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SOUHRN
Streptococcus pneumoniae (pneumokok) je grampozitivní kok vyvolávající jak neinvazivní, tak invazivní infekční onemocnění. 
Onemocnění vyvolaná pneumokokem mohou být preventabilní očkováním. Invazivní pneumokoková onemocnění (IPO) musí 
splňovat mezinárodní definici případu, jsou hlášena na národní i mezinárodní úrovni a v řadě zemí, včetně České republiky, jsou 
sledována v programu surveillance. Důležitou součástí surveillance IPO je sledování vyskytujících se sérotypů, hodnocení četnosti 
jednotlivých sérotypů v čase a v relaci k probíhajícím vakcinačním programům.
Ve světe i v České republice je u pneumokoků stále častěji prováděna metoda celogenomové sekvenace (whole genome sequen-
cing, WGS), která umožňuje určování sérotypu pneumokoků ze sekvenačních dat, dále přesnou analýzu jejich genetických vztahů 
a studium genů obsažených v jejich genomu.
Celogenomová sekvenace umožňuje získávat spolehlivá a mezinárodně srovnatelná sekvenační data, která lze snadno sdílet. Se-
kvenační data jsou analyzována pomocí bioinformatických nástrojů, které vyžadují znalosti z oblasti přírodních věd s důrazem na 
genetiku a znalosti z oblasti bioinformatiky.
V publikaci jsou představeny některé možnosti analýzy pneumokoka, kterými jsou sérotypizace, multilokusová sekvenační typizace 
(MLST), ribozomální MLST (rMLST), core genome MLST (cgMLST), whole genome MLST (wgMLST), single nucleotide polymorphism 
(SNP) analýza, určení Global Pneumococcal Sequence Cluster (GPSC), stanovení genů virulence a genů antibiotické rezistence.
U metody WGS je prezentována strategie její aplikace v Evropě a realizace v praxi.
Analýza pneumokoků metodou WGS představuje zlepšení v provádění surveillance IPO, kdy je sérotyp určován molekulárně ge-
neticky, jsou prováděny další podrobnější typizace, získaná data lze snadno mezinárodně porovnávat a lze lépe hodnotit účinnost 
vakcinačních programů.
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ABSTRACT 
Vohrnová S., Kozáková J.: Posibilities for use of whole genome sequencing (WGS) for the analysis of 
Streptococcus pneumoniae isolates 

Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) is a Gram-positive coccus causing both non-invasive and invasive infectious diseases. 
Pneumococcal diseases are vaccine preventable. Invasive pneumococcal diseases (IPD) meeting the international case definition 
are reported nationally and internationally and are subject to surveillance programmes in many countries, including the Czech Re-
public. An important part of IPD surveillance is the monitoring of causative serotypes and their frequency over time and in relation 
to ongoing vaccination programmes.
In the world and in the Czech Republic, whole genome sequencing (WGS) is increasingly used for pneumococci, which allows for 
serotyping from sequencing data, precise analysis of their genetic relationships, and the study of genes present in their genome.
Whole-genome sequencing enables the generation of reliable and internationally comparable data that can be easily shared. Se-
quencing data are analysed using bioinformatics tools that require knowledge in the field of natural sciences with an emphasis on 
genetics and expertise in bioinformatics.
This publication presents some options for pneumococcal analysis, i.e., serotyping, multilocus sequence typing (MLST), ribosomal 
MLST (rMLST), core genome MLST (cgMLST), whole genome MLST (wgMLST), single nucleotide polymorphism (SNP) analysis, as-
signment to Global Pneumococcal Sequence Cluster (GPSC), and identification of virulence genes and antibiotic resistance genes.
The WGS strategies and applications for Europe and WGS implementation in practice are presented.
WGS analysis of pneumococci allows for improved IPD surveillance, thanks to molecular serotyping, more detailed typing, genera-
tion of internationally comparable data, and improved evaluation of the effectiveness of vaccination programmes.
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ÚVOD

Streptococcus pneumoniae (pneumokok) je grampo-
zitivní, opouzdřený, kataláza negativní kok. Identifika-
ce pneumokoků je prováděna pomocí alfa hemolýzy 
na krevním agaru, testu rozpustnosti v  10% roztoku 
deoxycholátu sodného (test rozpustnosti ve žluči – kap-
kové či zkumavkové provedení), testováním citlivosti 
k optochinu, latexovou aglutinací s polysacharidovým 
pouzdrem pneumokoka, molekulárně genetickým tes-
továním genů cpsA, lytA, ply, sodA a sekvenováním 16S 
rRNA [1]. Nejspolehlivější metodou identifikace pneu-
mokoka je zkumavkový test rozpustnosti ve žluči, ná-
sledován testováním citlivosti k optochinu [2, 3].

Pneumokok je obalen mukózním pouzdrem, které 
je tvořeno  provázanými řetězci polysacharidů. Na zá-
kladě specifické charakteristiky pouzdra rozlišujeme 
u pneumokoků sérotyp, který je definován jako kmen 
pneumokoka produkující polysacharid pouzdra o uni-
kátním složení a  imunochemických vlastnostech [4]. 
Sérotyp je určován pomocí vazby protilátek obsaže-
ných v typovém séru, které je speciálně vytvořeno proti 
imunochemické charakteristice konkrétního sérotypu, 
s  pouzdrem vyšetřovaného kmene pneumokoka [5]. 
Aktuálně rozeznáváme přes 100 sérotypů [6, 7]. Imu-
nitní systém hostitele tvoří proti polysacharidovému 
pouzdru specifické protilátky a po prodělání infekčního 
onemocnění vyvolaném pneumokokem určitého sé-
rotypu nalezneme následně v krvi pacienta protilátky 
proti tomuto vyvolávajícímu sérotypu. Vytvořené pro-
tilátky poskytují ochranu před opětovným nakažením 
stejným sérotypem.

Pneumokok je lidským patogenem způsobujícím 
širokou škálu infekčních onemocnění od méně závaž-
ných infekcí horních cest dýchacích a  sinusitid, přes 
akutní hnisavé záněty středního ucha, až po závažná 
invazivní pneumokoková onemocnění (IPO), jako jsou 
pneumonie, sepse a meningitida.

Pneumokok kromě svého patogenního působení 
také běžně kolonizuje lidské sliznice horních cest dý-
chacích, především nazofaryngu a  orofaryngu. No-
sičství pneumokoka je častější v  rozvojových než ve 
vyspělých zemích, dále se četnost nosičství liší dle vě-
kových skupin – je častější u dětí než u dospělé popu-
lace. U dětí navštěvujících mateřské školy bylo zazna-
menáno nosičství pneumokoka u 3–60 % dětí [8, 9, 10]. 
V české studii z roku 2010 bylo zjištěno nosičství pneu-
mokoka až u 60 % dětí ve věku 4 až 5 let navštěvujících 
mateřské školy [11]. U dospělých bývá nosičství pneu-
mokoka prokazováno až u 8 % dospělé populace [12, 
13]. Nosičství pneumokoka bývá bezpříznakové, ale 
může se rozvinout infekční onemocnění. Rozvoj pneu
mokokového onemocnění je podmíněn předchozím 
nosičstvím pneumokoka [14, 15].

Ochranu proti infekčním onemocněním vyvolaným 
pneumokoky představuje očkování. Aktuálně je do-
stupných pět vakcín proti pneumokokům. Pneumoko-

ková polysacharidová vakcína PPV-23, která obsahuje 
polysacharidové antigeny 23 sérotypů pneumokoků 
(obsahuje sérotypy 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 
11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20B, 22F, 23F, 33F). 
Dále jsou dostupné pneumokokové konjugované vak-
cíny (PCV), a  to 10valentní (obsahuje sérotypy 1, 4, 5, 
6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F, 23F), 13valentní (sérotypy 1, 3, 
4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 23F), 15valentní 
(sérotypy 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 
23F, 33F) a 20valentní (sérotypy 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 
9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, 33F). 
V budoucnosti lze očekávat uvedení nových 21valent-
ních a  24valentních konjugovaných vakcín, u  kterých 
v současnosti probíhají klinické testy [16, 17].

V současnosti je klíčovým momentem při navrhová-
ní, zavádění a  hodnocení vakcinační strategie znalost 
vyskytujících se sérotypů pneumokoka v průběhu času 
v dané populaci – ideálně již před zavedením vakcina-
ce, dále při zavedení vakcinace a  v  časovém odstupu 
po zavedení vakcinace. Vakcinační strategie je v průbě-
hu času upravována s ohledem na aktuálně dostupné 
vakcíny a výskyt sérotypů v populaci, která má být vak-
cínou očkována.

Určování sérotypů pneumokoka je založeno na růz-
ných přístupech. Metody lze rozdělit na fenotypové, 
které využívají imunologické vlastnosti pouzdra pneu
mokoka, a  genotypové, které testují genový podklad 
tvorby pouzdra [4, 18].

Historicky nejdéle a dosud nejčastěji je sérotyp pneu
mokoka určován pomocí tzv. Quellung neboli Neufel-
dovy reakce, která je známa a využívána od roku 1902 
[19]. Jedná se o  sérologickou reakci mezi typovým 
pouzderným polysacharidovým antigenem pneumo-
koka a typově specifickou protilátkou v hyperimunním 
králičím antiséru. V případě pozitivní reakce dojde bě-
hem několika minut k  nabobtnání pouzdra, které lze 
pozorovat mikroskopem s  fázovým kontrastem. Tato 
metoda je uváděna jako zlatý standard sérotypizace 
[18, 20]. Z imunologických testů je dále využívána na-
příklad metoda latexové aglutinace [18].

Kromě imunologických testů k určování sérotypu jsou 
využívány i molekulárně genetické metody. Syntéza po-
lysacharidového pouzdra je kódována v  genovém cps 
(capsule polysaccharide synthesis) operonu [5]. Geny 
obsažené v  cps operonu se liší dle jednotlivých séro-
typů/séroskupin. Sérotypy, které jsou geneticky velmi 
příbuzné, řadíme do séroskupin (např. 6A, 6B, 6C a 6D). 
V rámci jedné séroskupiny se sérotypy liší pořadím ob-
sažených genů a  diskrétnějšími rozdíly na úrovni jed-
notlivých nukleotidů. Sérotyp můžeme molekulárně 
geneticky vyšetřit pomocí multiplexové polymerázové 
řetězové reakce (mPCR) či PCR v reálném čase (RT-PCR), 
využitím microarray metody a dále metodou celogeno-
mové sekvenace (whole genome sequencing, WGS).

V České republice je sérotypizace pneumokoků prová-
děna v  Národní referenční laboratoři pro streptokokové 
nákazy (NRL/STR). Vyšetření v případě dostupnosti kmene 
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pneumokoka spočívá v kombinaci mPCR a Quellung reak-
ce [21]. V případě typizace z klinického materiálu bez mož-
nosti vyšetřit bakteriální kulturu se neprovádí Quellung 
reakce, ale pouze mPCR.

Protokol zahrnující Quellung reakci vyžaduje dostup-
nost čisté bakteriální kultury, zato ale umožňuje určit 
mnohem širší spektrum sérotypů ve srovnání s mPCR 
reakcí. Reakcí Quellung nelze ozřejmit pouze neobale-
né a  tedy „netypovatelné“ pneumokoky. Při typování 
pomocí mPCR není nutné mít k dispozici čistou kulturu, 
ale je výrazně limitován počet sérotypů, které lze takto 
určit, protože je omezený počet dostupných primerů 
k jednotlivým sérotypům. Molekulárně genetické me-
tody umožňují typovat i neobalené pneumokoky, kte-
ré sice nevytváří polysacharidové pouzdro, ale mohou 
v genomu mít geny pro tvorbu pouzdra.

STRATEGIE WGS V EVROPĚ

V roce 2008 vydalo European Centre for Disease Pre-
vention and Control (ECDC) dokument Surveillance of 
communicable diseases in the European Union – A long- 
-term strategy: 2008–2013, v  němž je mimo jiné zdů-
razněna důležitost zajištění kvalitních laboratorních 
metod, které jsou nezbytné k  získání porovnatelných 
laboratorních dat [22]. Dále je v dokumentu uvedeno, 
že má být podporována standardizace a zavádění mo-
lekulárně genetické subtypizace a její kombinace s epi-
demiologickými a  klinickými daty. Následoval doku-
ment Surveillance of communicable diseases in Europe 
– a  concept to integrate molecular typing data into 
EU-level surveillance z  roku 2011 zdůrazňující a  pod-
porující zavádění molekulární typizace do surveillance 
infekčních onemocnění v Evropě [23].

V roce 2013 vyšel dokument Roadmap for integration 
of molecular typing into European-level surveillance 
and epidemic preparedness, který uvádí celogenomo-
vou sekvenaci jako nástroj k charakterizaci patogenních 
mikroorganismů a k hodnocení jejich genetické různo-
rodosti a  krátkodobé evoluce [24, 25]. V  dokumentu 
Expert opinion on whole genome sequencing for pu-
blic health surveillance z  roku 2016 je celogenomová 
sekvenace považována za referenční metodu typizace 
vzorků při outbreacích nahrazující klasické metody ty-
pizace [26]. Další ECDC dokumenty z následujících let 
již uvádí celogenomovou sekvenaci jako standardní 
nástroj k  vyšetřování epidemií a  k  typizaci a  zabývají 
se podporou zavádění metody v členských státech EU/
EEA [27].

V  dokumentu ECDC strategic framework for the 
integration of molecular and genomic typing into 
European surveillance and multi-country outbreak 
investigations – 2019–2021 jsou rozebrány prioritní 
patogeny, u nichž by měla být prováděna analýza po-
mocí celogenomové sekvenace [28]. Jednou z  priorit 
je studium bakterie Streptococcus pneumoniae meto-

dou celogenomové sekvenace. ECDC zde klade dů-
raz na sentinelovou surveillance izolátů z  invazivního 
pneumokokového onemocnění (IPO), na molekulární 
typizaci a hodnocení dopadu zaváděných vakcín pro-
ti pneumokokům na výskyt vakcinačních a  nevakci-
načních sérotypů, dále na identifikaci a monitorování 
úspěšných klonů, identifikaci změn v syntéze pouzdra 
a  na zjišťování faktorů virulence spojených se závaž-
ným průběhem IPO.

REALIZACE WGS V PRAXI

Data získaná celogenomovou sekvenací prochází ce-
lou řadou bioinformatických analýz. Hodnotí se kvalita 
získaných dat, data se používají k  sestavení genomu 
agens, následně se určuje rod a druh sekvenovaného 
agens, analyzuje se příbuznost, hodnotí se přítomnost 
jednotlivých genů a vyhledávají se genové mutace.

Prvotní formát dat získaný ze sekvenátoru se nazývá 
raw data neboli soubor s příponou fastq, kdy q na konci 
říká, že fastq soubor nese nejen sekvence daného ge-
nomu, ale též informaci o kvalitě sekvenování = quality. 
Z raw dat se následně skládá genom do formátu fasta 
souboru neboli „assembled“ genom (volně přeloženo 
poskládaný genom). Programy na analýzu sekvenač-
ních dat mohou při analýze vyžadovat vstupní data ve 
formátu fastq, fasta či lze využít oba formáty.

V  případě pneumokoka je prioritou určit ze sekve-
načních dat sérotyp, provést multilokusovou sekvenač-
ní typizaci (MLST), ribozomální MLST (rMLST), core ge-
nome MLST (cgMLST), whole genome MLST (wgMLST), 
single nucleotide polymorphism (SNP) analýzu, určení 
Global Pneumococcal Sequence Clusteru (GPSC), dále 
lze zkoumat přítomné geny virulence a geny antibiotic-
ké rezistence, přítomnost plasmidů atd.

GENOM PNEUMOKOKA

Pneumokoky mají genom dlouhý přibližně 1,9–2,1 
Mb, tedy zhruba 2 miliony párů nukleotidů. Obsah bází 
cytosinu a guaninu (CG-content) je zhruba 39% [29].

Pneumokoky jsou stejně jako ostatní streptokoky 
obdařeny vysokou mírou plasticity genomu. Například 
při zavádění vakcín je na populaci pneumokoků vytvá-
řen selekční tlak, na který reagují obměnou sérotypů 
(serotype replacement), obměnou pouzdra (capsular 
switch) či horizontálním genovým transportem [30].

Při setkání kmenů pneumokoka s dalšími streptoko-
ky či jinými bakteriemi může dojít ke konjugaci a  ná-
sledně k horizontálnímu genovému transportu, kdy je 
prostřednictvím integrativních konjugativních elemen-
tů sdílena genetická informace mezi bakteriemi. Pneu-
mokoky tak mohou získávat nové geny antibiotické re-
zistence, geny virulence, či může docházet k modifikaci 
sérotypu [31, 32].
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Další zdroj nové genetické informace pro pneumoko-
ka, jakož i pro ostatní bakterie představují bakteriofágy, 
kdy se profág či jeho část může začlenit do genomu 
bakterie a  pozměnit její vlastnosti, jak bylo popsáno 
v  případě multidrug rezistentní linie Streptococcus 
pneumoniae Spain 23F/ST81 [33, 34].

SÉROTYPIZACE PNEUMOKOKA Z WGS DAT

Sérotypizace (přesněji řečeno genotypizace, ale 
v rámci zachování jednoty nomenklatury v článku bude 
nadále používán termín sérotypizace) je jednou z hlav-
ních analýz, kterým jsou sekvenační data pneumokoků 
podrobována. První práce využívající sérotypizaci ze 
sekvenačních dat využívaly mapování sekvencí genů 
v cps operonu s dříve publikovanými referenčními sek-
vencemi [32, 35]. V roce 2014 byl publikován návod k sé-
rotypizaci přímo ze sekvenačních dat [36]. O  dva roky 
později byl publikován první bioinformatický automa-
tický sérotypizační nástroj PneumoCaT (Pneumococcal 
Capsule Typing), který je dostupný volně ke stažení [37]. 
Proces určení sérotypu má dva kroky, kdy v prvním kro-
ku je porovnána „přečtená“ sekvence pneumokoka s 92 
referenčními sekvencemi sérotypů, pokud je sekvence 
stoprocentně shodná s referencí, proces sérotypizace je 
ukončen a sérotyp je úspěšně určen. Pokud není shoda 
s referencí úplná, ve 2. kroku jsou hodnoceny SNPs a je 
rozlišováno mezi sérotypy v  rámci jedné séroskupiny. 
Takto je možno určit 89 z 94 tehdy známých sérotypů 
a určit kmen na úroveň séroskupiny pro séroskupiny 24 
a  32. Zdokonalení sérotypizace přinesl nástroj SeroBa, 
který umožňuje určit vyšší počet sérotypů, a to v kratším 
čase a s využitím menší kapacity počítače [38]. Nástroje 
PneumoCaT i SeroBA předpokládají, že byla sekvenová-
na čistá kultura pneumokoka. Nově jsou dostupné i ná-
stroje k typizaci vzorků, kdy lze očekávat více sérotypů 
pneumokoka v jednom vzorku, například při testování 
vzorků z nosičství. Takovými volně dostupnými progra-
my jsou SeroCall a PneumoKITy (Pneumococcal K-mer 
Integrated Typing), přičemž PneumoKITy je první pro-
gram umožňující sérotypizaci jak z raw dat, tak z  fasta 
souboru [39, 40]. 

Výše zmíněné nástroje jsou primárně určeny pro sek-
venační data získaná prostřednictvím sekvenační plat-
formy Illumina, kromě programu PneumoKITy, který 
umí zpracovat i fasta soubory. Základní algoritmy všech 
výše zmíněných programů se do jité míry liší, všechny 
ale využívají stejný postup porovnávající sekvenci cps 
lokusu vzorku a referenční databázi cps lokusů pro růz-
né sérotypy.

Nevýhodou výše uvedených nástrojů je nutnost zís-
kat kvalitní sekvenační data s vysokou coverage. Cover-
age udává, kolikrát byl který úsek genomu sekvenován, 
u  bakteriálního genomu je cílem coverage vyšší než 
20, v  ideálním případě je dobré získávat coverage 30 
a více – čím vyšší coverage, tím spolehlivější jsou získa-

ná data. Programem řešícím situaci sekvenačních dat 
s nedostatečnou coverage je PfaSTer [41], který využívá 
jako vstupní data fasta soubor. Predikce sérotypu pak 
probíhá na základě sekvenačních dat a strojového uče-
ní. Program PfaSTer potřebuje mít k dispozici kvalitně 
sekvenované genomy jednotlivých sérotypů, jeho limi-
tací je, že nabídka kvalitních sekvencí u vzácných séro-
typů je stále omezená, a  proto lze pomocí programu 
spolehlivě určit 65 nejčastějších sérotypů.

MLST
MLST je molekulárně genetická metoda umožňující 

relativně snadné hodnocení příbuznosti izolátů jedno-
ho druhu na lokální i na mezinárodní úrovni [42]. Hod-
nocení příbuznosti je prováděno na základě srovnání 
krátkých fragmentů sedmi alel tzv. „housekeeping“ 
genů. U  izolátů je identifikována sada těchto sedmi 
alel a  dle alelického profilu je jim přidělen sekvenční 
typ (ST). Zavedení MLST u pneumokoků umožnilo spo-
lehlivější srovnávání příbuznosti izolátů než do té doby 
používané metody PFGE (Pulsed field gel electropho-
resis) či MLEE (multilocus enzyme electrophoresis) [43]. 
U pneumokoků lze pozorovat, že v rámci jednotlivých 
ST či v clusterech příbuzných ST je často sdílen stejný 
sérotyp, nejedná se však o  pravidlo bez výjimek, což 
může být dáno nedostatečnou diskriminační schop-
ností MLST.

rMLST
Základ systematiky a  fylogenetické analýzy bakterií 

pomocí ribozomálních genů byl položen v  80. letech, 
kdy začala být používána nukleotidová sekvence malé 
podjednotky (16S) ribozomální RNA neboli 16S rRNA 
[44]. Sekvence genu pro 16S rRNA je univerzálně pří-
tomna v bakteriálním genomu, je dostatečně konzervo-
vaná v čase a  je snadno sekvenovatelná. Taxonomické 
a evoluční studie 16S rRNA hrály klíčovou roli při zave-
dení tří domén života – archea, bakterie, eukaryota [45].

Se zavedením celogenomové sekvenace došlo k roz-
šíření počtu využívaných ribozomálních genů. V rámci 
ribozomálního MLST (rMLST) je stanovováno 53 rps 
genů [46]. Geny rps mají dostatečně konzervované sek-
vence, což umožňuje taxonomické rozlišení na úroveň 
rodu a druhu, a zároveň jsou dostatečně variabilní, aby 
bylo možné typizační rozlišení izolátů stejného druhu. 
Ribozomální geny jsou rozmístěny v  různých částech 
bakteriálního chromozomu a jedná se o protein-kódu-
jící geny.

Profil alelových variant ribozomálních genů izolátu 
poskytne ribozomální sekvenční typ (rST) a  umožní 
přiřadit izolát k  rodu a  druhu. Analýza je prováděna 
v  programu Bacterial Isolate Genome Sequence Da-
tabase (BIGSdb) na platformě PubMLST (https://pub-
mlst.org/) [47, 48].

Praktické využití rMLST se ukazuje v případě pochyb-
ností o správné identifikaci rozporuplně fenotypicky re-
agujících pneumokoků a viridujících streptokoků [49].
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cgMLST
Při určování core genome MLST (cgMLST) probíhá 

srovnání alel všech tzv. core genů (obvykle stovky či ti-
síce genů), které jsou v čase konzervované a společné 
všem či téměř všem izolátům jednoho druhu [50]. cg-
MLST poskytuje významné rozšíření původního sedmi-
lokusového MLST. cgMLST lze využít k taxonomickému 
určování izolátů, k vyšetřování nozokomiálních nákaz, 
infekčních ohnisek a  clusterů či k  analýze příbuznosti 
a původu izolátů. Takto byl například zkoumán původ 
a šíření pneumokoka sérotypu 19A/ST416 v České re-
publice a v zemích Evropy [51]. cgMLST pneumokoka 
zahrnuje celkem 1 222 tzv. core genů. Určování cgMLST 
je možné prostřednictvím platformy PubMLST (https://
pubmlst.org/) [48].

wgMLST
Celogenomovou sekvenací a  přiřazením složeného 

genomu izolátu k referenční sekvenci zjistíme přítom-
nost nejen core genů, ale určíme i tzv. accessory geny. 
Určený počet genů se tak značně rozšiřuje a  pro po-
drobnější analýzy příbuznosti mezi izoláty lze využít 
přístup porovnávání gen-za-genem (gene-by-gene) 
neboli MLST celého genomu (whole genome MLST, 
wgMLST) [52].

Příkladem využití této strategie hodnocení příbuz-
nosti je srovnání sekvenačních dat skupiny invaziv-
ních pneumokoků o vybraných sérotypech na základě 
všech v té době dostupných genů v PubMLST databá-
zi [53].

SNP 
Jiný pohled na příbuznost izolátů jednoho druhu 

nabízí metoda single nucleotide polymorphism (SNP) 
analýzy [54]. SNP je jednonukleotidová mutace a ana-
lýza těchto mutací benefituje mimo jiné z toho, že jsou 
hodnoceny nejen protein-kódující části genomu, ale 
i  proteiny-nekódující oblasti. Provádí se mapováním 
sekvenačních dat izolátu proti referenčnímu genomu. 
SNP analýza může sloužit k identifikaci bakterií, k hod-
nocení genetické diverzity, fylogenetickým analýzám, 
k  účelům surveillance a  vyšetřování ohnisek infekce, 
k podrobným analýzám na úrovni genových operonů 
a jednotlivých genů [55, 56].

GPSC
V roce 2009 vznikly první návrhy na projekt, jenž by 

umožňoval genomickou surveillance pneumokoků na 
mezinárodní úrovni. Postupně vznikl Global Pneumo-
coccal Sequencing project (GPS). Prvotním cílem pro-
jektu mělo být porozumění mechanismům antibiotické 
rezistence, postupně bylo těžiště zkoumání přesunuto 
ke strategiím úniku pneumokoků před vakcinací. Vznik-
la databáze >20  000 genomů pneumokoků z  celého 
světa. V  rámci projektu byla zavedena nová typizač-
ní metoda založená na definování pneumokokových 
kmenů pomocí variací v  genomu. Pomocí typizační 

pipeline je určován Global Pneumococcal Sequence 
Cluster (GPSC).

Typizace probíhá pomocí programu PopPUNK (Po-
pulation Partitioning Using Nucleotide K-mers), což je 
software umožňující populační analýzy izolátů a jejich 
rozdělení do clusterů [57]. Hodnocení příbuznosti či 
odlišnosti izolátů je prováděno ve sdílených úsecích 
genomu a v obsažených genech, a to s použitím porov-
návání k-merů o různé délce. V každé jedné linii GPSC 
jsou obsaženy jak vakcinační, tak nevakcinační séroty-
py.

Analýzou GPSC databáze bylo zjištěno, že existují li-
nie pneumokoků, které jsou více rezistentní k antibio-
tikům, jiné linie mají vyšší potenciál vyvolávat invazivní 
onemocnění, a to bez ohledu na sérotyp [58]. Zavedení 
GPSC umožnilo clusterování pneumokoků a napomoh-
lo k jejich srovnávání na mezinárodní úrovni.

Geny virulence
V  genomu pneumokoka jsou přítomny geny viru-

lence a  ostrovy patogenicity (pathogenicity islands), 
které zodpovídají za interakci s hostitelem a za různou 
míru invazivity jednotlivých izolátů [59]. Mezi nejvý-
znamnější faktory virulence patří pouzdro na povrchu 
bakterie. Dále jsou to pily umožňujících úchyt bakterie 
na sliznici hostitele a  potencující imunitní odpověď 
hostitele [60].

Vyhledávání genů virulence pneumokoků je možné 
pomocí databází referenčních genů virulence – napří-
klad ve Virulence Factor Database (VFDB, http://www.
mgc.ac.cn/VFs/) či v  online bioinformatické platformě 
Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center (BV-
-BRC, https://www.bv-brc.org/), která sdružuje databá-
ze VFDB, Victor a spravuje svou vlastní databázi genů 
virulence [61, 62, 63].

Geny antibiotické rezistence
Monitorování antibiotické rezistence představuje 

důležitou součást surveillance IPO. Od 70. let se začaly 
objevovat studie dokumentující šíření pneumokoků, 
které vykazovaly sníženou citlivost a rezistenci k penici-
linu, tetracyklinu, erythromycinu, klindamycinu, rifam-
picinu a chloramfenikolu [64].

K analýze sekvenačních dat a k vyhledávání genů an-
tibiotické rezistence lze využít online databázi Compre-
hensive Antibiotic Resistance Database (CARD, https://
card.mcmaster.ca/home), dále platformu BV-BRC, která 
umí vyhledávat geny antibiotické rezistence obsažené 
v databázi CARD a v databázi PATRIC [65, 62, 66]. Plat-
forma BV-BRC kromě stanovení přítomnosti genů an-
tibiotické rezistence předpovídá i  fenotypický projev 
testovaného pneumokoka. Dalším online nástrojem je 
PathogenWatch (https://pathogen.watch/), který kro-
mě jiných funkcí stanovuje přítomnost genů antibiotic-
ké rezistence pneumokoků a předpovídá jejich vliv na 
fenotypický projev daného pneumokoka – tedy jeho 
fenotypickou antibiotickou rezistenci [67].
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ZÁVĚR

Celogenomová sekvenace (WGS) rozšiřuje hranice 
poznání mikroorganismů. Získaná data lze snadno me-
zinárodně sdílet a pomocí bioinformatických nástrojů 
analyzovat.

V článku popsané metody představují pouze základ-
ní kroky analýzy sekvenačních dat pneumokoků. Mož-
nosti analýzy jsou vzhledem k  objemu celogenomo-
vých dat a rozšíření WGS ve světě rozsáhlé a vždy záleží 
na zkoumané problematice, jaké další metody a postu-
py je třeba zvolit.

Analýza pneumokoků metodou WGS představuje 
zlepšení v  provádění surveillance IPO, kdy je sérotyp 
určován molekulárně geneticky, jsou prováděny další 
podrobnější typizace, získaná data lze snadno meziná-
rodně porovnávat a  lze lépe hodnotit účinnost vakci-
načních programů.

V některých státech probíhá surveillance IPO z velké 
části pomocí celogenomové sekvenace a lze očekávat 
rutinní celogenomové sekvenování v reálném čase ve 
stále širším spektru mikrobiologických laboratoří.
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