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Vyskyt sublinie M1 , mezi invazivhimi kmeny
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SOUHRN

Cile: Od prosince roku 2022 je pozorovan v Ceské republice zvy3eny vyskyt invazivniho onemocnéni zplisobeného Streptococ-
cus pyogenes s posunem klinické prezentace a vékové hranice postizenych osob. Invazivni onemocnéni se projevuji ve srovnani
s pfedchozimi roky castéji u déti do 18 let véku a dosud zdravych dospélych stredniho véku. Zvysil se pocet izolatl S. pyogenes
ziskanych z primdrné sterilnich mist, jako je hemokultura, mozkomisni mok, pleurdini vypotek, kloubni punktat a sekéni material.
Rutinnim stanovovanim typu genu emm bylo zjisténo, Ze pfevazujicim emm typem S. pyogenes je emm1.V obdobi od ledna 2023
do Cervence 2023 46 % vsech izolatli S. pyogenes z invazivnich onemocnéni odpovidalo typu emm1. Globalné rozsitend sublinie
M1, je charakterizovana ve srovnani s historickymi kmeny iGAS typu emm1 odlidnou expresi sedmi gend, mezi které patfi i gen
streptokokového pyrogenniho toxinu A (speA). Cilem studie je stanovit, zda ve vétsi mife toxigenni sublinie M1, je spojena se
zvy$enym vyskytem invazivniho onemocnéni v Ceské republice.

Metody: Celogenomova sekvenace 41 izolatd S. pyogenes izolovanych v Ceské republice v letech 2018 a 2019 a od prosince 2022
do kvétna 2023 od pacientd s invazivnim onemocnénim byla provedena pfistrojem MiSeq (lllumina). Bioinformaticka analyza byla
provedena volné dostupnymi online néstroji Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center.

Vysledky: Na zékladé dat celogenomové sekvenace 41 izolatd S. pyogenes typu emm1 izolovanych od pacientt s invazivnim in-
fekénim onemocnénim v obdobi let 2018 a 2019 a od prosince 2022 do kvétna 2023 bylo zjisténo, ze mezi invazivnimi kmeny
S. pyogenes typu emm1 ptevlada od prosince 2022 do kvétna 2023 v Ceské republice sublinie M1,

Zavér: Dlvod rozsifeni sublinie M1, v Ceské republice na konci roku 2022 a v prvni poloviné roku 2023 neni zcela ziejmy, ale mdze
byt spojen se snizenou imunitou v souvislosti s omezenym pfenosem GAS béhem lockdownd, zvlasté u déti. Dalsim faktorem,
ktery mohl pfispét k vysokému vyskytu invazivnich infekénich onemocnéni, je sezonni cirkulace respira¢nich vird.
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ABSTRACT
Vesela R., Vohrnova S., Kozékova J.: Prevalence of the M1 , sublineage among emm1 Streptococcus
pyogenes invasive strains isolated in the Czech Republic from December 2022 to May 2023

Aims: Since December 2022, an increase in invasive disease caused by Streptococcus pyogenes has been observed in the Czech
Republic, with a shift in the clinical presentation and age of patients. Unlike in previous years, invasive disease is more common
in children and adolescents under 18 years of age and in previously healthy middle-aged adults. An increase has been noticed in
the number of S. pyogenes isolates from primarily sterile sites such as haemoculture, cerebrospinal fluid, pleural effusion fluid, joint
fluid, and postmortem specimens. Routine emm gene typing revealed emm1 to be the predominant emm type of S. pyogenes. Be-
tween January 2023 and July 2023, 46% of all S. pyogenes isolates from invasive cases were assigned to the emm1 type. The globally
spread M1, sublineage is characterized by differences in the expression of seven genes, including the streptococcal pyrogenic
toxin A (speA) gene, compared to historical emm1 iGAS strains. The aim of this study is to determine whether the more toxigenic
M1, sublineage is associated with the increase in invasive disease in the Czech Republic.

Methods: Whole genome sequencing of 41 S. pyogenes isolates from patients with invasive disease recovered in the Czech Repub-
licin 2018 and 2019 and from December 2022 to May 2023 was performed using the MiSeq instrument (lllumina). Bioinformatics
analysis was performed using freely available online tools the Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center.

Results: Based on whole genome sequencing data of 41 emm1 isolates of S. pyogenes from patients with invasive infectious dis-
ease recovered in 2018 and 2019 and from December 2022 to May 2023, the M1 , sublineage was found to be predominant from
December 2022 to May 2023.

Conclusion: The reason for the spread of the M1, sublineage in the Czech Republic late in 2022 and in the first half of 2023 is not
entirely clear, but it may be related to reduced immunity due to limited GAS transmission during lockdowns, especially in children.
Another factor that may have contributed to the high incidence of invasive infectious diseases is the seasonal circulation of respi-
ratory viruses.
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uvoD

Streptococcus pyogenes (streptokok skupiny A, Group
A Strep, GAS) je agens zpUsobujici predevsim akutni
tonzilitidy, akutni otitidy, hnisavé infekce faryngu a in-
fek¢ni onemocnéni klze s klinickym obrazem ve for-
mé impetiga ¢i erysipelu, vyvolava vsak i systémova
infek¢ni onemocnéni. Klinické manifestace invazivnich
onemocnéni zpusobenych S. pyogenes zahrnuji typic-
ky nekrotizujici fasciitidu, bakteriemii, sepsi a sepsi se
streptokokovym syndromem toxického Soku. V roce
2023 se vyskytovaly v souvislosti se S. pyogenes inva-
zivni onemocnéni, jako jsou pneumonie a meningiti-
da, kterd pro toto agens nejsou typicka. V pfedchozich
letech se invazivni onemocnéni objevovala zvlasté
u polymorbidnich pacientq, injek¢nich uzivatelt drog
a osob bez domova. Véznost infeké¢niho onemocnéni
vyvolaného S. pyogenes je ovlivnéna kombinaci fady
faktor(l, napf. celkovym zdravotnim stavem a stavem
imunity hostitele, pfedchozim vznikem poranéni, ge-
netickymi faktory, mirou expozice S. pyogenes a speci-
fickou virulenci kmene. Uvadi se, Ze smrtnost v pfipa-
dé invazivnich GAS onemocnéni je navzdory okamzité
lé¢bé antibiotiky v rozmezi 10-30 % [1]. Pokud se
v populaci objevily nové nebo vzacné se vyskytujici
kmeny S. pyogenes, vzdy to vedlo ke zvyseni vyskytu
GAS onemocnéni. Vyznamné zmény v genomu, které
ovliviiuji strukturu a expresi virulentnich faktora, jsou
spojovany s globalni expanzi invazivnich S. pyogenes
(iGAS) [2]. Genom S. pyogenes obsahuje fadu genl
virulentnich faktor(l a vykazuje vysokou genetickou
diverzitu. M protein, kédovany genem emm, je hlavni
faktor virulence spojovany s rezistenci bakterie k fago-
cytodze. Typizace S. pyogenes je zaloZzeno na sekvencni
variabilité N-koncové casti genu emm. Nejcastéji za-
stoupené emm typy iGAS jsou emm1, emm28, emm89,
emm3 a emm12 [3]. Kmeny GAS produkuji exotoxiny
a specifické superantigeny (SAg), které vyvolavaiji sys-
témovou zanétlivou odezvu. Superantigeny se vazi
na molekuly MHC Il (major histocompatibility com-
plex class Il) na povrchu antigen prezentujicich bunék
a soucasné na variabilni oblast B fetézce receptoru
T lymfocytl. Tato interakce vede k aktivaci velkého
mnozstvi T lymfocyth produkujicich prozanétlivé cy-
tokiny a k potlaceni produkce imunoglobulind [4].
V soucasné dobé je zndmo 13 SAg. Geny koédujici SAg
jsou prevazné neseny na profazich nebo na jinych mo-
bilnich elementech, coz umoziiuje horizontalni pfenos

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie 2024, ro¢. 73, ¢. 2

genU mezi bakterialnimi rody a druhy. Vyjimkou jsou
geny speG, spe) a smeZ, které jsou soucasti chromozo-
mu bakterie. Zvlastni tlohu ma mezi SAg SpeB, multi-
funkéni cysteinova proteaza. Ukazuje se, ze SpeB mUze
regulovat funkci ostatnich SAg jejich proteolyzou. Pro-
tedza SpeB je také faktor virulence, deaktivuje C3b ¢ast
komplementu a $tépi imunoglobuliny [5].

Historie vyskytu S. pyogenes M1

Od roku 2014 pfiblizné do roku 2016 byl v Anglii po-
zorovan zvyseny vyskyt spély a invazivnich onemoc-
néni vyvolanych S. pyogenes. Plivodcem tohoto zvy-
seného vyskytu byla identifikovana invazivni sublinie
S. pyogenes typu emm1 oznacena M1 , [6]. Tato sublinie
byla charakterizovéna vyskytem 27 jednonukleotido-
vych polymorfism@ (SNP) v genomu bakterie a zaroven
odlisnou expresi sedmi gend ve srovnani s iGAS typu
emm] z pfedchozich let. U sublinie M1, byla prokaza-
na zvysend produkce streptokokového pyrogenniho
exotoxinu A (SpeA) [7], kterd je zodpovédnd za vyssi
toxigenitu kmene. V pribéhu let doslo ke globalnimu
rozsifeni této sublinie S. pyogenes M1, [8, 9, 10].

Epidemiologie iGAS v Ceské republice

Invazivni onemocnéni vyvolana S. pyogenes v Ceské
republice podléhaji povinnému hlaseni do Informacni-
ho systému infek¢nich nemoci (ISIN), ale neni zaveden
narodni program surveillance. Do Narodni referencni
laboratofe pro streptokokové ndkazy (NRL/STR) jsou
z terénnich laboratofi zasilany izolaty S. pyogenes z in-
vazivnich i neinvazivnich onemocnéni na bazi dobro-
volnosti. V NRL/STR je u doru¢enych izolatl S. pyogenes
provadéna kontrola spravné identifikace a typizace
genu emm. V letech 2018-2022 bylo do NRL/STR doru-
¢eno celkem 389 izolatd S. pyogenes z invazivnich i ne-
invazivnich onemocnéni, z toho 307 izolatl bylo z inva-
zivnich onemocnéni. Nejméné izolatl bylo doruceno
v roce 2021, a to 45 izolatd, coz mize souviset s v té
dobé platnymi protiepidemickymi opatfenimi proti
sifeni covid-19. Nejvice izolatd bylo vysetfeno v roce
2022, celkem 105 izolatd, z toho velkd ¢ast byla doru-
¢ena v posledni ¢tvrtiné roku 2022.V letech 2018-2022
bylo do NRL/STR doruceno 38 izolatl S. pyogenes, kte-
ré byly dany do souvislosti s umrtim pacienta. Nejvice
umrti souvisejicich s onemocnénim S. pyogenes bylo
zaznamenano v roce 2022 - celkem 20 amrti, z toho 4
umrti byla nahlasena v listopadu 2022 a 8 amrti v pro-
sinci 2022.
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V prosinci 2022 doslo k vyraznému narlstu poctu za-
slanych izolatd S. pyogenes do NRL/STR a k celorepubli-
kovému zvyseni vyskytu pfipadl jak neinvazivnich, tak
invazivnich onemocnéni vyvolanych S. pyogenes a ten-
to trend pokracuje i v roce 2023. Na zvysSeni vyskytu
onemocnéni zpusobenych S. pyogenes se pravdépo-
dobné podilelo uvolnéni protiepidemickych opatreni,
sezonni cirkulace respiracnich vird a v nasledujicim
roce 2023 pravdépodobné téz situace snizené dostup-
nosti penicilinu. NRL/STR oslovila v lednu 2023 mikro-
biologické laboratofe v terénu, aby v zajmu zlepseni
monitorovani situace vyskytu iGAS zasilaly do NRL/STR
izolaty S. pyogenes z invazivnich onemocnéni.

V obdobi od ledna do ¢ervence 2023 bylo do NRL/
STR doruceno 384 izolatd GAS, z toho 287 izolatd bylo
z invazivniho onemocnéni. Nejvice izolatl bylo doru-
¢eno v dubnu 2023, a to 76 vzork{, z toho 60 bylo z in-
vazivnich onemocnéni. V NRL/STR bylo v obdobi ledna
az cervence 2023 zaznamenano celkem 44 amrti v sou-
vislosti s onemocnénim S. pyogenes, nejvice umrti bylo
dokumentovano v kvétnu 2023 - celkem 12 amrti. Mo-
nitorovanim vyskytujicich se emm typU bylo zjisténo,
Ze prevazujicim emm typem je emm1 - od ledna 2023
do cervence 2023 bylo 46 % vsech iGAS typu emm].
V predchozich letech 2015-2022 bylo prdmérné zazna-
menano 18 % izolatl iGAS emm1 (nejméné v roce 2021
-2 %, nejvice v roce 2016 — 29 %). Déle se zvysil vyskyt
typl emm12, emm49 [11].

MATERIAL A METODY

Kmeny

Do studie byly vybrany kmeny S. pyogenes typu
emm] ziskané v letech 2018, 2019 a od konce roku
2022 do kvétna roku 2023. Z let 2018 a 2019 bylo vy-
brano 5 izolatl iGAS. Z obdobi prosinec 2022 az kvéten
2023 bylo zvoleno 36 kmenl( izolovanych od pacientd
s anamnézou invazivniho onemocnéni vyvolaného
S. pyogenes, pfipadné z nahlych umrti. Invazivita one-
mocnéni byla hodnocena na zkladé udané diagnézy
a predevsim na zakladé materialu, ze kterého byl S. pyo-
genes ziskan. Ze studovaného souboru 41 izoldtd byl ve
36 pripadech S. pyogenes izolovan z hemokultury, v 1
pfipadé z mozkomisniho moku a ve 3 pfipadech z pi-
tevniho materidlu. V jednom pfipadé se jedna o izolat
z neinvazivniho materidlu od pacienta, jehoz pfibuzny
prodélal invazivni onemocnéni vyvolané S. pyogenes.
Vékovy pridmér pacientd ve studovaném souboru, od
nichz byl S. pyogenes ziskan, je 31 let, nejmladsimu
pacientovi byly 2 roky, nejstarsimu pacientovi bylo 73
let. Ve 23 pripadech se jednalo o pacientky zenského
pohlavi, 18 pfipadd bylo ziskano od pacientll muzské-
ho pohlavi. Viechny pfipady jsou z Ceské republiky az
na jeden pfipad, kdy byl kmen S. pyogenes izolovan na
Slovensku. Autorim studie je zndmo, Ze minimalné 17
pfipadl skoncilo umrtim.

Identifikace a typizace genu emm

Kmeny iGAS zahrnuté do studie, stejné jako vsechny
ostatni kmeny S. pyogenes dorucené do NRL/STR, byly
podrobeny rutinni kontrole spravné identifikace. Kme-
ny byly kultivovany pfes noc na krevnim agaru (CO
agar, Oxoid) v atmosféfe s 5% CO,, nasledné byla hod-
nocena beta hemolyza. Dale bylo provedeno testovani
streptokokového skupinového antigenu A latexovou
aglutinaci pomoci Streptococcal Grouping Kit (Oxoid)
a testovdna reakce v PYR testu (PYR Disc w/ Reagent,
Remel), kdy byla zjistovana produkce enzymu pyrro-
lidonyl arylamidazy. Nasledovala typizace genu emm
podle protokolu z CDC (https://www.cdc.gov/stre-
plab/groupa-strep/emm-typing-protocol.html). Dlou-
hodobé jsou kmeny skladovany v kryozkumavkéch
(ITEST KRYOBANKA B, ITEST plus s.r.o.) pfi -70 °C ve
sbirce NRL/STR.

Izolace genomové DNA a celogenomova sekvenace

Izolaty iGAS typu emm1 z let 2018 a 2019 byly se-
kvenovany s vyuzitim sekvenatoru MiSeq (lllumina)
na pracovisti EMBL (European Molecular Biology La-
boratory, Heidelberg, Némecko). Izolaty iGAS z roku
2022 a 2023 byly sekvenovany v SZU pfistrojem MiSeq
(Ilumina). Genomova DNA vybranych vzorkd S. pyo-
genes byla izolovana QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN)
s upravenym protokolem pro gram-pozitivni bakterie.
Ke fragmentaci DNA byl pouzit pfistroj Covaris M220
Focused-ultrasonicator. Pfiprava DNA knihovny byla
provedena pouzitim xGen DNA Library Prep MC Kit
(IDT).

Zpracovani dat z celogenomové sekvenace

Kvalita ziskanych sekvenacnich dat byla hodnocena
programem FastQC. K sestaveni genom z primarnich
sekvenacnich dat byl pouzit de novo assembler Uni-
cycler verze v0.4.8 [12], ktery je nastrojem volné online
dostupného Bacterial and Viral Bioinformatic Center
(BV-BRC) https://www.bv-brc.org [13]. Unicycler byl
v tomto pfipadé schopen skladat kratké ready, pficemz
funguje jako SPAdes-optimalizator (https://www.bv-
-brc.org/docs/quick_references/services/comprehen-
sive_genome_analysis_service.html). Hloubka pokry-
ti pro kazdy izolat byla >50x. Ke zjisténi sekven¢niho
typu ST a piitomnosti gen(l superantigen( speA, speC,
speG, speH, spel, spel, speK, spel, speM, smeZ a ssa z ce-
logenomovych dat byl pouzit nastroj Comprehensive
Genome Analysis, ktery je soucasti BV-BRC. Typy kme-
nl emm1 invazivnich GAS ziskané pouzitim databaze
PubMLST podporované platformou Bacterial Isolate
Genome Sequence Database (BiGSdb) [14] byly také
ovéreny nastrojem Comprehensive Genome Analy-
sis. Jednonukleotidové polymorfismy byly stanoveny
proti cilovému genomu referen¢niho kmene inva-
zivniho S. pyogenes MGAS5005 typ emm1 izolované-
ho z mozkomisniho moku v Kanadé v roce 1996 [15]
pouzitim nastroje Variation Analysis, ktery je soucasti
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BV-BRC a vyuzivd aligner BWA-mem [16] a SNP Caller
FreeBayes [17].

Fylogeneticka analyza

Phylogenetic Tree Service v BV-BRC byl pouzit ke kon-
strukci fylogenetickych stromi ze studovanych geno-
mu. Nastroj Codon Tree umoznil ndhodné vybrat 1000
single-copy BV-BRC globalnich proteinovych rodin
PGFam [18] a pouzitim programu RAXML verze 8 [19]
byly analyzovény zarovnané proteiny a kodujici DNA ze
single-copy gen( s parametry Max Allowed Deletion 0
a Max Allowed Duplication 0. Do fylogenetické analy-
zy byly zahrnuty anotované genomy sekvenovanych
iGAS kmend typ emm1 izolovanych v Ceské republice
v letech 2018-2023, 4 kmeny iGAS typ emm]1 izolova-
né v Anglii v roce 2014 charakterizované jako sublinie
M1, [6] areferencnikmen S. pyogenes MGAS5005. WGS
data uvedenych iGAS kmenU izolovanych v Anglii byla
ziskana v databazi European Nucleotide Archive (ENA)
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB17673.

VYSLEDKY

Fylogeneticka analyza

Fylogenetickd analyza anotovanych genom( izo-
1atd iGAS typu emm1 ukazala vyvoj emm1 typu v ob-
dobi let 2018 a 2019 a od prosince 2022 do kvétna
2023. Stejné jako v mnoha jinych zemich tak i v Ceské
republice doslo mezi izolaty iGAS k rozsifeni sublinie
M1,,. V letech 2018 a 2019 bylo do NRL pro strepto-
kokové ndkazy doruceno pouze 21 izolatl iGAS typu
emm1 (tab. 1). Z obdobi 2018 az 2019 bylo sekveno-
vano 5 kmenu iGAS typu emm], z toho 4 kmeny ne-
odpovidaji sublinii M1 . Tyto kmeny spolu se tfemi
kmeny z obdobi 2022 az 2023 tvofi oddéleny klon od
sublinie M1, (obr. 1).

PUVODNI PRACE

Detekce vybranych jednonukleotidovych
polymorfismii v core genomu

Data celogenomové sekvenace byla ziskana pro 41
iGAS izolata typu emm1 ziskanych v letech 2018, 2019
a od prosince 2022 az do kvétna 2023 (tab. 2). Sublinie
M1 . kterd je spojovana se zvySenym vyskytem spaly
a invazivnich onemocnéni v Anglii v letech 2014-2016,
je charakterizovana 27 SNP v regula¢nich a metabolic-
kych genech (tzv. core genome). Tfi non-synonymni
mutace byly identifikovany v genu rofA [6], ktery kodu-
je transkripcni reguldtor RofA. RofA je povaZzovan u né-
kterych genotypu za represor produkce streptokokové-
ho pyrogenniho exotoxinu SpeA. Ze 41 sekvenovanych
iGAS izolatl typu emm1 32 vykazovalo v genomu uve-
denych 27 SNP definovanych pro M1, se tfemi muta-
cemi v genu rofA. U dvou dal3ich izolatd bylo nalezeno
pouze 26 z téchto 27 SNP. Chybi non-synonymni SNP
v locusu genu M5005_Spy1860. Sublinie M1, s chy-
béjici jednou mutaci byla také publikovana [20]. Sedm
kmen(l iGAS nevykazovalo zadnou z definovanych SNP,
z toho ¢tyfi kmeny byly izolovény v letech 2018 a 2019.

Detekce genti superantigenti

U kazdého sekvenovaného izolatu analyzou genomu
(Comprehensive Genome Analysis) BV-BRC byla stano-
vena pfitomnost genu superantigent speA, speC, speG,
speH, spel, spel, spekK, spel, speM, smeZ a ssa. U iGAS
izolatl prevazuje profil gend superantigent charakte-
risticky pro S. pyogenes typ emm1. To znamena pfitom-
nost genu streptokokovych pyrogennich exotoxin(
speA, speG, spel a streptokokového mitogenniho exo-
toxinu smeZ [21]. U dvou ze 41 sekvenovanych izolé-
th iGAS chybi gen speA. U dvou kmenu, ktery nepatfi
k sublinii M1, byl identifikovan gen streptokokového
pyrogenniho exotoxinu C (speC). Gen speC byl nalezen
i u dvou izolatd odpovidajicich pfitomnosti 27 defino-
vanych SNP sublinii M1 .

Tabulka 1. Distribuce S. pyogenes typ emm1 mezi iGAS v letech 2015-2023
Table 1. Distribution of emm1 S. pyogenes among iGAS in 2015-2023

Celkem vzorka | Vzorky z invazivnich
S. pyogenes onemocnéni
53 35

2015
2016 84 63
2017 58 32
2018 84 55
2019 78 60
2020 77 58
2021 45 43
2022 105 91

2023 (do 4. 8)* 385 290

Invazivni - déti
do 5 let véku

Invazivni - déti Celkem Invazivni
5-18letvéku | typemm1 | typemm1
0 15 9

4 1 21 18
1 2 12 9
2 4 9 7
0 1 12 11
1 2 4 3
0 0 1 1
4 8 25 23
19 31 179 134

*vzorky dorucené do NRL do 4. 8. 2023; invazivni vzorek — izolat z primarné sterilni lokalizace
*specimens referred to the NRL until 4 August 2023; invasive isolate - isolate from a primarily sterile site

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie 2024, ro¢. 73, ¢. 2

79



PUVODNI PRACE

80

104/2023 CR
601/2023 CR
781/2023 CR
171/2023 CR
718/2022 CR

752023 CR
10/2023 CR

796/2023 CR
733/20221 CR
733/202211 CR
38712023 CR
383/2023 CR
817/2023 CR
208/2023 CR
588/2023 CR
292-2023 CR
144/2023 CR
21/2023 CR
535/20231 CR
407/20231l CR

76/2023 CR
794/2023 CR

77512022 CR
34812023 CR
134/12023 CR

r® 5642023 CR
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Obr. 1. Fylogeneticky vztah mezi vybranymi kmeny iGAS typ emm1 z Ceské republiky izolovanymi v letech 2018 az 2023 a kmeny
iGAS globalné rozsifené sublinie M1, izolovanymi v UK v roce 2014

Bakterialni fylogeneticky strom byl generovan Codon Tree pipeline. VyuZziva aminokyselinové a nukleotidové sekvence z definova-
ného poctu 1000 BV-BRC globalnich proteinovych rodin (PGFam), které byly vybrany ndhodné. Zelené jsou znaceny kmeny iGAS
obsahujici SNP definované pro sublinii M1, izolované v Ceské republice v letech 2018 az 2023. ZIuté jsou znaceny kmeny iGAS,
které neobsahuji Zadny z uvedenych SNP definovanych pro sublinii M1, izolované v Ceské republice v letech 2018-2023. Modfe
jsou znaceny kmeny sublinie M1, izolované v UK v roce 2014. Cervené je znacen referenéni kmen invazivni S. pyogenes MGAS5005
typ emm1 izolovany v roce 1996 v Kanadé. Jednotka délky vétve udava pravdépodobnost, Ze dana pozice nukleotidu v genomu
bude substituovana.

Figure 1. The phylogenetic relationship between selected emm7 iGAS strains from the Czech Republic isolated in 2018-2023 and
iGAS strains of the globally distributed M1, sublineage isolated in the UK in 2014

The bacterial phylogenetic tree was generated by the Codon Tree pipeline. It uses amino acid and nucleotide sequences from a de-
fined number of 1000 BV-BRC global protein families (PGFam), which were randomly selected. Green indicates iGAS strains con-
taining SNPs defined for the M1, sublineage isolated in the Czech Republic between 2018 and 2023. Yellow indicates iGAS strains
that do not contain any of the SNPs defined for the M1, sublineage isolated in the Czech Republic between 2018 and 2023. Blue
indicates iGAS strains of the M1, sublineage isolated in the UK in 2014. Red indicates the reference strain S. pyogenes MGAS5005
isolated in 1996 in Canada. The branch length unit indicates the probability that a given nucleotide position in the genome will be
substituted.
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Tabulka 2. Distribuce SNP definovanych pro sublinii M1, v sekvenovanych iGAS typu emm1 a zastoupeni gen( jednotlivych su-

perantigent

Table 2. Distribution of SNPs defined for the M1 sublineage in sequenced emm1-type iGAS and representation of individual

superantigen genes

Pocet
Rok ,
. sekvenovanych
izolace .
kment
2018 4 1 0 3
2019 1 0 0 1
2022 6 5 0 1
2023 30 26 2 2
DISKUSE

Epidemiologie vyskytu iGAS v Ceské republice odrazi
vyznamny narUst invazivnich onemocnéni od prosince
roku 2022 a béhem prvni poloviny roku 2023. Toto ob-
dobi pfichazi po dvou letech restrikci spojenych s pro-
tiepidemickymi opatfenimi proti siteni covid-19 v letech
2020 a 2021. Pfi zavedenych protiepidemickych opat-
fenich dochazelo jen v omezené mire k mezilidskému
prenosu jak respiracnich virQ, tak i bakterii osidlujicich
dychaci cesty ¢lovéka. Imunita tedy nebyla dostate¢-
né ,trénovand” pravidelnym kontaktem s rznymi viry
a bakteriemi a vznikl tzv. ,imunitni dluh” [22]. Nyni pfi
rozvolnéni a zruseni protiepidemickych opatreni nasta-
va tzv.,rebound” efekt neboli efekt zpétného razu, ktery
muze byt tim silngjsi, ¢im déle trvala protiepidemicka
vazna streptokokova onemocnéni na rozdil od obdobi
pred pandemii, kdy byli postizeni hlavné polymorbidni
pacienti, injek¢ni uzivatelé drog a lidé bez domova, se
vyskytuji nové u déti a dosud zdravych dospélych stied-
niho véku. Vékovy prliimér pacientd, u kterych se NRL
pro streptokokové ndkazy podafilo ziskat izolaty z pri-
marné sterilnich mist v obdobi prosinec 2022 az ¢erve-
nec 2023, byl 51,5 let, pficemz prdmérny vék v letech
2018-2021 pacientu s iGAS byl 56,7 let. Stejny trend po-
klesu vékové hranice pacientl s invazivnim infek¢nim
onemocnénim ve srovnani s pfedchozimi roky byl za-
znamenan napf. v Dansku [23]. Dochazi také ke zméné
klinické manifestace. Zvysil se pocet izolatl S. pyogenes,
které vyvolaly invazivni onemocnéni ve formé sepse
s rychlou progresi klinického stavu, s toxickym Sokem
a nekrotizujici infekce mékkych tkani s protrahovanou
odezvou na antibiotickou Iécbu a s vyskytujici se re-
infekci po vysazeni antibiotik. Objevuje se také narast
pfipadt meningitidy a pneumonie zpUsobené S. pyo-
genes [24, 25]. Nezanedbatelnym faktorem, ktery mlze
ovlivnit nardst invazivnich onemocnéni zplsobenych
S. pyogenes, je sezonni vyssi vyskyt respiracnich virG [26,
271 a viru varicella zoster [25] v zimé 2023 a v Ceské re-
publice pak $patna dostupnost penicilinu [25, 28, 29].
V letech 2014-2016 byl v Anglii zaznamenan neoceka-
vany ndrGst spaly a invazivniho infekéniho onemocnéni
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4 4 4 3 0
1 1 1 1 0
5 6 6 4 1
29 30 30 30 3

zpUsobeného S. pyogenes typu emm/1. Invazivni izolaty
byly podrobeny celogenomové sekvenaci a na zakladé
nalezu 27 specifickych mutaci v regulacnich a metabo-
lickych genech byla definovana nova linie typu emm?1
nazvana nasledné linie M1T1 S. pyogenes neboli M1
[6]. Prvni izolat sublinie M1, byl izolovan v Londyné
v roce 2010, pficemz v letech 2009 az 2012 byly v Ang-
lii identifikovény izolaty charakterizované 13 nebo 23
z téchto jedinecnych 27 mutaci. U sublinie M1, byly
prokazany tfi non-synonymni mutace v genu rofA, ktery
koduje transkripcni reguldtor RofA [30]. RofA potlacuje
transkripci gent speA, pel-sagA a mga a v nékterych ge-
notypech S. pyogenes se povazuje za represor produkce
SpeA [6, 31]. Tento ve zvysené mife toxigenni kmen byl
nasledné detekovan v dalsich zemich Evropy, v Kanadé
avUSA 8,9, 10].Vzminéném roce 2016 byl v CR zazna-
menan zvyseny pocet pfipadl invazivnich onemocnéni
vyvolanych S. pyogenes.V roce 2017 pocty pFipadl inva-
zivnich onemocnéni klesaly. Data z celogenomové sek-
venace izolatl z tohoto obdobi nejsou k dispozici a dal-
$i dosetfeni nebylo provedeno. Analyzou mutaci u ¢tyf
z péti sekvenovanych invazivnich izol4tl izolovanych
v letech 2018 a 2019 se nepodafilo prokazat piitomnost
definovych SNP charakteristickych pro kmeny iGAS pat-
ficich k sublinii M1, tedy ani mutaci v genu rofA. V Ces-
ké republice béhem vzestupu invazivnich onemocnéni
od prosince 2022 a v prvni poloviné roku 2023 dominuiji
iGAS typ emm1 a pfevaha emm1 izolatl patfi k sublinii
M1, . UiGAS izolat pfevaZuje profil gend superantige-
nG charakteristicky pro S. pyogenes typ emm1. To zna-
mena pritomnost genu streptokokovych pyrogennich
exotoxinll speA, speG, spel a streptokokového mitogen-
niho exotoxinu smeZ.

U dvou kmend, které nepatfi k sublinii M1 ,, se iden-
tifikoval gen streptokokového pyrogenniho exotoxinu
C (speC). Tyto kmeny nenesly zadny z 27 SNP defino-
vanych pro sublinii M1 . U téchto dvou izolatd iGAS
bylo provedeno srovnéani nalezenych mutaci s 15 SNP
charakteristickymi pro invazivni kmeny S. pyogenes
typ emm1 sublinie M1DK identifikovanych v Dansku
v obdobi 2022-2023 [32]. U Zddného z téchto kmenl
nebyla potvrzena shoda ani jedné definované muta-
ce a pfislusnost k sublinii M1DK nebyla potvrzena ani
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fylogenetickou analyzou (data nejsou uvedena). Gen
speC, stejné jako gen speA, je nesen na fagovi a vysky-
tuje se v profilu superantigent charakteristickém pro
S. pyogenes typu emm28 a emm12, které tvofi dalsi
¢etné zastoupené emm typy iGAS izolované v Ceské
republice od prosince 2022 do konce cervence 2023.
Ve studii izolat iGAS 46 raznych emm typG v Némecku
v letech 2009-2014 bylo uvedeno, ze u 42,0 % vzork{
byl identifikovén gen speC[3].

ZAVER

Neni ziejmé, zda Siteni M1, v Ceské republice na
konci roku 2022 a v prvni poloviné roku 2023 je spo-
jeno s kompetici kmenu cirkulujicich v populaci, ale
mUze souviset s restrikcemi spojenymi s covidem-19.
Snizend imunita v souvislosti s omezenym pfenosem
GAS béhem restrikénich opatieni proti Sifeni covidu-19,
zvlasté u déti, maze byt jedna z pficin expanze jednot-
livych linii iGAS. Dalsim faktorem, ktery pfispél k vyso-
kému vyskytu invazivnich onemocnéni zpUsobenych
S. pyogenes, miize byt sezonni cirkulace respiracnich
virQl, coz zvysuje riziko vaznych iGAS ko-infekci. Tato
studie dale ukazala vyhody zavedeni metody celoge-
nomové sekvenace do NRL pro streptokokové nakazy,
coz umozni v budoucnu podrobnou analyzu izolatd
z dalsich moznych outbreakd.

Aktudlni data je tfeba nahlizet v kontextu neexistu-
jici surveillance invazivnich onemocnéni vyvolanych
S. pyogenes v Ceské republice.
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