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SOUHRN

Streptococcus pyogenes zpUsobuje rozlicna lidska onemocnéni od nekomplikovanych infekci dychacich cest a klize az po vazna
invazivni onemocnéni, ktera mohou byt doprovazena syndromem toxického Soku. Vyznamnymi faktory virulence vedle M pro-
teinu kddovaného genem emm jsou pyrogenni exotoxiny, které se povazuji za superantigeny. V Narodni referen¢ni laboratofi pro
streptokokové nakazy byly nové zavedeny bioinformatické nastroje pro zpracovéani dat z celogenomové sekvenace S. pyogenes.
Pouzitim programu SRST2 a platformy BV-BRC byla analyzovana WGS data 10 kmenu S. pyogenes izolovanych od pacientd s inva-
zivnim onemocnénim a byly stanoveny emm typy, sekvencni typy a profily gend kédujicich superantigeny. K sestaveni sekvenci
genom z kratkych ¢teni byla zvolena assembly pipeline Unicycler s de novo assemblerem SPAdes.

KLICOVA SLOVA
Streptococcus pyogenes — GAS — superantigen — celogenomova sekvenace

ABSTRACT
Vesela R., Vohrnova S., Kozakova J.: Detection of superantigens in Streptococcus pyogenes isolates
based on whole genome sequencing data

Streptococcus pyogenes causes a variety of human diseases ranging from uncomplicated respiratory tract and skin infections to
severe invasive diseases possibly involving toxic shock syndrome. Besides the emm gene-encoded M protein, important virulence
factors are pyrogenic exotoxins, referred to as superantigens. The National Reference Laboratory for Streptococcal Infections has
newly introduced bioinformatics tools for processing S. pyogenes whole genome sequencing data. Using the SRST2 software and
BV-BRC platform, WGS data of 10 S. pyogenes isolates from patients with invasive disease were analysed, and emm type, sequence
type, and superantigen encoding gene profiles were determined. The Unicycler assembly pipeline with the SPAdes de novo assem-
bler was used to assemble genome sequences from short reads.
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uvoD

Streptococcus pyogenes (streptokok skupiny A, Group
A Streptococcus, GAS) zpUsobuje rozlicna lidska one-
mocnéni od nekomplikovanych infekci dychacich cest
a klize az po vazna invazivni onemocnéni spojena s vy-
sokou nemocnosti a smrtnosti. Od 80. let 20. stoleti
se do popredi zdjmu v USA i v Evropé dostaly pfipady
streptokokového syndromu toxického Soku (Strepto-
coccal Toxic Shock Syndrome, STSS), invazivni GAS in-
fekce klize a mékkych tkani, bakteriémie a sepse [1].

Genom GAS obsahuje geny pro produkci faktord vi-
rulence. Typovani GAS je zalozeno na N-koncové hyper-
variabilni sekvenci genu emm kédujiciho povrchovy M
protein (anti-phagocytic M protein). Nejcastéji zastou-
pené emm typy invazivnich GAS jsou emm1, emm28
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a emma89 [2]. Vedle genu emm nékteré GAS vykazuji
v genomu az dva emm-like geny, také znamé jako mrp
(M-related protein), enn a sic (streptococcal inhibitor
of complement). Transkripci téchto genu fidi regulon
mga (M-protein trans-acting positive regulator).
Kmeny GAS spojené s invazivnim onemocnénim
produkuji také exotoxiny a specifické superantigeny
(SAg), které vyvolavaji systémovou zanétlivou odezvu.
Superantigeny se vazi na molekuly MHC Il (major his-
tocompatibility complex class Il) na povrchu antigen
prezentujicich bunék a soucasné na variabilni oblast
B retézce receptoru T lymfocytd. Tato interakce vede
k aktivaci velkého mnozstvi T lymfocytl produkujicich
prozanétlivé cytokiny a k potlaceni produkce imuno-
globulint [3]. V soucasné dobé je znamo 13 SAg. Kla-
sickymi biochemickymi metodami byly identifikovany
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Tabulka 1. Charakterizace invazivnich izolatl S. pyogenes
Table 1. Characterization of invasive S. pyogenes isolates

A S T T N

39-18 emm] M
86-18 emm1 28 49 z
93-18 emm] 28 64 M
213-18 emm1 28 51 M
62-19 emm]1 28 21 z
45-19 emm?28 52 64 M
88-19* emm?28 52 60 M
95-19* emm?28 52
96-19* emm?28 52
385-19 emm28 52 43 M

*kmeny izolované od jednoho pacienta; ST - sekvenéni typ; M - muz; Z - Zena

*isolates from one patient; ST - sequence type, M — male, F — female

superantigeny SpeA (streptococcal pyrogenic exotoxin),
SpeC, SSA (streptococcal superantigen) a smeZ (strepto-
coccal mitogenic exotoxin Z). Pomoci pocita¢ové analy-
zy genomu byly dale identifikovany dalsi SAg - SpegG,
SpeH, Spel, SpeJ, Spek, SpeL, SpeM, SpeQ a SpeR. Geny
speG, spe) a smeZ lezi na chromozomu. Ostatni geny
jsou neseny na profazich nebo na jinych mobilnich
elementech, jejichz integrace do genomu bakterie sil-
né pfispiva ke genomové diverzifikaci GAS a k vyskytu
vysoce virulentnich kmend.

Metoda celogenomové sekvenace (whole genome
sequencing, WGS) poskytuje data, ze kterych Ize ziskat
informace o genomu bakterii.V sou¢asné dobé se v né-
kterych databazich podstatné navysil pocet popsanych
genul GAS, coz umoznilo skladani genomu invazivnich
izolatd. Jednim z program( vyuzivanych v nasi studii
je SRST2 (Short Read Sequence Typing for Bacterial
Pathogens) [4], ktery pracuje s databazi VFDB (Viru-
lence Factor DataBase) [5]. SRST2 umoziuje srovnani
genomu vysetfovanych izolatl s referen¢ni databazi
gen(, a tak stanovi geny SAg pfitomné v genomu GAS.
Dalsi platformou pouzitou v nasi studii je PubMLST da-
tabaze [6] nabizejici rozsahlou skalu nastrojl k analyze
WGS dat a platforma Bacterial and Viral Bioinformatic
Center (BV-BRC) [7]. Platforma BV-BRC pracuje s data-
bazemi VFDB a Victor [8].

MATERIALY A METODY

Kmeny S. pyogenes

V rdmci nasi studie bylo celogenomové sekvenaci
podrobeno deset izolatll invazivnich GAS. Kmeny in-
vazivnich GAS byly ziskany z klinického materidlu pa-
cientd s invazivnim onemocnénim v letech 2018-2019.
Uvedené kmeny byly spojeny s diagnézami sepse,
septicky Sok, flegména. Sedm z osmi pacientll zemfe-

hemokultura

hemokultura

stér z pravé hyzdé
sekéni material

tkan podkozi
hemokultura

stér zrany

sepse, srdecni zastava

sepse, septicky Sok

hemokultura sepse

flegmodna

septicky Sok s multiorgdnovym selhanim
erysipel, septicky sok

tracheadlni aspirat sepse
stér z kloubu, sekce

stér z krku

flegmona, renalni selhani

lo. Izolaty invazivnich GAS byly dvou emm typ(, a to
5 kmen(l typu emm1 a 5 kmen0 typl emm28. Kmeny
typu emm28 oznacené 96-19, 95-19 a 88-19 byly izolo-
vany od jednoho pacienta v ¢asovém rozmezi tii dnd
a z materidlu rozlicnych biologickych lokalit. Souhrn
kmen, klinické i epidemiologické informace o pacien-
tech jsou uvedeny v tabulce 1.

Extrakce DNA

Z kmenu invazivnich GAS byla izolovana deoxyri-
bonukleova kyselina (DNA) pouzitim kitu MagAttract®
HMW DNA Mini kit (QIAGEN). I1zolovana DNA byla na-
sledné podrobena kvalitativni kontrole s pouzitim ge-
lové elektroforézy a kvantitativni kontrole spektrofoto-
metrickym mérenim koncentrace DNA.

Celogenomova sekvenace a tprava dat

Ptiprava knihoven a celogenomova sekvenace byla
provedena na pracovisti EMBL (European Molecular
Biology Labolatory, Heidelberg, Némecko) s vyuzitim
pfistroje lllumina MiSeqg. Nasemu pracovisti byla na-
sledné poskytnuta raw WGS data ve formatu fastq sou-
bor(. K sestaveni genomU z primarnich raw WGS dat
se pouzila platforma BV-BRC, kterd vyuzivd assembly
pipeline Unicycler verze v0.4.8 [9] s de novo assemble-
rem SPAdes [10]. Hodnota parametru K-mer byla zvole-
na 127. U dvou izolatl byla vyuZita hodnota parametru
K-mer 115. Primérny pocet kontigll v sestavenych ge-
nomech byl 55 (47-62).

Zpracovani dat z celogenomové sekvenace

K emm typovani invazivnich GAS se pouZzila databa-
ze PUbMLST podporovana platformou Bacterial Isolate
Genome Sequence Database (BIGSdb) [11]. Ke zjisténi
pritomnosti genl virulentnich faktort speA, speC, speG,
speH, spel, speJ, speK, spel, speM, smeZ a ssa aemm z dat
WGS byl pouzit nastroj komplexni analyza genomu
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(Comprehensive Genome Analysis) platformy BV-BRC
a program SRST2.

VYSLEDKY A DISKUSE

Pouzitim databaze PubMLST byl pro vsechny izola-
ty stanoven emm typ (viz tab. 1). Emm typy byly dale
ovéreny pouzitim programu SRST2 a platformy BV-
-BRC, které zpracovavaji primarni raw WGS data. Pro-
gram SRST2 potvrdil totozné emm typy vsech kmen.
Platforma BV-BRC potvrdila emm geny u vsech izolat(
a umoznila vizualizovat uspofaddni emm a emm-like
gend. Mga locus u péti kmenU typu emm28 oznacené
45-19, 88-19, 95-19, 96-19 a 385-19 obsahoval geny
mga, mrp, emm, enn a scpA (C5a peptidaza). Dalsi va-
riantu usporadani emm a emm-like gent vykazuji izo-
laty typu emm1 oznacené 39-18, 86-18, 93-18, 213-18
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a 62-19, kde se ve Mga lokusu vyskytuji geny mga,
emm, sic, scpA a je zde zac¢lenén gen mip (mobile ele-
ment protein).

U viech deseti kmen( invazivnich GAS se WGS analy-
zou s pouzitim platformy BV-BRC urcil MLST (multilocus
sequence typing) sekvencni typ (ST). Kmeny emm1 pa-
tfi shodné k ST-28 a kmeny emm28 k ST-52.

Distribuce  streptokokovych pyrogennich toxi-
nG speA, speC, speG, speH, spel, spel, spekK, spel, speM
a streptokokového mitogenniho toxinu smeZ a strepto-
kového superantigenu ssa byla u kment stejného emm
typu stejnd. Potvrdila se jak pouzitim programu SRST2
pracujiciho s referencni databazi VFDB, tak komplexni
analyzou genomu pomoci platformy BV-BRC pracujici
s referenénimi databazemi VFDB a Victors.

Na zakladé alignmentu genom vsech izolatd inva-
zivnich GAS typu emm28 provedenych pouzitim plat-
formy BV-BRC se domnivame, ze kmeny 95-19 a 96-19

Tabulka 2. Distribuce gent sledovanych superantigent hodnocena programem SRST2 a platformou BV-BRC
Table 2. Superantigen gene distribution analysed by the SRST2 software and BV-BRC platform

| Kmen | | 3918 | 8618 | 93-18 | 21318 | 6219 [ 4519 | 8819 | 95-19 | 96-19 | 38519 |

BV-BRC emm emmli emm] emml emm]
SRST2 emm] emm| emm] emm]
BV-BRC  speA X X X X
SRST2 X X X X
BV-BRC  speC

SRST2

BV-BRC  speG X X X X
SRST2

BV-BRC  speH

SRST2

BV-BRC  spel

SRST2

BV-BRC  speJ X X X

SRST2 X X X X
BV-BRC  speK

SRST2

BV-BRC  spel

SRST2

BV-BRC  speM

SRST2

BV-BRC  smeZ X X X X
SRST2 X X X

BV-BRC ssa

SRST2

BV-BRC  speB X X

SRST2 X X X X

X - pfitomnost daného genu v genomu kmene
X - presence of the gene in the strain genome
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emml emm28 emm28 emm28 emm28 emm28
emm] emm28 emm28 emm28 emm28 emm28
X
X
X X X X X
X X X X X
X X X X X X
X X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
X X X X X X
X X X X X X
X X X
X X
X
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izolované od jednoho pacienta jsou shodné, pficemz
izolat 88-19 od téhoz pacienta je geneticky odlisny.

ZAVER

Tato studie vedla k zavedeni moznosti vyuziti pro-
gramu SRST2 (tab. 2) a nastroji platforem PuMLST
a BV-BRC ke zpracovani WGS dat invazivnich GAS do
NRL pro streptokokové nakazy. Analyza WGS dat in-
vazivnich GAS rdznymi nastroji pfispéje k upresnéni
konfliktnich vysledk( tykajicich se profilG strepto-
kokovych superantigend publikovanych v literatufe.
Streptokokové superantigeny se povazuji za vyznamné
faktory virulence, i kdyZ jejich spojitost s konkrétnimi
klinickymi projevy se nepodafilo definitivné prokazat.
Geny streptokokovych superantigent mohou byt po-
vazovany za markery pfitomnosti a prenosu profagu.
Pfitomnost genli superantigeni v genomech invaziv-
nich GAS je podminka nutng, nikoliv vsak dostacujici,
k jejich expresi na povrchu mikroorganismu nebo jako
extracelularni produkt.
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