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SOUHRN

Cil prace: Za Gcelem zkvalitnéni surveillance invazivniho pneumokokového onemocnéni (IPO) zavedla Narodni referencni laborator
(NRL) pro streptokokove nakazy metodu celogenomove sekvenace (WGS) Streptococcus pneumoniae. Tato publikace prezentuje
prvni vysledky WGS izolatl S. pneumoniae v Ceské republice.

Material a metodika: Pro WGS bylo vybrano 35 izolatl S. pneumoniae z IPO z let 2017-2019. Jednalo se o sérotypy 4, 8, 9V, 19A a 22F,
které byly uréeny pomoci Quellung reakce v kombinaci s metodou end-point multiplexPCR (mPCR). K detailnéjsi charakterizaci, urceni
sekvenacnich typu, se rutinné v NRL pouziva multilokusova sekvenacni typizace (MLST). U vybranych izolat( nasledovala WGS na
platformé lllumina MiSeq. Ziskané sekvence byly upraveny softwarem Velvet de novo Assembler. Sestavené genomy byly viozeny do
PubMLST databdze, vyuzivajici platformu BIGSdb, a ndsledné automaticky skenovdny a molekuldrné charakterizovany. Dale probéhlo
vzajemné porovnani izolatl na tfech Urovnich rozliseni: podle sedmi MLST gend, na podkladé 53 ribozomalnich gent (rMLST) a po-
rovnanim 1420 gent (“all loci*). Schéma “all loci” zahrnuje MLST geny, ribozomalini geny a geny core genom MLST (cgMLST). Jedna se
o0 aktudlné vSechny definované geny S. pneumoniae v PubMLST databdazi. “Distance matrix*, zalozené na poctu a variabilité alel véech
analyzovanych lokusd, byly vygenerovany automaticky programem Genome Comparator. Fylogenetické sité byly vytvoreny a editovany
v programu SplitsTree4, ktery vyuziva algoritmus NeighborNet. Konecna graficka Uprava probéhla programem Inkscape.

Vysledky: Pri celkovém pohledu na fylogenetické sité Ize Fici, ze genetické linie uvnitf jednotlivych sérotypt (4, 8, 9V, 19A a 22F) jsou
u S. pneumoniae vysoce nepfibuzng, a to v mife stejné, jako by se jednalo o izolaty rozdilnych sérotypd. Izolaty S. pneumonie stejného
sérotypu, a¢ shodnych nebo rozdilnych sekvenacnich typd, mizeme dle vysledkd popsat jako nehomogenni skupinu o uréitém poctu
nepribuznych genetickych klastrd, které spole¢né sdili geny, jeZ jsou zodpovédné za jejich zafazeni ke konkrétnimu sérotypu. WGS de-
monstruje svou detailnost i tim, ze umoznila rozdélit izolaty totozného sérotypu i sekvenacniho typu do odlisnych genetickych klastrd.
Zavér: Metoda WGS prinesla doposud nejdetailnéjsi charakterizaci izolatl S. pneumoniae z vyuzivanych metod v Ceské republice. Je velice
7adouci jejf zafazeni do molekuldrni surveillance IPO v Ceské republice, stejné jak probihd jiz v nékterych jinych statech v Evropé i ve svéte.
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ABSTRACT

Kozakova J., Honskus M., Okonji Z.: Implementation and use of whole genome sequencing (WGS) in the surveillance of invasive
pneumococcal disease, Czech Republic, 2017-2019

Aim: In order to improve the surveillance of invasive pneumococcal disease (IPD), the National Reference Laboratory (NRL) for
Streptococcal Infections implemented whole genome sequencing (WGS) of Streptococcus pneumoniae. This article reports the first
WGS data on S. pneumoniae isolates in the Czech Republic.

Material and Methods: Thirty-five isolates of S. pneumoniae from IPD recovered in 2017-2019 were selected for WGS. These were se-
rotypes 4, 8, 9V, 19A, and 22F, which were determined by the Quellung reaction in combination with endpoint multiplex PCR (mMPCR).
Multilocus sequence typing (MLST) is routinely used for more detailed analysis termed sequence typing. The selected isolates were
analysed by WGS on the lllumina MiSeq platform. The sequences obtained were processed using the Velvet de novo Assembler software.
The assembled genomes were uploaded into the PUbMLST database, using the BIGSdb platform, and then scanned automatically and
molecularly characterized. The isolates were compared at three resolution levels: seven MLST genes, 53 ribosomal genes (rMLST), and
1420 genes (all loci). The all loci scheme covers MLST genes, ribosomal genes, and core genome MLST genes (cgMLST). These are all
currently defined genes of S. pneumoniae available in the PUbMLST database. Distance matrices based on the number and variability
of all loci analysed were generated automatically using the Genome Comparator tool. Phylogenetic networks were created and edited
with the SplitsTree4 package, using the NeighborNet algorithm. The final graphics were edited with the Inkscape software.

Results: Based on an overall view of the phylogenetic networks, it can be concluded that the genetic lines within each of S. pneumoniae
serotypes 4, 8, 9V, 19A, and 22F are highly unrelated, to the same extent as if the isolates were of different serotypes. S. pneumoniae
isolates of the same serotype, whether or not of the same sequence type, can be described, based on the results, as a non-homoge-
neous group with a number of unrelated genetic clusters that share genes assigning them to a specific serotype. WGS has also shown
its discriminatory power, allowing the assignment of isolates of the same serotype and sequence type to different genetic clusters.
Conclusion: Of the methods used so far in the Czech Republic, WGS allows the most detailed characterization of S. pneumoniae isolates. It is
highly desirable to integrate it in the molecular surveillance of IPD in the Czech Republic, similarly to other countries in Europe and in the world.
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uvob

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) je pfikladem vysoce
invazivniho grampozitivniho extracelularniho bakteri-
alniho patogenu, ktery zptisobuje vysokou nemocnost
a umrtnost v Evropé i ve svété. Bézné se nachdzi na
sliznici hornich cest dychacich, kde je souc¢asti normal-
ni mikrofléry. V pripadé, Ze se vyskytuje pneumokok
v primarné sterilnim prostfedi, zptisobuje tzv. invazivni
pneumokokové onemocnéni (IPO), pricemz nejvyssi
vyskyt je zaznamenan u malych déti a starsich osob.
Od roku 2008 je v Ceské republice (CR) zaveden program
surveillance IPO. VSechny pfipady IPO odpovidaji platné
evropské i ceské definici pfipadu IPO [1]: zdvaZzné onemoc-
néni s laboratornim prikazem pneumokoka z klinického
materidlu, ktery je za normalnich podminek sterilni.
Jedinou G¢innou prevenci tohoto zavazného onemocnéni
je vakcinace. Od roku 2010 je v CR zavedeno doporucené
a hrazené ockovani déti pneumokokovymi konjugovanymi
vakcinami (PCV). Od roku 2018 je ockovani vakcinou PCV13
roz$ifeno pro pacienty se zdravotni indikaci i pro vékovou
skupinu senior 65 a star$ich bez poplatku. Podkladem
acinné vakcinacni strategie je provadéni kvalitni surve-
illance IPO. Kvalita surveillance IPO je vyrazné zlepSovana
zavadénim molekuldrni charakterizace izolatd S. pneutmo-
niae. Podle variant polysacharidového obalu lze nyni urcit
vice nez 90 sérotypt této bakterie. Urceni sérotypu S. pneu-
laboratofi pro streptokokové nakazy (NRL) kombinaci
sérologické Quellung reakce a end-point multiplexové
polymerazové Tetézové rekce (mPCR) [2]. Poté nasleduje
proces Klonalni charakterizace, metodou multilokusové
sekvenacni typizace (Multilocus Sequence Typing, MLST),
kterd je zalozend na amplifikaci a sekvenaci oblasti soubo-
ru gent zakladnich metabolickych struktur [3]. V soucasné
dobé NRL testuje odklon od MLST metody a vyuzivani
sekvenace celého genomu (WGS). Zafazeni WGS metody
do molekularni surveillance infekénich onemocnéni je
doporuceno Evropskym centrem pro kontrolu infek¢nich
onemocnéni (ECDC) a ma v Evropé v poslednich letech
vyznamny vzestupny trend [4].

Data surveillance IPO jsou publikovana ve Zpravach
Centra epidemiologie a mikrobiologie, Statniho zdravot-
nihotistavu [5] a jsou kazdorocné zasilana do ECDC TESSy -
The European Surveillance System [6]. Sekvenacni data
jsou predklddana do mezinarodni databaze PubMLST
(Public databases for molecular typing and microbial
genome diversity) [7].

NRL v ramci feSeni vyzkumného projektu zavedla v roce
2019 metodu WGS s cilem jeji implementace do celore-
publikové surveillance IPO. Tato prace prezentuje prvni
pouziti metody WGS v molekularni surveillance IPO
v Ceské republice

MATERIAL A METODY

Bakterialni izolaty Streptococcus pneumoniae

Byl vybran soubor 35 izolatl S. pneumoniae z IPO z let
2017-2019. Jednalo se o sérotypy 4, 8, 9V, 19A a 22F.
Izolaty byly uchovany v mrazicim boxu pii teploté -80 °C
(KryobankaB, Itest s.r.o0.). Kultivace probihala v CO,
atmosféfe ve 37 °C spole¢né s optochinovym diskem
avkombinaci s testem rozpustnosti ve zZluci. Urceni séro-
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typa S. pneumoniae bylo provedeno pomoci Quellung reakce
v kombinaci s reakci end-point multiplexPCR (mPCR).
K detailnéjsi charakterizaci, urceni sekvenac¢nich typa,
byla pouzita multilokusova sekvenacni typizace (MLST).

Extrakce DNA

Zizolatd byla izolovana deoxyribonukleova kyselina (DNA)
pomoci izolaéniho kitu QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN).
Postup izolace probihal podle pokyndi vyrobce [8].

Celogenomova sekvenace a tiprava dat
Celogenomova sekvenace izolatl S. pneumoniae probéhla na
pracovisti EMBL (European Molecular Biology Laboratory,
Heidelberg, Némecko) s vyuzitim platformy Illumina
MiSeq. Vysledné prekryvajici se sekvence o délce cca 300
bp byly nasledné v nasi laboratofi zpracovany pomoci
softwaru Velvet de novo Assembler [9]. Tento proces byl
optimalizovan pomoci skriptu Velvet-Optimiser script.
Primérna hodnota parametru “K-mer lenght“ se pohybo-
vala okolo 147 (minimum = 97, maximum = 173). Sestavené
genomy byly vloZzeny do PubMLST databaze [7], ktera vyu-
ziva platformy BIGSdb (Bacterial Isolate Genome Sequence
Database) [10], pod néasledujicimi IDs: 51320 - 51354,

Analyza a vizualizace WGS dat

Nahrané genomové kontigy jednotlivych izolatd byly
v PubMLST skenovany automaticky a nasledné charak-
terizovany alelovym profilem 53 ribozomalnich gent
(rpsA = rpsU, rplA - rplF, rpll - rplX, rpmA - rpm]) a 7 MLST
gent (aroE, ddl, gdh, gki, recP, spi, xpt). Celkovy pocet ribo-
zomalnich alel je 55, jelikoZ gen rpmG se u S. pneumoniae
vyskytuje ve tfech kopiich. Na zdkladé alelovych variant
MLST gent byla u jednotlivych izolatd uréena prislusnost
k sekvenaénimu typu (ST) [11]. Profil alelovych variant
ribozomalnich genti (rMLST) nasledné poskytl ribozo-
malni profil izolatd (rST) [12]. Nové alely byly skenovany
manudlné a nahrany do databaze PubMLST. Po anotaci
jim bylo diky automatickému vkladacimu nastroji plat-
formy BIGSdb pridéleno ¢iselné oznaceni.

Tvorba fylogenetickych siti probéhla pomoci progra-
mu Genome Comparator, ktery je soucasti PubMLST
databaze. Izolaty byly vzajemné porovnany na tfech
urovnich rozliSeni: na drovni MLST genu (7 lokusi),
rMLST genu (53 lokus) a s vyuzitim schématu “all
loci“ (1 420 lokusil). “Distance matrix“, zalozené na
poctu a variabilité alel vSech analyzovanych lokusi,
byly vygenerovany automaticky programem Genome
Comparator. Vlastni fylogenetické sité byly vytvofeny
a editovany v programu SplitsTree4, ktery vyuziva algo-
ritmus NeighborNet. Konecna grafickd iprava probéhla
programem Inkscape.

VYSLEDKY A DISKUSE

Ribozomalni profil, ktery je v PubMLST databazi popsany
a tedy jiZ spojeny s prislusnym c¢iselnym oznacenim,
mélo 22 z 35 izolatd naseho vybéru (62,9 %). Ostatni
izolaty nesly bud neznamou kombinaci jiZ popsanych
alelovych variant (n = 6), nebo obsahovaly jednu ¢i vice
mutovanych alel, které nebyly dosud popsany (n =4). Ve
tfech pifipadech se pak jednalo o kombinaci obou téchto
jevll. Nové alelové varianty byly zjiStény celkem u osmi
raznych ribozomalnich gent (rpsC, rpsD, rpsT, rplB, rplD,
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Tabulka 1. Molekuldrni charakterizace 35 izolatd S. pneumoniae z IPO, 2017-2019, CR
Table 1. Molecular characterization of 35 S. pneumoniae isolates from IPD, 2017-2019, Czech Republic

Izolat Sérotyp PubMLSTID Sekvenacnityp (ST) aroE ddl gdh dgki i xpt Ribozomalni profil (rST)
78/17 8 51322 404 7 70 9 15 n 42 1 137793 *
134/17 8 51323 404 7 70 9 15 il 42 1 12115
207/17 8 51326 1480 7 70 9 15 n 93 1 137794 *
429/17 8 51330 53 2 14 5 1 n 16 3 12468
464/17 8 51332 53 2 14 5 1 n 16 3 12468
682/17 8 51334 mo 2 14 5 1 il 16 135 12468
692/17 8 51335 53 2 14 5 1 ll 16 3 12468
732/17 8 51338 53 2 14 5 1 il 16 3 137797 *
473/18 8 51347 15126 2 14 5 1 il 16 891 12468
642/18 8 51349 1480 7 70 9 15 n 93 1 137794 *
49/19 8 51352 944 2 29 5 14 1 6 1 137802 *
259/17 9V 51328 162 7 14 1 10 1 6 8 13151
330/17 9V 51329 162 7 14 n 10 1 6 8 13151
478/17 9V 51333 162 7 14 n 10 1 6 8 22345
712/17 9V 51337 156 7 1 n 10 1 6 8 635
246/18 9V 51343 239 15 17 17 4 16 6 19 137798 *
395/18 9V 51345 4727 14 il 10 23 6 8 137799 *
454/18 9V 51346 162 7 14 n 10 1 6 8 13151
56/19 9V 51353 162 7 14 n 10 1 6 8 13151
166/19 9V 51354 14717 15 245 17 4 16 6 19 137808 *
12/17 22F 51320 433 1 17 1 4 1 18 58 137792 *
25/17 22F 51321 433 1 17 1 4 1 18 58 13413
161/17 22F 51325 433 1 17 1 4 1 18 58 13420
451/17 22F 51331 433 1 17 1 4 1 18 58 13420
695/17 22F 51336 433 1 17 1 4 1 18 58 13420
194/18 22F 51342 433 1 17 1 4 1 18 58 13404
706/18 22F 51350 433 1 17 1 4 1 18 58 137800 *
157/17 4 51324 205 10 18 5 4 5 13 10 12043
209/17 4 51327 800 8 6 4 4 1 6 116 137795 *
072/18 4 51341 205 10 18 5 4 5 13 10 12043
320/18 4 51344 205 10 18 5 4 5 13 10 12043
513/18 4 51348 2190 8 6 70 4 4 6 116 24928
789/18 4 51351 12920 2 72 128 4 12 14 1 137801 *
172/17 19A 51339 199 8 14 13 14 4 17 4 11365
485/17 19A 51340 3017 8 14 n 14 1 17 230 137796 *

*nové popsany ribozomalini profil
*newly described ribosomal profile

rplE, rplW, rpmC). Do PubMLST databaze bylo zafazeno
12 nepopsanych ribozomalnich profila ST, zjisténych
v nami studovaném souboru (tab. 1).

MLST (obr. 1)

Prvni fylogeneticka sit znazornuje genetické vztahy
izolatl S. pneumoniae na zakladé genetické variability
MLST gendt.
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Izolaty nejpocetnéjsiho sérotypu 8 jsou zastoupeny
dvéma hlavnimi, geneticky odliSnymi, liniemi. Do
prvni patfi ¢tyfi izolaty sekvenacniho typu ST-53, spolu
s dvéma izolaty ST-1110 a ST-15126, které se 1i§i od ST-53
pouze v jednom MLST genu (xpt). Druhou genetickou
linii tvofi dva izolaty ST-404 a dva izolaty ST-1480.
Tato ST se od sebe odliSuji opét zménou alely v jednom
MLST genu (spi). Ackoliv obé tyto skupiny izolat patfi
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Obr. 1. Vizualizace genetické diverzity na trovni schématu MLST u 35 izolat(l S. pneumoniae z IPO, 2017-2019, CR
Figure 1. Visualisation of genetic diversity according to the MLST scheme of 35 S. pneumoniae isolates from IPD, 2017-2019, Czech Republic

ke stejnému sérotypu, jejich MLST profily jsou znacné
odliSné. Jedinou alelou MLST genu, kterou tyto dvé
skupiny sdili, je alela 11 genu recP. Poslednim izolatem,
patficim k sérotypu 8, je izolat 49/19 (ST-944) lezici
samostatné a jeho MLST profil je unikatni. MiiZzeme
zde pozorovat tfi alelové varianty, které se objevuji
u izolatl dvou hlavnich genetickych skupin sérotypu
8 - aroE alela 2, gdh alela 5 (skupina izolatd ST-53) a xpt
alela 1 (skupina izolat ST-404 a ST-1480). V alelovych
variantach ostatnich MLST gend (ddl, gki, recP a spi) se
tento izolat 1isi.

Sedm z deviti izolath sérotypu 9V tvori na fylogenetické
siti zfetelné ohranicenou, geneticky blizkou, hlavni
skupinu. Jedna se o pét izolatl ST-162, spolu s izolatem
712/17 (ST-156) a izolatem 395/18 (ST-4727). 1zolaty ST-156
a ST-4727 se 1isi od izolatd ST-162 v jednom MLST genu.
V pripadé izoldtu ST-156 je to gen ddl, izolat ST-4727
nese odliSnou alelovou variantu genu recP. Zbylé dva
izolaty sérotypu 9V (246/18 - ST-239 a 166/19 - ST-14717)
se nachazi zcela oddélené od hlavni skupiny. Tomu
odpovida i jejich MLST profil, ktery je ve vétsiné gent
odlisny. Vzajemné se tyto dva izolaty mezi sebou lisi

v alelové varianté genu ddl. Jedinym genem, ktery se
u vSech izolath sérotypu 9V vyskytuje ve stejné alelové
varianté, je gen spi (alela 6).

Naprostou homogenitu vykazuji izolaty sérotypu 22F.
Jelikoz vSechny tyto izolaty patii k sekvenacnimu typu
ST-433, jsou na fylogenetické siti znazornény jednim
spole¢nym bodem.

I1zolaty sérotypu 4 tvofi dvé hlavni geneticky odlisné
skupiny a jeden samostatné lezici izolat. Prvni skupinou
jsou tfi izolaty ST-205, druhou tvoii izolaty 209/17 (ST-800)
a 513/18 (ST-2190). Tyto dva izolaty se vzajemné 1isi ve dvou
MLST genech (gdh a recP) a vykazuji vzdalenou pribuznost
kizoldtim sérotypil 9V (246/18 a 166/19) a 22F. 1z0l4t 789/18
(ST-12920) ma zcela unikatni kombinaci MLST alel a lezi
zcela samostatné. Jedinou spole¢nou alelou MLST genti
u izolath sérotypu 4 je alela 4 genu gki.

Izolaty sérotypu 19A (ST-199 a ST-3017) lezi na fylogene-
tické siti v blizkosti hlavni skupiny izolatd sérotypu 9V
(ST-162; ST-156; ST-4727), a vykazuji tak vyssi pribuznost
k témto izolatlh nez naptiklad k izolatéim sérotypu 8 nebo
22F. MLST profily izolath sérotypu 19A se vzajemné sho-
duji ve 4 MLST genech (aroE, ddl, gki a spi).
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Obr. 2. Vizualizace genetické diverzity na Urovni schématu rMLST u 35 izolatl S. pneumoniae z IPO, 2017-2019, CR
Figure 2. Visualisation of genetic diversity according to the rMLST scheme of 35 S. pneumoniae isolates from IPD, 2017-2019, Czech

Republic

rMLST (obr. 2)

Druha fylogeneticka sit znazorniuje genetické vztahy
izolatd S. pneumoniae na zakladé srovnani variability jejich
ribozomdalnich gend (rMLST).

Pozice izolatl sérotypu 8 je podobna jako na predchozi
fylogenetické siti. Opét jsou zjistény dvé hlavni gene-
tické linie sérotypu 8 a izolat ST-944, ktery je geneticky
vysoce vzdaleny ostatnim. Prvni linie opét obsahuje 6
izolatlh sekvenacnich typi ST-53, ST-1110 a S T-15126,
které s jednou vyjimkou sdili stejné alely vSech 53
TMLST gent a jejich ribozomalni profil je tedy identicky
1ST-12468. Zminénou vyjimku tvoii izolat 732/17 (ST-53),
ktery se od ostatnich 1isi v alele genu rpsA a jeho ribozo-
malni profil je nové popsany rST-137797. Zatimco izolaty
ribozomalniho profilu rST-12468 nesou v genu rpsA alelu
113, u izolatu 732/17 se nachazi alela 2506, ktera se od pti-
vodni alely 113 1i8i jednonukleotidovou substituci. Druhd
hlavni geneticka linie sérotypu 8 obsahuje dvé sublinie,
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Kkteré se vzajemné lisi v alelach sedmi rMLST genti (rpsD,
rpIL, rpl], rplS, rplW, rpmE, rpmG). Sublinie ST-404 je zastou-
pena dvéma izolaty. Izolat 134/17 s ribozomalnim profilem
1ST-12115 a izolat 78/17, ktery ma nové popsanou kombinaci
alel ribozomalnich gent (rST-137793). Rozdil tvoii jedno-
nukleotidova substituce v genu rpsP, kterd méni piivodni
alelu 26 (rST-12115) na alelu 749. Druhou sublinii tvoii dva
izolaty ST-1480 se shodnym, nové popsanym, ribozomal-
nim profilem rST-137794. Oba izolaty nesou novou alelu
genu rplW, kterd vznikla identickou jednonukletidovou
substituci z alely 54. Posledni izolat sérotypu 8 (49/19,
ST-944) je svym profilem ribozomalnich gent zcela odlis-
ny od ostatnich izolath stejného sérotypu a jeho pozice
na fylogenetické siti znaci pfibuznost ke dvéma izolatim
sérotypu 9V (246/18 a 166/19). Jeho nové popsany ribozo-
malni profil rST-137802 nese 14 alel, které se u ostatnich
izolath sérotypu 8 nevyskytuji, a novou alelu genu rplE.

Pozice izolatl sérotypu 9V je podobna jako na predchozi
fylogenetické siti. Hlavni linii tvofi sedm izolath ST-162,
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ST-156 a ST-4727. Ctyfi z nich (ST-162) sdili stejny ribozo-
maln{ profil rST-13151 a tvoii proto jediny bod. K tém-
to izolatim vykazuji vysokou pribuznost izolaty 712/17
(rST-635) a 478/17 (rST-22345), které se od ribozomalniho
profilu rST-13151 shodné 1isi v aleldch 4 gent (rpsA, rpl],
rplL, rplS). 1zolat 478/17 nese navic odlisSnou alelu genu
rpmA. Poslednim izoldtem hlavni linie sérotypu 9V je izo-
14t 395/18 (ST-4727), ktery se od ostatnich 1i$i uz podstatné
vice. Jeho ribozomalni profil rST-137799 je velmi unikatni,
podle dat PubMLST databaze se 1i$i od nejpodobnéjsiho
profilu v deviti riznych alelach ribozomalnich genii, coZ
je neobvykle vysoké ¢islo. Zbylé dva izolaty sérotypu 9V
(246/18 a 166/19) lezi samostatné v geneticky specifické
linii (spolu s izolatem 49/19 sérotypu 8). Oba nesou nové
popsané ribozomalni profily (rST-137798 a rST-137808)
a vzajemneé se lisi v alelach 4 ribozomalnich gent (rpsA,
rpsP, rpll, rpmG).

Izolaty sérotypu 22F (ST-433) se na zakladé alelovych
variant ribozomalnich gent rozdélily do dvou genetic-
ky odlisnych Kklastri. Prvni klastr obsahuje tfi izolaty

s identickymi ribozomalnimi profily rST-13420 (161/17,
451/17, 695/17) a izolat 706/18 (rST-137800), ktery se od nich
lisi novou alelovou variantou genu rpsD. Tato alela se 1isi
od ptivodni alely 2042 (rST-13420) jednonukleotidovou
substituci. Druhy Kklastr obsahuje tfi izolaty (12/17, 25/17,
194/18), jejichz ribozomalni profily se mezi sebou lisi vidy
jednou alelou. Izolat 25/17 (rST-13413) se od izolatu 194/18
(rST-13404) 1isi alelou 49 genu rpsl. 1zolat 12/17, ktery ma
noveé popsany ribozomalni profil rST-137792, nese alelu
6333 v genu rplS.

I1zolaty sérotypu 4 tvoii dvé geneticky neptibuzné linie.
Zména nastala u izolatu 789/18 (ST-12920), ktery vykazuje
pribuznost s izolaty sekvenacnich typti ST-800 a ST-2190
a jeho pozice na fylogenetické siti jiz neni zcela samo-
statna. Pribuznost izolatd této linie sérotypu 4 je nic-
méné mnohem nizsi neZ mezi vétsinou ostatnich linii,
coz se obrazi i v ribozomalnich profilech téchto izolati.
Spole¢né sdili pouze 29 alel ribozomalnich genti. Izolaty
209/17 a 789/18 nesou nové popsané ribozomdalni profily,
izolat 209/17 (rST-137795) se lisi od nejpodobnéjsiho zna-
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mého profilu tfemi alelami (rpsL, rpsP, rplA) a izolat 789/18
(rST-137801) sedmi alelami (rpsF, rpsG, rpsL, rpsT, rplA,
rplC, rplD). V piipadé gend rpsT a rplD se pak jedna o nové
identifikované alely. Izolat 513/18 nese ribozomalni pro-
fil 1ST-24928. Druhou linii sérotypu 4 tvofi tfi identické
izolaty ST-205, rST-12043.

Izolaty sérotypu 19A lezi na ribozomalni fylogenetické siti
jiz zcela samostatné a jsou vzdjemné blizce piibuzné. Izolat
485/17 (rST-137796) se od izolatu 172/17 (rST-11365) 1isi na tirovni
ribozomalnich genti pouze novou alelou genu rpmC, Ktera
vznikla z ptivodni alely 14 jednonukleotidovou substituci.

“All loci“ (obr. 3)

Treti fylogeneticka sit je zkonstruovana na zakladé srov-
nani 1420 genti. Schéma “all loci“ zahrnuje MLST geny,
ribozomalni geny a geny, tvofici schéma core genom
MLST (cgMLST) pro S. pneumoniae.

Izolaty sérotypu 8 tvoii na fylogenetické siti tfi linie,
které jsou vzajemné geneticky vysoce vzdalené. Prvni
linie je tvofena dvéma témér identickymi izolaty sek-
venacniho typu ST-1480 a dvéma izolaty ST-404, které
jsou méné pribuzné. Druha linie je tvofena Sesti gene-
ticky blizkymi izolaty (ST-53, ST-1110, ST-15126). Mezi
nimi 1ze pozorovat Kklastr tfi vysoce ptfibuznych izolat
692/17 (ST-53), 732/17 (ST-53) a 682/17 (ST-1110), izolat 473/18
(ST-15126), ktery patfi do stejného klastru, ale jeho pfi-
a464/17), které tvori druhy Kklastr. Treti linii tvofi samo-
statné leZici izolat 49/19 (ST-944).

Sérotyp 9V se rovnéz sklada ze dvou geneticky nepii-
buznych linii. V prvni linii je pét izolath sekvenacniho
typu ST-162. Ctyfiz nich jsou prakticky identické (259/17,
330/17, 454/18 a 56/19), paty je pak, navzdory stejnému
sekvenacnimu typu, geneticky vyznamné vzdalenéjsi
(478/17). Do prvni linie se dale fadi izolaty 712/17 (ST-156)
a 395/18 (ST-4727), mezi kterymi je vzajemna pribuznost
zhruba na stejné irovni jako jejich pribuznost k ostatnim
izolatim této linie. Zajimavy je fakt, Ze dva izolaty séro-
typu 19A vykazuji k izolatim prvni linie sérotypu 9V vyssi
ptibuznost nez izolaty druhé linie stejného sérotypu.
Tato ptibuznost je nicméné velice vzdalena. Dva izolaty
druhé linie 9V lezZi na fylogenetické siti samostatné
a vzajemné se 1i§i v cca 100 genech.

Navzdory ptislusnosti ke stejnému sekvena¢nimu typu
(ST-433) zlistaly izolaty sérotypu 22F i pfi srovnani na za-
Kkladé 1420 gent rozdéleny do dvou zfetelné oddélenych
Klastrii, které mezi sebou maji rozdil zhruba 150 gendi.
Prvni Klastr je tvofen ¢tyfmi vysoce ptibuznymi izolaty
161/17, 451/17, 695/17, 706/18 a druhy klastr obsahuje tfi
podobné pribuzné izolaty 12/17, 25/17, 194/18.

Rovnéz sérotyp 4 tvoii dvé geneticky vzdalené linie. Prvni
je tvofena tfemi izolaty ST-205, které jsou geneticky
prakticky stejné. Uvnitf druhé linie miiZeme pozorovat
vyjimecné vysokou variabilitu. Je tvofena dvéma vzda-
lené piibuznymi izolaty 209/17 (ST-800), 513/18 (ST-2190)
a jeSté méné pribuznym 789/18 (ST-12920).

Vycet izolatl uzaviraji dva izolaty sérotypu 19A (172/17,
485/17), které tvoii samostatné stojici linii a vykazujici
pomeérneé znacnou genetickou blizkost.

Pti celkovém pohledu na fylogenetické sité 1ze fici, Ze
genetické linie vybranych izolatl uvnitf jednotlivych
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sérotypi (4, 8, 9V, 19A a 22F) jsou u S. preumoniae vysoce
neptibuzné, a to v mife stejné, jako by se jednalo o izolaty
rozdilnych sérotypll. 1zolaty S. pneumonie stejného séro-
typu, a¢ shodnych nebo rozdilnych sekvenacnich typi,
muZeme podle vysledkil popsat jako nehomogenni sku-
pinu o ur¢itém poctu neptibuznych genetickych klastri,
které spolecné sdili geny zodpovédné za jejich zafazeni ke
konkrétnimu sérotypu. Kromé gendi urcujicich sérotypy
byla u jednotlivych genetickych linii izolat stejnych
sérotypll nalezena velice nizka piibuznost. Genetické li-
nie, které pozorujeme uvnitf jednotlivych sérotypi, jsou
tvofeny bud izolaty stejného ST (pf. sérotyp 4 = ST-205)
nebo skupinou nékolika pribuznych ST (pt. sérotyp 8
= ST-404 a ST-1480). Diky WGS se podarilo oddélit dva
zfetelné Klastry izolatl sérotypu 22F o totoZném ST-433.
Li$i se jiz na drovni ribozomalnich gent, kde klastruji
a vytvaii dvé vzdjemné bliz§i skupiny. Toto potvrdila
ianalyza na trovni schématu “all loci“.

Klonalni charakterizaci pneumokoki je mozno provadét
kromé MLST a WGS i metodou MLVA (Multiple-Locus
Variable number tandem repeat Analysis). Tato metoda
neni rutinné pouzivana, ale Ize ji naptiklad pouzit jako
doplrikovou pro zrychlené zjiSténi klonalni pfibuznosti
izolat ze situaci lokdlniho charakteru [13]. Urcovani séro-
typa S. pneurmoniae je provadéno metodou Quellung, ktera
je celosvétové povazovana za zlaty standard pro typizaci
pneumokokll. Tato metoda je vSak nakladna financné
icasové, a jsou proto hledany molekularni metody, kte-
ré by ji mohly nahradit. Srovnani metod sekvenacni
multiplexové PCR a WGS ukazalo, Ze pro urceni sérotypt
S. pneurmoniae je ispésnéjsi metoda WGS [14].

Metoda WGS umoznuje detailnéjsi fylogenetickou
analyzu pneumokokd, ktera je velmi dilezita zejména
v postvakcina¢nim obdobi a umoznuje zjistovat, zda
nedochazi vlivem selekéniho tlaku k rozsifeni novych
fylogenetickych linii nevakcinac¢nich sérotypti. Napiiklad
v Kanadé byl po implementaci PCV13 pneumokokové
vakciny zjistén vzestup nevakcina¢niho sérotypu 22F,
ktery byl metodou WGS charakterizovan jako homogen-
ni klonalni komplex ST-433 [15]. Stejnou homogenitu
S. pneumoniae ST-433 jsme prokazali v souboru nami stu-
dovanych izolati sérotypu 22F. DiileZitost metody WGS
v detekci novych sekvenacnich typti v postvakcina¢nim
obdobi prokazala nosi¢ska studie v UK, kde byly diky této
metodé zjistény dosud nepopsané sekvenacni typy u ne-
vakcinac¢nich sérotypti S. pneumoniae. Data WGS ukazala,
Ze replacement sérotypi byl nejcastéji zptisoben zmé-
nou genotypu [16]. Implementace WGS do molekuldrni
surveillance IPO dava detailni podklady pro zhodnoceni
situace v postvakcina¢nim obdobi a naslednou aktualizaci
vakcinacni strategie.

ZAVER

Tento ¢lanek prezentuje prvni ceské izolaty S. pneumoniae,
které byly podrobeny sekvenaci celého genomu. Metoda
WGS pfinesla doposud nejdetailnéjsi charakterizaci izo-
14t S. pneumoniae z vyuzivanych metod v Ceské republice.
Velice obohacuje dosavadni charakterizaci izolatd S. pneu-
moniae z rutinné ziskavanych 7 gend aZ na 1420 gent. Je



velice Zadouci zafazeni WGS do molekularni surveillance
IPO v Ceské republice, stejné jak probiha jiz v nékterych
jinych statech.
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