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Populacni analyza Streptococcus pneumoniae
sérotypu 19A metodou sekvenace celého genomu
v Ceské republice a Evropé po jeho zafazeni do
pneumokokové konjugované vakciny

Kozakova J., Okonji Z., Honskus M.
Centrum epidemiologie a mikrobiologie, Statni zdravotni Ustav, Praha

SOUHRN

Cil prace: Vyuziti vysledk( sekvenace celého genomu (WGS) Streptococcus pneumoniae sérotypu 19A a jeho porovnani s vysledky
v Evropé. Tato publikace prezentuje analyzu vakcina&niho sérotypu 19A, ktery je v Ceské republice hojné zastoupen.

Material a metodika: Pro studii byla zvolena metoda WGS jako nejdetailnéjsi aktualné dostupna metoda pro charakterizaci S. pne-
umoniae. Analyze bylo podrobeno 19 Ceskych izolatl S. pneumoniae 19A, které byly porovnany se 415 evropskymi izolaty, jejichz
data jsou dostupna v mezinarodni databazi PubMLST.

Vysledky: S. pneumoniae sérotypu 19A zpusobuje viechny typy interakce s hostitelem od nosicstvi, pfes vyvolani neinvazivnich
onemocnéni az po invazivni pneumokokové onemocnéni (IPO). V letech 2010-2019 bylo v CR zjisténo v programu surveillance
3 872 pripadu IPO, z nichz 323 piipadl bylo zplsobeno sérotypem 19A. Celogenomova data ¢eskych izolatl sérotypu 19A ukazuji
pocetnou a geneticky blizkou subpopulaci tii sekvenacnich typd ST-199, ST-416, ST-3017.V ramci této subpopulace je nejpocetnéj-
3i klastr deviti izol4tl ST-199. Vysokou piibuznost izoldtl ST-199 potvrzuje i fakt, Ze s vyjimkou izoldtu 117/2019 (novy rST-137805),
sdili vSechny stejny ribozomalni sekvenacni profil — rST-11365. Stranou zminéné subpopulace stoji pouze Ctyfi izolaty, které tvori
tfi zcela samostatné genetické linie sérotypu 19A. Velice obdobna situace je na evropské urovni. Zde zhruba polovina viech izolatt
sérotypu 19A vytvafi geneticky blizkou subpopulaci (ST-199, ST-416, ST-450, ST-667, ST-3017, ST-10360) a izolaty, které nejsou sou-
Casti této subpopulace, predstavuji velké mnozstvi vzajemné nepfibuznych genetickych linii.

Zaveéry: Studie ukazuje pfevazné homogenni populaci S. pneumoniae sérotypu 19A kolujici v postvakcinaéni éfe v CR i Evropé se
stranou stojicimi nepfibuznymi izolaty.

KLICOVA SLOVA
Streptococcus pneumoniae — sekvenace celého genomu — metoda WGS - vakcina¢ni sérotyp 19A — pneumokokova konjugovana
vakcina - PCV

ABSTRACT
Kozakova J., Okoniji Z., Honskus M.: Population analysis of Streptococcus pneumoniae serotype 19A by whole genome
sequencing in the Czech Republic and in Europe after serotype 19A inclusion in pneumococcal conjugate vaccine

Aim: To present the results of whole genome sequencing (WGS) analysis of Streptococcus pneumoniae serotype 19A and to com-
pare them with the respective data from Europe. The vaccine serotype 19A is widely distributed in the Czech Republic.

Material and methods: WGS was used in this study as the most powerful available method for detailed characterization
of S. pneumoniae. Nineteen Czech isolates of S. pneumoniae 19A were analysed and compared with 415 European isolates
included in the PubMLST database.

Results: S. pneumoniae serotype 19A causes all types of pathogen - host interaction, from carriage to noninvasive and invasive
pneumococcal disease (IPD). In 2010 — 2019, 3872 cases of IPD were reported within the surveillance programme in the Czech Re-
public, with 323 of these caused by serotype 19A. WGS data of the Czech serotype 19A isolates show a numerous and genetically
related subpopulation of three sequencing types: ST-199, ST-416, and ST-3017. Within this subpopulation, the largest is the cluster
of nine ST-199 isolates. High relatedness of ST-199 isolates is also confirmed by the fact that all but one isolate, 117/2019 (novel rST-
-137805), share the same ribosome sequencing profile - rST-11365. Outside the above-mentioned subpopulation, there are only
four isolates that form three separate genetic lines of serotype 19A. A highly similar situation is observed across European coun-
tries, where about half of all serotype 19A isolates form a genetically closely related subpopulation (ST-199, ST-416, ST-450, ST-667,
ST-3017, and ST-10360) while isolates which are not part of this subpopulation represent a large number of unrelated genetic lines.
Conclusions: The study has shown a mostly homogeneous population of S. pneumoniae serotype 19A to circulate in the post-vac-
cination era in both the Czech Republic and Europe, with some unrelated isolates located outside this population.
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Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae, pneumo-
kok) je grampozitivni extracelularni bakteridlni pato-
gen, neustale vykazujici celosvétové vysokou nemoc-
nost a smrtnost. Vyskytuje se jako soucast normalni
mikrofléry hornich cest dychacich, ale je soucasné
i nejcastéjsim bakteridlnim plvodcem béznych infekci
respiracniho traktu. Pokud se pneumokok dostane do
primarné sterilniho prostiedi, mGze zpUsobit tzv. inva-
zivni pneumokokova onemocnéni (IPO) s nejcastéjsimi
klinickymi formami: pneumonie, meningitidy ¢i sepse.
Vechny pripady IPO nahlasené v narodni surveillance
Ceské republiky odpovidaji platné evropské i ¢eské de-
finici pfipadu IPO, case definition, kdy je S. pneumoniae
prokazan z klinického materialu, ktery je za normalnich
podminek sterilni [1].

S. pneumoniae je velice variabilni bakterie, kterou na
podkladé polysacharidového pouzdra lIze zafadit jiz
k vice nez 100 sérotyplm. Diky molekularnim meto-
dam jsou stéle definovany nové sérotypy [2]. Podle slo-
zeni pneumokokovych vakcin se sérotypy rozlisuji na
tzv. vakcinacni sérotypy ve vakcinach obsazené a ne-
vakcinacni sérotypy ve vakcindch neobsazené. Urceni
sérotypu S. pneumoniae je velice dllezitym krokem
a v CR probiha pouze v Narodni referenéni laboratofi
pro streptokokové nékazy (NRL) kombinaci sérologické
Quellung reakce a end-point multiplexové polymera-
zové fetézové rekce (mPCR) [3].

Vakcinace je jednoznacéné nejucinnéjsi prevenci IPO.
U¢inna vakcinaéni strategie je vytvafena na podkladé
kvalitni surveillance, ktera v CR probiha od roku 2007.
Z dat surveillance IPO vyplyva, ze nejohrozenéjsimi sku-
pinami jsou malé déti a seniofi [4]. Od roku 2010 je v CR
zavedeno plosné ockovani déti pneumokokovymi kon-
jugovanymi vakcinami (PCV). Po plivodni sedmivalentni
PCV7 jsou aktudlné v CR dostupné dva druhy konjugo-
vanych PCV vakcin (desetivalentni PCV10 a tfinactiva-
lentni PCV13). Ockovani déti probiha v rezimu doporu-
¢eného hrazeného ockovani. Od roku 2018 je ockovani
vakcinou PCV13 rozsifeno i pro pacienty se zdravotni
indikaci a pro vékovou skupinu seniort 65 a starsich bez
poplatku. Dfive byla pro seniory doporucovana prede-
vsim pneumokokova polysacharidova vakcina.

19A je vakcinacni sérotyp, ktery se vyskytuje v PCV13.
PCV7 ani PCV10 sérotyp 19A neobsahuje, ale obsahuji
sérotyp 19F. Je popisovana imunologickd zkfizena re-
aktivita mezi sérotypy 19F a 19A, kterd by teoreticky
mohla vést ke zkfizené ochrané proti pneumokokovym
onemocnénim zpusobenym sérotypem 19A [5].

| pres moznost vakcinace patfi sérotyp 19A mezi je-
den z nejcetnéjsich sérotypll S. pneumoniae zpUsobu-
jicich dlouhodobé v CR IPO. Proto je popula¢ni studie
metodou sekvenace celého genomu (WGS) zamérena
na izolaty tohoto sérotypu v obdobi po zahajeni vakci-
nace PCV13 v CR tzn. po roce 2010. Pfedkladame prvni
vysledky studia izolat z obdobi 2017-2019.
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MATERIAL A METODY

Bakterialni izolaty Streptococcus pneumoniae

Nahodnym vybérem z izolatl doslych do NRL v le-
tech po zavedeni vakcinace byl pfipraven soubor 19
izolat(l. Jednalo se o S. pneumoniae sérotypu 19A izo-
lovanych v letech 2017-2019 (4krat 2017, 2krat 2018,
13krat 2019) - tabulka 1). JelikoZ se do NRL dostavaji
pfedevsim invazivni pneumokokové izolaty, tvofily
v souboru prevaznou cast. 17 izolatl pochazi z pfipa-
du IPO (material: krev, likvor, sekéni material) a 2 z ne-
invazivnich pneumokokovych onemocnéni (material:
bronchoalveolarni lavaz, sputum). Izolaty byly uchova-
ny v mrazicim boxu pfi teploté -80 °C (KryobankaB, Itest
s.r.o.). Kultivace probihala v CO, atmosféfe pfi 35 °C spo-
le¢né s optochinovym diskem a v kombinaci s testem
rozpustnosti ve Zluci. Uréeni sérotypu S. pneumoniae
bylo provedeno pomoci Quellung reakce v kombinaci
s reakci end-point multiplexPCR (mPCR) [3].

Extrakce DNA

Z izolatl byla izolovana deoxyribonukleova kyselina
(DNA) pomoci izolac¢nich kitd QlAamp DNA Mini Kit
(QIAGEN) a MagAttract HMW DNA Kit (QIAGEN). Postup
izolace probihal podle pokyn( vyrobce [6, 7].

Celogenomova sekvenace a uprava dat

Celogenomova sekvenace izolatli S. pneumoniae pro-
béhla v EMBL (European Molecular Biology Laboratory,
Heidelberg, Némecko) s vyuzitim pfistroje lllumina Mi-
Seq. K sestaveni vyslednych genom z primarnich raw
dat byl v NRL vyuzit software Velvet de novo Assembler
(assembly de novo) dle jiz rutiné pouzivaného postupu
NRL [8]. Primérna hodnota parametru “K-mer length”
byla 151 (127-169) a primérny pocet kontigl v sesta-
venych genomech byl 65 (48-142). Ziskand celoge-
nomova data byla vloZzena do databaze PubMLST [9]
pod nasledujicimi IDs: 51339, 51340, 129769, 129770,
129779, 129782, 129795, 129800, 129801, 129803,
129804, 129807, 129813, 51355, 51356, 129820, 129824,
129826, 129831.

Analyza a vizualizace WGS dat

Jednotlivé celogenomové izolaty S. pneumoniae byly
v databdzi PubMLST automaticky skenovény a nésled-
né charakterizovany alelovym profilem 53 ribozomal-
nich genl (rpsA-rpsU, rplA-rplF, rpll-rplX, romA-rpomJ)
a 7 MLST gen0 (aroE, ddl, gdh, gki, recP, spi, xpt). Na
zakladé alelovych variant zminénych gen( byl u kaz-
dého izolatu nasledné urcen sekvenacni typ (ST) a ri-
bozomalni sekvenacni typ (rST). Nepopsané alelové
varianty byly skenovany manudlné, nasledné anotova-
ny a pfidany do PUbMLST databdze s novym ciselnym
oznacenim.

Tvorba fylogenetickych siti probéhla s vyuzitim pro-
gramu Genome Comparator, ktery je soucasti PUbMLST
databdze, v rezimu “all loci’, ktery srovnava izolaty na
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Tabulka 1. Molekularni charakterizace 19 izolatd S. pneumoniae sérotypu 19A, 2010-2019, CR
Table 1. Molecular characterization of 19 isolates of S. pneumoniae serotype 19A, Czech Republic 2010-2019

=]
o >
51339 | 19A  5r ANO NE ANO
129769  19A 2r NE PCV10 ANO
129770 | 19A 1r NE NE ANO
51340 | 19A @ 8r NE PCV10 ANO
129779  19A 4m ANO NE ANO
129782  19A 1r ANO NE ANO
129795 19A 79r NE NE ANO
129800 ' 19A 83r ANO NE ANO
129801 | 19A 91r ANO NE ANO
129803 ' 19A 73r NE NE ANO
129804 @ 19A 66r NE NE ANO
129807 @ 19A 39r NE NE ANO
129813 | 19A 2r NE NE ANO
51355 | 19A  12r NE NE NE
51356 | 19A | 77r NE NE NE
129820  19A 85r ANO NE ANO
129824 19A 80r NE NE ANO
129826  19A 1r NE NE ANO
129831 | 19A 7r NE - ANO

Sekvenacéni
Ribozomalni
sekvenacéni
typ (rST)

w a
§ g
krev 199 8 14 13 14 4 17 4 11365
krev 199 8 14 13 14 4 17 4 11365
krev 199 8 14 13 14 4 17 4 11365
krev 3017 8 14 11 14 1 17 230 | 137796
sekénim. | 199 8 14 13 14 4 17 4 11365
krev 416 1 14 13 14 4 17 51 11332
likvor 416 1 14 13 14 4 17 51 11332
krev 199 8 14 13 14 4 17 4 | 137805
krev 13624 8 18 13 14 5 6 4 137806
krev 199 8 14 13 14 4 17 4 11365
krev 199 8 14 13 14 4 17 4 11365
krev 994 5 14 5 62 5 6 1 11784
krev 199 8 14 13 14 4 17 4 11365
sputum 320 4 1 16 19 15 6 20 572
BAL 320 4 1 16 19 15 6 20 572
likvor 416 1 14 13 14 4 17 51 22758
krev 199 8 14 13 14 4 17 4 11365
krev 416 1 14 13 14 4 17 51 | 149774
krev 3017 8 14 11 14 1 17 230 | 149773

r—rok, m — mésic, BAL — bronchoalveoldrni lavdz, sekcni m. — sekéni, pitevni materidl, modre vyznacen pripad selhdni vakcinace, cervené oznaceny

noveé popsané rST

r—year, m - month, BAL - bronchoalveolar lavage; sekéni m. - sectional, autopsy material; blue case of vaccination failure; red marked newly described rST

nejvyssi urovni rozliseni (1420 lokust). “Distance mat-
rix”, které jsou zaloZzené na variabilité vSech srovnava-
nych lokust napfic izolaty, byly vygenerovany automa-
ticky a na jejich zakladé byly vytvoreny fylogenetické
sité v programu SplitsTree4, ktery vyuziva algoritmus
NeighborNet. Editace a Uprava grafickych vystupt pro-
béhla v programu Inkscape.

Pro popula¢ni srovnani nasich 19 izolatl S. pneumo-
niae sérotypu 19A byla vyuzita volné dostupna data
v databazi PUbMLST. Pro analyzu byly vybrany viechny
dostupné evropské izolaty sérotypu 19A s kompletni-
mi profily ST a rST, které byly zachyceny od roku 2010
do 2019 a které obsahovaly celogenomovd data. Témto
pozadavkim odpovidalo ke dni zahajeni analyzy (28. 1.
2021) celkem 415 evropskych izolatl z nasledujicich
zemi: Bélorusko (n = 7), Belgie (n = 1), Finsko (n = 1),
Némecko (n = 9), Island (n = 97), Irsko (n = 1), Polsko
(n = 15), Slovinsko (n = 6), Nizozemsko (n = 6), Velka
Britanie (n =272). Ze 415 evropskych celogenomovych

izolatl byla pouze u 119 k dispozici dostate¢nd epide-
miologickd data, diky kterym je mozné rozlidit jejich
primarni zdroj a typ interakce s pneumokokem (20krat
IPO, 99krat nosici). U zbylych 296 izolatl nebylo mozné
zdroj urdit [9].

VYSLEDKY A DISKUSE

V letech 2010-2019 bylo v CR zji$téno v programu
surveillance 3872 pripadl IPO, z ¢ehoz 323 pfipa-
dl bylo zplsobeno sérotypem 19A (graf 1). Jedna se
o sérotyp S. pneumoniae, ktery se v CR za poslednich
deset let kazdoroc¢né vyskytuje mezi péti nejcastéji se
vyskytujicimi sérotypy. Aktualné jde o druhy nejcasté;si
sérotyp [4]. Z pohledu vékové distribuce je maximum
onemocnéni v seniorské vékové skupiné nad 65 let, ale
pravidelné se objevuji i pfipady déti pod 4 roky véku
(graf 2).

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie 2021, ro¢. 70, ¢. 2



PUVODNI PRACE

500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

absolutni pocet

70

60

50

40

30

20

10

absolutni pocet IPO sérotypu 19A

o

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

B PO =—19A

Graf 1. Invazivni pneumokokové onemocnéni, CR, 2010-2019
Graph 1. Invasive pneumococcal disease, Czech Republic, 2010-2019
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Graf 2. Vékova distribuce IPO zplisobenych sérotypem 19A, CR, 2010-2019
Graph 2. Age distribution of IPD caused by serotype 19A, Czech Republic, 2010-2019

Za sledované obdobi 2010-2019 doslo v jednom
pfipadé i k prokdzanému selhdni vakcinace. Jednalo se
o zdravé, fadné ockované dité, kterému byla aplikovana
vakcina PCV13 podle souhrnu udaji o ptipravku. Pres-
to v 7 letech onemocnélo IPO s projevem bakteriemic-
ké pneumokokové pneumonie (viz tabulka 1 modre
zvyraznény izolat S. pneumoniae z krve ¢islo 388/2019).
Pripad byl reportovan na farmakovigilan¢ni oddéleni
Statniho Ustavu pro kontrolu léciv.

Sérotyp 19A neni problematicky pouze v CR, a proto
se na néj zaméfuje mnoho evropskych studii [10]. Na-

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie 2021, roc. 70, ¢. 2

piiklad studie ve Velké Britanii popisuje, Ze mira vyskytu
IPO sérotypu 19A se u déti ve véku < 5 let po zavedeni
PCV13 roku 2010 snizila 0 91 % ve srovnani s obdobim
pred PCV13 [11]. Podle dat z Norska po zavedeni vakcina-
ce PCV13 v roce 2011 doslo ke snizeni celkového poctu
IPO a stejné tak k poklesu sérotypu 19A u déti pod pét
let véku i star$ich [12]. Pokles IPO 19A hlasi i Recko. Zde
se po zavedeni PCV13 v roce 2010 procento IPO zpUso-
benych 19A snizilo z 22 % v roce 2011 na 11,4 % v roce
2015 [13]. Dalsi studie se zaméfuji na prokazani zvysené-
ho potencialu sérotypu 19A k vyvolani IPO [14, 15].
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Analyza WGS dat c¢eskych izolatd

Vybranych 19 izolatl sérotypu 19A patfilo k 6 riznym
sekvenacnim typlm: ST-199 (9krat), ST-416 (4krat), ST-
-320 (2krat), ST-3017 (2krat), ST-994 (1krat) a ST-13624
(Tkrat). Ve vSech pripadech se jednalo o sekvenacni
typy, které byly v PubMLST databdzi popsané. Znamé
kombinace ribozomalnich gent byly zjistény u 14 izo-
[4t0: rST-11365 (8krat), rST-572 (2krat), ST-11332 (2krat),
rST-11784 (1krat) a rST-22758 (1krat). U 5 zbylych izo-
[3ta byly nalezeny mutované varianty ribozomalnich
genu. Po registraci a zarazeni téchto novych alel do
PubMLST databdze bylo popsano 5 novych ribozomal-
nich sekvenacnich typU (viz tab. 1) — ¢ervené znaceno.
Izolat 485/2017 (novy rST-137796) nesl nové popsanou
alelovou variantu genu rpmC (31553), ktera se lisila od

400.0 251/2019

290/2019

167/2019; ST-994

134/2019; ST-13624

388/2019
485/2017

O rok2017

O rok 2018
. rok 2019

znamé alely 14 jednonukleotidovou substituci. 1zolat
117/2019 (novy rST-137805) obsahoval novou alelu
genu rpsL (46666) a izolat 134/2019 s novou alelou
genu rplA (57126) definoval novy rST-137806. U izolatu
388/2019 (novy rST-149773) byla nalezena nova alelova
varianta genu rpIN (47043), ktera se liSila od zndmé ale-
ly 16 jednonukleotidovou substituci. Izolat 359/2019
(novy rST-149774) nesl novou alelu genu rpIM (49771),
ktera se lisila od nejbliz3i znamé varianty tohoto genu
ve dvou nukleotidech.

Pfi pohledu na fylogenetickou sit (obr. 1) izolat( sé-
rotypu 19A z Ceské republiky Ize pozorovat predevsim
pocetnou a geneticky blizkou subpopulaci, ktera ob-
sahuje izolaty tfi rlznych sekvenacnich typud (ST-199,
ST-416, ST-3017). Nejpocetnéjsi je klastr deviti izolatl

87/2019

590/2018
359/2019
O 332/2019
ST-416
® 172/2017

466/2018

457/2017
154/2019 216/2017
349/2019 117/2019 T-19
232/2019 153/2019 3 °

Obr. 1. Vizualizace genetické diverzity sérotypu 19A u 19 izolatl z Ceské republiky
Figure 1. Visualization of genetic diversity of serotype 19A in 19 isolates from the Czech Republic
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ST-199, ktery je tvoren tfemi skupinami témér identic-
kych kmen( a samostatné stojicim izolatem 172/2017.
Vsechny izoldty jsou geneticky vysoce blizké a rozdil
mezi dvéma nejméné pfibuznymi tvofi maximalné cca
70 genu. Vysoka pfibuznost izolatd ST-199 se zobrazu-
je i ve faktu, Ze s vyjimkou izolatu 117/2019 (novy rST-
-137805), sdili vSechny stejny ribozomalni sekvenaéni
profil — rST-11365. V tésné blizkosti klastru ST-199 lezi
dva izolaty ST-3017 z let 2017 a 2019. Geneticky rozdil
mezi skupinami izolati ST-199 a ST-3017, ktery je cca
100 gend, reprezentuiji tfi odliSné MLST alely (gdh, recP,
xpt). I1zolaty ST-3017 jsou vzajemné téméf totozné. Jed-
nim z mala genetickych rozdild mezi nimi jsou odlisné
mutace u alel ribozomalnich genl a tedy i odlisny ri-
bozomalni sekvenacnityp (oba nové popsané). Alelovy
profil sekvenacniho typu ST-416 se lisi od ST-199 pouze
ve dvou aleldch MLST genu (aroE, xpt). Celkové gene-
tickd odlisnost izolatl téchto dvou sekvenacnich typl
je vsak vyssi, nez tomu je v pripadé izolath ST-3017,
¢emuz odpovida i pozice izolatd ST-416 na fylogenetic-

F——100.0

290/2019, ST-320

251/2019; ST-320

o
@ rok2017
QO rok2018

. rok 2019

172/2017; ST-199
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ké siti. Klastr ST-416 je tvoren tfemi geneticky blizky-
mi izolaty 590/2018 (rST-11332), 87/2019 (rST-11332),
359/2019 (novy rST-149774) a izoldtem 332/2019 (rST-
-22758), ktery je v porovnani s ostatnimi izolaty ST-416
geneticky vzdalenéjsi. Zbyvaijici izolaty, které nepatfi
k vyse popsané subpopulaci (ST-199, ST-416, ST-3017),
tvofi tfi zcela samostatné genetické linie sérotypu 19A.
Prvni linii reprezentuji dva vysoce pfibuzné izolaty ST-
-320 (rST-572) z roku 2019. Jedna se o dva neinvazivni
Ceské izolaty zafazené do studie. Druha linie je zastou-
pena izolatem 134/2019 (ST-13624, novy rST-137806)
a treti linii vytvafi izolat 167/2019 (ST-994, rST-11784).
Tyto samostatné linie jsou geneticky nepfibuzné jak
k vySe popsané subpopulaci, tak k sobé navzajem.

Srovnani WGS dat ¢eskych a evropskych izolati
Druhd fylogeneticka sit na obrazku 2 zobrazuje po-
pulacni srovnani 19 izolatd S. pneumoniae sérotypu
19A z Ceské republiky s dostupnymi evropskymi celo-
genomovymi izolaty sérotypu 19A v databdzi PUbMLST

167/2019; ST-994

134/2019; ST-13624

87/2019; ST-416

590/2018; ST-416
359/2019; ST-416

332/2019; ST-416

216/2017; ST199 ' 153/2019; ST-199
\ 457/2017; ST-199
466/2018; ST-199 194/2019; ST-199
72010 ST100 23212019; ST-199
: 349/2019; ST-199

485/2017; ST-3017
388/2019; ST-3017

Obr. 2. Vizualizace genetické diverzity populace S. pneumoniae sérotypu 19A z Evropy
Figure 2. Visualization of genetic diversity of the population of S. pneumoniae serotype 19A from Europe
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Obr. 3. Vizualizace genetické diverzity u evropské subpopulace (ST-199, ST-416, ST-450, ST-667,
ST-3017, ST-10360) izolatl S. pneumoniae sérotypu 19A

Figure 3. Visualization of genetic diversity of the European subpopulation of S. pneumoniae serotype
19Aisolates (ST-199, ST-416, ST-450, ST-667, ST-3017, and ST-10360)

z1et 2010-2019. Jednad se izolaty z invazivnich onemoc-
néni, neinvazivnich onemocnéni i od zdravych nosicu.
Lze pozorovat, Ze zhruba polovina vsech evropskych
izolatd sérotypu 19A vytvéii geneticky blizkou subpo-
pulaci. Detailnéjsi vyrez obrazku 2 na obrazku 3 doku-
mentuje, Ze se tato subpopulace sklada z izolatl Sesti
hlavnich sekvenacnich typt (ST-199, ST-416, ST-450, ST-
-667, ST-3017 a ST-10360) a jednotek dalsich, které byly
od téchto ST mutacemi odvozeny. Nejvice zastoupené
jsou izolaty sekvenacniho typu ST-199, které na fyloge-
netické siti vytvari v ramci subpopulace nékolik oddé-
lenych a geneticky pomérné rozmanitych linii. K jedné
z linii, kterou m{Zeme definovat jako druhou nejpocet-
né&jsi, patii 8 z 9 ceskych izolatl ST-199. Izolat 172/2017
pak pfislusi k sousedni, nejpocetné;si linii evropskych
izolatl 19A. Evropské izolaty ST-416 formuji na fylo-
genetické siti dvé geneticky blizké linie. Prvni linie za-
hrnuje ceské izolaty 590/2018, 87/2019 a 359/2019,
zatimco posledni ¢esky izoldt 332/2019 pfislusi k se-
sterské linii izolat ST-416. Sekvenacni typ ST-3017 je ve
vybéru evropskych izolatd zastoupen pouze deseti izo-
[ty a vytvafi na fylogenetické siti samostatnou, vysoce
kompaktni linii, kterou tvofi geneticky témér identické

izolaty. Kromé dvou &eskych izoldtl se v linii ST-3017
nachazi 7 izolatl z Islandu a 1 izolat z Velké Britanie.

Evropské izolaty sérotypu 19A, které nejsou soucasti
vyse popsané evropské subpopulace (ST-199, ST-416,
ST-450, ST-667, ST-3017, ST-10360), vytvaii na fyloge-
netické siti velké mnozstvi vzajemné nepribuznych ge-
netickych linii. Tyto genetické linie jsou reprezentovany
rdznym poctem izolatl. MlGzeme pozorovat jak linie,
které jsou definovany pouze jednim izolatem, tak linie
pocetnéjsi. To je v souladu s vysledky nasi predeslé stu-
die, ve které jsme izolaty jednoho sérotypu definovali
jako geneticky nehomogenni skupinu o urc¢itém poctu
nepfibuznych genetickych klastrd, které spole¢né sdi-
li geny zodpovédné za jejich zafazeni ke konkrétnimu
sérotypu [8].

Jedna z pocetnéjsich genetickych linii obsahuje pre-
devsim izolaty sekvenac¢niho typu ST-320 (n = 37) a Sest
izolat(, které nesou pfibuzné sekvenacnitypy (ST-1451,
ST-4768, ST-15674). Spolecné s dvéma ceskymi neinva-
zivnimi izolaty ST-320 tvofi tuto genetickou linii inva-
zivni i neinvazivni izolaty z Velké Britanie (n = 23), Pol-
ska (n = 10), Béloruska (n = 4), Slovinska (n = 2), Irska
(n=1)alslandu (n=1).
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Cesky izolat 167/2019 (ST-994) vytvari dal3i samostat-
nou linii spole¢né se sedmi témér identickymi izolaty
z Velké Britanie.

Sekvenacni typ ST-13624 sdili s ceskym izolatem
134/2019 izolat z Velké Britanie z roku 2015, nicméné
jejich pozice prozrazuje, ze mira jejich vzidjemné pfi-
buznosti neni tak vysoka, jako tomu bylo v pfipadé izo-
[atG ST-994. Tato genetické linie nese kromé dvou izo-
|4t0 ST-13624 jesté sesterskou vétev, kterd obsahuje 12
izolatl z Velké Britanie (ST-246, ST-695), 2 izolaty z Nizo-
zemska (ST-13983) a jeden izolat ze Slovinska (ST-246).

ZAVERY

Celogenomova data izolatd sérotypu 19A z Ceské
republiky ukazuji pocetnou subpopulaci, ktera je za-
stoupena tremi sekvenacnimi typy — ST-199, ST-416,
ST-3017. Vsechny izolaty jsou geneticky vysoce blizké.
Nejpocetnéjsi je klastr deviti izolatl ST-199. Vysokou
pfibuznost izolatd ST-199 doklada i fakt, ze s vyjimkou
izoldtu 117/2019 (novy rST-137805), sdili vdechny stej-
ny ribozomalni sekvenacni profil - rST-11365. Ctyfi izo-
laty, které nepatii k popisované subpopulaci, tvofi tfi
zcela samostatné genetické linie sérotypu 19A. Jedna
se 0 izolat ST-994, ST-13624 a dva izolaty ST-320. Veli-
ce obdobna situace je na evropské Urovni. Zde zhruba
polovina vsech izolatl sérotypu 19A vytvaii geneticky
blizkou subpopulaci (ST-199, ST-416, ST-450, ST-667,
ST-3017, ST-10360) a izolaty, které nejsou soucasti této
subpopulace, pfedstavuji velké mnozstvi vzajemné ne-
pfibuznych genetickych linii.

Diky ziskani celogenomovych dat izolatd S. pneumo-
niae 19A se muze jejich studium déle zabyvat invazivi-
tou i rezistenci na antibiotika, to viechno jsou u séro-
typu 19A velice zajimava témata.
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