima epidemiologicka
souvislost a 7e v Ceské republice se prakticky
nevyskytuji sekundarni invazivni meningokokova
onemocnéni. MLST analyzy rovnéz potvrzuji, ze

146

—



Epidemiologie 4-06 5.12.2006 13:44 Str. 147 . :/t B

nenalezi do STC—

STC-1
STC-92 |
STC—SGST\ /
STC-8— | .
STC-6 oﬁ:\\\ \,\
STC-461—.

STC-41/44—
STC-35— —
STC-11
STC-32—
STC-292—
STC-269——
STC-254——
sTc231—
sees
a4 e
’ S / AN
stc22— / / / NN
sTc213—" gTC-18-/ [ | “-STC-106

STC-162 sTC-103

Graf 1. ST komplexy Neisseria meningitidis ptsobici invazivni meningokokové onemocnéni v Ceské republice v letech
1993-2005 (n = 731)

Graph 1. Neisseria meningitidis ST complexes causing invasive meningococcal disease in the Czech Republic in 1993-2005 (n
=1731)
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Graf 2. Frekvence hlavnich ST komplexti ptisobicich invazivni meningokokové onemocnéni v Ceské republice v letech
1993-2005
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Graph 2. Distribution of the major Neisseria meningitidis ST complexes causing invasive meningococcal disease in the Czech
Republic in 1993-2005
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Graph 3. Neisseria meningitidis B ST complexes causing invasive meningococcal disease in the Czech Republic in 1993-2005
(n = 333)

Tab. 4. Korelace ST komplexii a séroskupin Neisseria meningitidis pasobici invazivni meningokokové onemocnéni v Ceské
republice v roce 2005

Table 4. Correlation between Neisseria meningitidis ST complexes and serogroups causing invasive meningococcal disease in
the Czech Republic in 2005

Séroskupina Pocet IMO Hypervirulentni komplex

(pocet tmrti) STC-11 | STC-18 STC-23 | STC-32| STC-41/44 | STC-269 NE nd
A 1 1
B 55 (2) 1 31 12 6 15 18 (1)
C 28 (1) 14 G (1) 2 7
Y 2 1 1
nd 11 (2) 11 (2)
Celkem 97 (5) 14 1 1 31 17 (1) 6 18 37(3)
% z IMO 14,4 1,0 1,0 3,1 17,6 6,2 18,6 38,1
hypervirulentni komplex celkem 42
% z IMO 43,3
% z typovanych izolatu 60,0

STC = ST-komplex = sekvené¢ni klonalni komplex
NE = nenélezi k hypervirulentnimu komplexu
nd = nedélano

*kmen séroskupiny C v typickém B komplexu
IMO = invazivni meningokokové onemocnéni
pocet amrti je v zavorkach

v nékterych lokalitach (byt vyjimecné) stejny klon o klasicka sekundarni onemocnéni, nicméné lze
pusobil invazivni meningokokova onemocnéni predpokladat Siteni urcitych klontt meningokoku
v rozmezi nékolika mésich. Nejednalo se tedy ve zdravé populaci danych lokalit [12].
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Graph 4. Neisseria meningitidis C ST complexes causing
invasive meningococcal disease in the Czech Republic in
1993-2005

Populaéni studie s vyuzitim MLST analyzy
v8ak prokazaly, ze populace meningokokt zptso-
bujicich invazivni meningokokové onemocnéni,
jsou geneticky odlisné od populaci zjistovanych
u zdravych nosi¢a N. meningitidis [5, 22]. Tyto
nalezy tedy potvrzuji spravnost opatieni doporu-
¢enych v ohnisku invazivniho meningokokového
onemocnéni [21], jejichz cilem je prevence vzniku
invazivniho meningokokového onemocnéni
u ,rizikovych® kontaktnich osob, nikoli vymyceni
meningokokt z hornich cest dychacich zdravé
populace.

Nase sdéleni prezentuje vysledky MLST izola-
td z invazivniho meningokokového onemocnéni
za dvanactileté obdobi (1993-2005). NRL pro

Ao

meningokokové néakazy ma sbirku izolata
N. meningitidis, ktera pokryva vice nez tricetileté
obdobi (izolaty z invazivniho meningokokového
onemocnéni jsou od roku 1971), nicméné limitaci
interpretace MLST analyz z let pred zapocetim
surveillance je nizky pocet izolatu, které NRL
z invazivniho meningokokového onemocnéni zis-
kavala v minulosti. Nutno Fici, Ze i ve svétové lite-
ratufe jsou MLST analyzy pokryvajici delsi obdo-
bi ojediné&lé [20].

Trend pouzivani molekularnich metod v mikro-
biologii je celosvétoveé prosazovan. Naptriklad na 8.
setkani EMGM (European Monitoring Group on
Meningococci) v roce 2005 bylo konstatovano, ze
molekularni metody jsou pouzivany v 80 % evrop-
skych Narodnich referen¢nich meningokokovych
laboratoti. Jejich pouziti nejenze zlepsuje diagnos-
tiku a véasnost 1é€by onemocnéni, ale vyrazné
také zkvalitiuje surveillance, vCetné stanoveni
vakcinacdni strategie odpovidajici epidemiologické
situaci. Na zékladé znalosti vyskytu hyperviru-
lentnich komplexti v Ceské republice byla recent-
né publikovana vakcinaéni strategie aktualné
doporucena NRL pro meningokokové nakazy [11].

Urcéovani prislusnosti meningokokd do klonéal-
nich komplextt by mélo byt vyuzivano vSemi epi-
demiology. Vysledky klonalni analyzy meningoko-
kt zasila NRL mikrobiologim, ktefi poskytli
izolaty k vySetteni. Metoda MLEE byla v pribé-
hu roku 2005 nahrazena metodou MLST, ktera
umoznuje detailnéjsi klonalni analyzu meningo-
koku.

Zavéry

Klonalni analyzou izolatd N. meningitidis
z invazivniho meningokokového onemocnéni
v Ceské republice z let 1993-2005 byla metodou
MLST zjisténa genetickd heterogenita izolatt
séroskupiny B a homogenita izolatt séroskupiny
C. U izolatt séroskupiny B prevalovaly tfi
sekven¢éni klonalni komplexy (STC-18, STC-32
a STC-41/44) a témér ctvrtina izolatd vykazuje
ST nezaraditelné do klonalnich komplexua. U izo-
latt séroskupiny C byla zjisténa vyrazna preva-
lence STC-11. Hypervirulentni klonalni komplex
STC-11 prevaloval v letech 1993-2004, v roce
2005 byl poprvé zjistén vyssi vyskyt jiného klo-
nalniho komplexu: STC-41/44.V tomto klonalnim
komplexu STC-41/44, ktery je typicky pro séro-
skupinu B, byly v roce 2005 zjistény ve vySsi frek-
venci izolaty séroskupiny C (capsule switching).
MLST analyza ukazala odlisnost populace ces-
kych meningokokt od zapadoevropskych a ostat-
nich populaci.
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Podékovani
Detailni charakteristika kmenit Neisseria

meningitidis byla podporena projektem IGA MZ
CR reg ¢ 1A/8688-3. Definovdni alel a sekvenc-
nich typii bylo provedeno srovndnim sekvencénich
dat s MLST databadzi (http:/ | pubmlst.org / neisse-
ria/). Na MLST nékterych izoldtii se podileli M.
Maiden a K. Jolley (University of Oxford, UK), D.
Caugant (NIPH Oslo, Norsko), J. Felsberg
a R. Haugvicovd (MU AV CR, Praha) v ramci jig
ukonéenych vyzkumnych projektii. Za technickou
pomoc autori dékuji laborantkim NRL pro
meningokokové nikazy SZU Praha. Autoii dékuji
vSem mikrobiologiim, epidemiologiim a klinickym
lékarum za spoluprdci pri realizaci programu
surveillance invazivniho meningokokového one-
mocnéni v Ceské republice a zejména za posildni
izoldti Neisseria meningitidis a klinického mate-
ridlu k detailni charakterizaci.
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