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SOUHRN

Streptococcus pneumoniae (pneumokok) je grampozitivni kok vyvolavajici jak neinvazivni, tak invazivni infekéni onemocnéni.
Onemocnéni vyvolana pneumokokem mohou byt preventabilni oc¢kovanim. Invazivni pneumokokova onemocnéni (IPO) musi
splfiovat mezinarodni definici pfipadu, jsou hladena na narodni i mezinarodni Grovni a v fadé zemi, véetné Ceské republiky, jsou
sledovana v programu surveillance. Dllezitou soucasti surveillance IPO je sledovani vyskytujicich se sérotypd, hodnoceni ¢etnosti
jednotlivych sérotypli v Case a v relaci k probihajicim vakcinacnim programdm.

Ve svéte i v Ceské republice je u pneumokokd stale ¢astéji provadéna metoda celogenomové sekvenace (whole genome sequen-
cing, WGS), ktera umoznuje urc¢ovani sérotypu pneumokok(l ze sekvenacnich dat, dale pfesnou analyzu jejich genetickych vztaha
a studium gend obsazenych v jejich genomu.

Celogenomova sekvenace umoznuje ziskavat spolehlivd a mezindrodné srovnatelnd sekvenacni data, kterd Ize snadno sdilet. Se-
kvenacni data jsou analyzovana pomoci bioinformatickych nastroja, které vyzaduji znalosti z oblasti ptirodnich véd s dirazem na
genetiku a znalosti z oblasti bioinformatiky.

V publikaci jsou pfedstaveny nékteré moznosti analyzy pneumokoka, kterymi jsou sérotypizace, multilokusova sekvenacni typizace
(MLST), ribozomalni MLST (rMLST), core genome MLST (cgMLST), whole genome MLST (wgMLST), single nucleotide polymorphism
(SNP) analyza, urceni Global Pneumococcal Sequence Cluster (GPSC), stanoveni genu virulence a gent antibiotické rezistence.

U metody WGS je prezentovdna strategie jeji aplikace v Evropé a realizace v praxi.

Analyza pneumokok( metodou WGS predstavuje zlepseni v provadéni surveillance IPO, kdy je sérotyp uréovan molekularné ge-
neticky, jsou provadény dal3i podrobnéjsi typizace, ziskana data Ize snadno mezinarodné porovnavat a Ize |épe hodnotit Ucinnost
vakcinacnich program.
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ABSTRACT
Vohrnova S., Kozakova 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-
guencing 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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Streptococcus pneumoniae (pneumokok) je grampo-
zitivni, opouzdreny, kataldza negativni kok. Identifika-
ce pneumokoki je provadéna pomoci alfa hemolyzy
na krevnim agaru, testu rozpustnosti v 10% roztoku
deoxycholatu sodného (test rozpustnosti ve Zluci — kap-
kové ¢i zkumavkové provedeni), testovanim citlivosti
k optochinu, latexovou aglutinaci s polysacharidovym
pouzdrem pneumokoka, molekularné genetickym tes-
tovanim genu cpsA, lytA, ply, sodA a sekvenovanim 165
rRNA [1]. Nejspolehlivéjsi metodou identifikace pneu-
mokoka je zkumavkovy test rozpustnosti ve Zluci, na-
sledovan testovanim citlivosti k optochinu [2, 3].

Pneumokok je obalen mukéznim pouzdrem, které
je tvofeno provazanymi fetézci polysacharid(. Na za-
kladé specifické charakteristiky pouzdra rozliSujeme
u pneumokoku sérotyp, ktery je definovan jako kmen
pneumokoka produkujici polysacharid pouzdra o uni-
katnim slozeni a imunochemickych vlastnostech [4].
Sérotyp je urcovan pomoci vazby protiladtek obsaze-
nych v typovém séru, které je specialné vytvoreno proti
imunochemické charakteristice konkrétniho sérotypu,
s pouzdrem vysetfovaného kmene pneumokoka [5].
Aktudlné rozeznavame pies 100 sérotypu [6, 7]. Imu-
nitni systém hostitele tvoii proti polysacharidovému
pouzdru specifické protilatky a po prodélaniinfek¢niho
onemocnéni vyvolaném pneumokokem urcitého sé-
rotypu nalezneme nasledné v krvi pacienta protilatky
proti tomuto vyvolavajicimu sérotypu. Vytvorené pro-
tilatky poskytuji ochranu pred opétovnym nakazenim
stejnym sérotypem.

Pneumokok je lidskym patogenem zpUsobujicim
sirokou skalu infek¢nich onemocnéni od méné zavaz-
nych infekci hornich cest dychacich a sinusitid, pres
akutni hnisavé zanéty stfedniho ucha, az po zévazna
invazivni pneumokokova onemocnéni (IPO), jako jsou
pneumonie, sepse a meningitida.

Pneumokok kromé svého patogenniho plsobeni
také bézné kolonizuje lidské sliznice hornich cest dy-
chacich, predevsim nazofaryngu a orofaryngu. No-
si¢stvi pneumokoka je ¢astéjsi v rozvojovych nez ve
vyspélych zemich, déle se cetnost nosicstvi lisi dle vé-
kovych skupin - je ¢astéjsi u déti nez u dospélé popu-
lace. U déti navstévujicich matefské skoly bylo zazna-
menano nosi¢stvi pneumokoka u 3-60 % déti [8, 9, 10].
V Ceské studii z roku 2010 bylo zjisténo nosi¢stvi pneu-
mokoka az u 60 % déti ve véku 4 az 5 let navstévujicich
mateiské skoly [11]. U dospélych byva nosi¢stvi pneu-
mokoka prokazovano az u 8 % dospélé populace [12,
13]. Nosic¢stvi pneumokoka byva bezpftiznakové, ale
mUze se rozvinout infek¢ni onemocnéni. Rozvoj pneu-
mokokového onemocnéni je podminén predchozim
nosic¢stvim pneumokoka [14, 15].

Ochranu proti infekénim onemocnénim vyvolanym
pneumokoky predstavuje ockovani. Aktudlné je do-
stupnych pét vakcin proti pneumokokim. Pneumoko-
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kova polysacharidova vakcina PPV-23, kterd obsahuje
polysacharidové antigeny 23 sérotypd pneumokoki
(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).
Déle jsou dostupné pneumokokové konjugované vak-
ciny (PCV), a to 10valentni (obsahuje sérotypy 1, 4, 5,
6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F, 23F), 13valentni (sérotypy 1, 3,
4,5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 23F), 15valentni
(sérotypy 1, 3,4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 22F,
23F, 33F) a 20valentni (sérotypy 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8,
9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, 33F).
V budoucnosti Ize ocekdvat uvedeni novych 21valent-
nich a 24valentnich konjugovanych vakcin, u kterych
v soucasnosti probihaji klinické testy [16, 17].

V soucasnosti je klicovym momentem pfi navrhové-
ni, zavadéni a hodnoceni vakcina¢ni strategie znalost
vyskytujicich se sérotypt pneumokoka v pribéhu ¢asu
v dané populaci - idedlné jiz pfed zavedenim vakcina-
ce, dale pri zavedeni vakcinace a v ¢asovém odstupu
po zavedeni vakcinace. Vakcinacni strategie je v pribé-
hu ¢asu upravovana s ohledem na aktudlné dostupné
vakciny a vyskyt sérotypl v populaci, ktera ma byt vak-
cinou ockovana.

Urcovani sérotypd pneumokoka je zalozeno na rliz-
nych pristupech. Metody lze rozdélit na fenotypové,
které vyuzivaji imunologické vlastnosti pouzdra pneu-
mokoka, a genotypové, které testuji genovy podklad
tvorby pouzdra [4, 18].

Historicky nejdéle a dosud nejcastéji je sérotyp pneu-
mokoka urc¢ovan pomoci tzv. Quellung neboli Neufel-
dovy reakce, ktera je znama a vyuzivana od roku 1902
[19]. Jednd se o sérologickou reakci mezi typovym
pouzdernym polysacharidovym antigenem pneumo-
koka a typové specifickou protilatkou v hyperimunnim
krali¢cim antiséru. V pfipadé pozitivni reakce dojde bé-
hem nékolika minut k nabobtnani pouzdra, které Ize
pozorovat mikroskopem s fazovym kontrastem. Tato
metoda je uvadéna jako zlaty standard sérotypizace
[18, 20]. Z imunologickych testd je dale vyuzivana na-
priklad metoda latexové aglutinace [18].

Kromé imunologickych testl k ur¢ovani sérotypu jsou
vyuzivany i molekularné genetické metody. Syntéza po-
lysacharidového pouzdra je kédovana v genovém cps
(capsule polysaccharide synthesis) operonu [5]. Geny
obsazené v cps operonu se lisi dle jednotlivych séro-
typU/séroskupin. Sérotypy, které jsou geneticky velmi
pfibuzné, radime do séroskupin (napft. 6A, 6B, 6C a 6D).
V rdmci jedné séroskupiny se sérotypy lisi poradim ob-
sazenych gen0 a diskrétnéjsimi rozdily na drovni jed-
notlivych nukleotidd. Sérotyp muzeme molekuldrné
geneticky vysetfit pomoci multiplexové polymerazové
retézové reakce (mPCR) ¢i PCR v redlném case (RT-PCR),
vyuzitim microarray metody a dale metodou celogeno-
mové sekvenace (whole genome sequencing, WGS).

V Ceské republice je sérotypizace pneumokokl prova-
déna v Narodni referen¢ni laboratofi pro streptokokové
nakazy (NRL/STR). Vysetieni v ptipadé dostupnosti kmene
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pneumokoka spociva v kombinaci mPCR a Quellung reak-
ce[21].V pfipadé typizace z klinického materidlu bez moz-
nosti vysetfit bakteridlni kulturu se neprovadi Quellung
reakce, ale pouze mPCR.

Protokol zahrnujici Quellung reakci vyzaduje dostup-
nost cisté bakteridlni kultury, zato ale umoznuje urcit
mnohem 3irsi spektrum sérotypl ve srovnani s mPCR
reakci. Reakci Quellung nelze oziejmit pouze neobale-
né a tedy ,netypovatelné” pneumokoky. PFi typovani
pomoci mPCR neni nutné mit k dispozici ¢istou kulturu,
ale je vyrazné limitovan pocet sérotyp, které |ze takto
urcit, protoze je omezeny pocet dostupnych primer(
k jednotlivym sérotyplm. Molekuldrné genetické me-
tody umoznuji typovat i neobalené pneumokoky, kte-
ré sice nevytvafi polysacharidové pouzdro, ale mohou
v genomu mit geny pro tvorbu pouzdra.

STRATEGIE WGS V EVROPE

V roce 2008 vydalo European Centre for Disease Pre-
vention and Control (ECDC) dokument Surveillance of
communicable diseasesin the European Union-Along-
-term strategy: 2008-2013, v némz je mimo jiné zdU-
raznéna dullezitost zajisténi kvalitnich laboratornich
metod, které jsou nezbytné k ziskani porovnatelnych
laboratornich dat [22]. Déle je v dokumentu uvedeno,
ze ma byt podporovana standardizace a zavadéni mo-
lekularné genetické subtypizace a jeji kombinace s epi-
demiologickymi a klinickymi daty. Nasledoval doku-
ment Surveillance of communicable diseases in Europe
- a concept to integrate molecular typing data into
EU-level surveillance z roku 2011 zdUrazrujici a pod-
porujici zavadéni molekuldrni typizace do surveillance
infekénich onemocnéni v Evropé [23].

V roce 2013 vysel dokument Roadmap for integration
of molecular typing into European-level surveillance
and epidemic preparedness, ktery uvadi celogenomo-
vou sekvenaci jako ndstroj k charakterizaci patogennich
mikroorganismi a k hodnoceni jejich genetické rizno-
rodosti a kratkodobé evoluce [24, 25]. V dokumentu
Expert opinion on whole genome sequencing for pu-
blic health surveillance z roku 2016 je celogenomova
sekvenace povazovana za referen¢ni metodu typizace
vzorkU pfi outbreacich nahrazujici klasické metody ty-
pizace [26]. Dalsi ECDC dokumenty z nasledujicich let
jiz uvadi celogenomovou sekvenaci jako standardni
ndstroj k vysetfovani epidemii a k typizaci a zabyvaji
se podporou zavadéni metody v ¢lenskych statech 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 rozebrany prioritni
patogeny, u nichz by méla byt provadéna analyza po-
moci celogenomové sekvenace [28]. Jednou z priorit
je studium bakterie Streptococcus pneumoniae meto-

dou celogenomové sekvenace. ECDC zde klade du-
raz na sentinelovou surveillance izoldt z invazivniho
pneumokokového onemocnéni (IPO), na molekularni
typizaci a hodnoceni dopadu zavadénych vakcin pro-
ti pneumokokidm na vyskyt vakcina¢nich a nevakci-
nacnich sérotyp(, déle na identifikaci a monitorovani
uspésnych klond, identifikaci zmén v syntéze pouzdra
a na zjistovani faktor(l virulence spojenych se zavaz-
nym pribéhem IPO.

REALIZACE WGS V PRAXI

Data ziskana celogenomovou sekvenaci prochazi ce-
lou fadou bioinformatickych analyz. Hodnoti se kvalita
ziskanych dat, data se pouzivaji k sestaveni genomu
agens, nasledné se urcuje rod a druh sekvenovaného
agens, analyzuje se pfibuznost, hodnoti se pfitomnost
jednotlivych genti a vyhleddvaji se genové mutace.

Prvotni format dat ziskany ze sekvendtoru se nazyva
raw data neboli soubor s pfiponou fastq, kdy q na konci
fika, ze fastq soubor nese nejen sekvence daného ge-
nomu, ale téz informaci o kvalité sekvenovani = quality.
Z raw dat se nasledné sklada genom do formatu fasta
souboru neboli ,assembled” genom (volné prelozeno
poskladany genom). Programy na analyzu sekvenac-
nich dat mohou pfi analyze vyzadovat vstupni data ve
formatu fastq, fasta ci lze vyuzit oba formaty.

V pripadé pneumokoka je prioritou urcit ze sekve-
nacnich dat sérotyp, provést multilokusovou sekvenac-
ni typizaci (MLST), ribozomalni MLST (rMLST), core ge-
nome MLST (cgMLST), whole genome MLST (wgMLST),
single nucleotide polymorphism (SNP) analyzu, urceni
Global Pneumococcal Sequence Clusteru (GPSC), dale
Ize zkoumat pfitomné geny virulence a geny antibiotic-
ké rezistence, pfitomnost plasmidu atd.

GENOM PNEUMOKOKA

Pneumokoky maji genom dlouhy pfiblizné 1,9-2,1
Mb, tedy zhruba 2 miliony par( nukleotid(. Obsah bazi
cytosinu a guaninu (CG-content) je zhruba 39% [29].

Pneumokoky jsou stejné jako ostatni streptokoky
obdareny vysokou mirou plasticity genomu. Napfiiklad
pfi zavadéni vakcin je na populaci pneumokokt vytva-
fen selek¢ni tlak, na ktery reaguji obménou sérotypl
(serotype replacement), obménou pouzdra (capsular
switch) ¢i horizontélnim genovym transportem [30].

Pfi setkani kmen0 pneumokoka s dal$imi streptoko-
ky ¢i jinymi bakteriemi miZze dojit ke konjugaci a na-
sledné k horizontalnimu genovému transportu, kdy je
prostfednictvim integrativnich konjugativnich elemen-
ta sdilena geneticka informace mezi bakteriemi. Pneu-
mokoky tak mohou ziskavat nové geny antibiotické re-
zistence, geny virulence, ¢i mGze dochézet k modifikaci
sérotypu [31, 32].

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie 2024, ro¢. 73, ¢. 1



Dal3i zdroj nové genetické informace pro pneumoko-
ka, jakoz i pro ostatni bakterie predstavuji bakteriofagy,
kdy se profag ¢i jeho ¢ast mize zaclenit do genomu
bakterie a pozménit jeji vlastnosti, jak bylo popsano
v pfipadé multidrug rezistentni linie Streptococcus
pneumoniae Spain 23F/ST81 [33, 34].

SEROTYPIZACE PNEUMOKOKA Z WGS DAT

Sérotypizace (presnéji fe¢eno genotypizace, ale
v rdmci zachovani jednoty nomenklatury v ¢lanku bude
naddéle pouzivan termin sérotypizace) je jednou z hlav-
nich analyz, kterym jsou sekvenacni data pneumokok
podrobovédna. Prvni prace vyuzivajici sérotypizaci ze
sekvenacnich dat vyuzivaly mapovani sekvenci gend
v ¢ps operonu s diive publikovanymi referencnimi sek-
vencemi[32, 35].V roce 2014 byl publikovan navod k sé-
rotypizaci pfimo ze sekvenacnich dat [36]. O dva roky
pozdéji byl publikovan prvni bioinformaticky automa-
ticky sérotypizac¢ni nastroj PneumoCaT (Pneumococcal
Capsule Typing), ktery je dostupny volné ke stazeni [37].
Proces urceni sérotypu ma dva kroky, kdy v prvnim kro-
ku je porovnana,,prectend” sekvence pneumokoka s 92
referencnimi sekvencemi sérotyp0, pokud je sekvence
stoprocentné shodna s referenci, proces sérotypizace je
ukoncen a sérotyp je Uspésné urcen. Pokud neni shoda
s referenci Uplna, ve 2. kroku jsou hodnoceny SNPs a je
rozliSovano mezi sérotypy v ramci jedné séroskupiny.
Takto je mozno urcit 89 z 94 tehdy znamych sérotypl
a ur¢it kmen na Uroveri séroskupiny pro séroskupiny 24
a 32. Zdokonaleni sérotypizace pfinesl nastroj SeroBa,
ktery umoznuje urcit vyssi pocet sérotyp(, a to v kratSim
Case a s vyuzitim mensi kapacity pocitace [38]. Nastroje
PneumoCaT i SeroBA piedpokladaji, Ze byla sekvenova-
na Cista kultura pneumokoka. Nové jsou dostupné i na-
stroje k typizaci vzorkd, kdy Ize oc¢ekavat vice sérotypu
pneumokoka v jednom vzorku, napfiklad pfi testovani
vzork(l z nosi¢stvi. Takovymi volné dostupnymi progra-
my jsou SeroCall a PneumoKITy (Pneumococcal K-mer
Integrated Typing), pficemz PneumoKITy je prvni pro-
gram umoziujici sérotypizaci jak z raw dat, tak z fasta
souboru [39, 40].

Vyse zminéné nastroje jsou primarné urceny pro sek-
venacni data ziskand prostrednictvim sekvenacni plat-
formy lllumina, kromé programu PneumoKITy, ktery
umi zpracovat i fasta soubory. Zakladni algoritmy viech
vy$e zminénych programi se do jité miry lisi, vSechny
ale vyuzivaji stejny postup porovnavajici sekvenci cps
lokusu vzorku a referen¢ni databazi cps lokust pro riiz-
né sérotypy.

Nevyhodou vyse uvedenych nastrojl je nutnost zis-
kat kvalitni sekvenacni data s vysokou coverage. Cover-
age udavy, kolikrat byl ktery usek genomu sekvenovan,
u bakteridlniho genomu je cilem coverage vy3si nez
20, v idedlnim pfipadé je dobré ziskavat coverage 30
a vice — ¢im vy3si coverage, tim spolehlivéjsi jsou ziska-
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nd data. Programem feSicim situaci sekvenacnich dat
s nedostatecnou coverage je PfaSTer [41], ktery vyuzivd
jako vstupni data fasta soubor. Predikce sérotypu pak
probiha na zakladé sekvenacnich dat a strojového uce-
ni. Program PfaSTer potfebuje mit k dispozici kvalitné
sekvenované genomy jednotlivych sérotyp, jeho limi-
taci je, Ze nabidka kvalitnich sekvenci u vzacnych séro-
typUl je stdle omezend, a proto Ize pomoci programu
spolehlivé urcit 65 nejcastéjsich sérotypu.

MLST

MLST je molekularné genetickd metoda umoznujici
relativné snadné hodnoceni piibuznosti izolata jedno-
ho druhu na lokalni i na mezinarodni Urovni [42]. Hod-
noceni piibuznosti je provadéno na zakladé srovnani
kratkych fragmentl sedmi alel tzv. ,housekeeping”
genl. U izolatl je identifikovana sada téchto sedmi
alel a dle alelického profilu je jim pridélen sekvencni
typ (ST). Zavedeni MLST u pneumokok( umoznilo spo-
lehlivéjsi srovnavani piibuznosti izolatl nez do té doby
pouzivané metody PFGE (Pulsed field gel electropho-
resis) ¢i MLEE (multilocus enzyme electrophoresis) [43].
U pneumokokl Ize pozorovat, Ze v rdmci jednotlivych
ST ¢&i v clusterech pfibuznych ST je ¢asto sdilen stejny
sérotyp, nejednd se viak o pravidlo bez vyjimek, coz
mUze byt dano nedostatec¢nou diskriminacni schop-
nosti MLST.

rMLST

Zaklad systematiky a fylogenetické analyzy bakterii
pomoci ribozomalnich genl byl polozen v 80. letech,
kdy zacala byt pouzivana nukleotidova sekvence malé
podjednotky (16S) ribozomalni RNA neboli 165 rRNA
[44]. Sekvence genu pro 16S rRNA je univerzalné pfi-
tomna v bakterialnim genomu, je dostate¢né konzervo-
vana v case a je snadno sekvenovatelnd. Taxonomické
a evolu¢ni studie 16S rRNA hraly kli¢covou roli pfi zave-
deni tfi domén Zivota - archea, bakterie, eukaryota [45].

Se zavedenim celogenomové sekvenace doslo k roz-
sifeni poctu vyuzivanych ribozomalnich gend. V ramci
ribozomalniho MLST (rMLST) je stanovovano 53 rps
genU [46]. Geny rps maji dostatecné konzervované sek-
vence, coZz umoznuje taxonomické rozliseni na Uroven
rodu a druhu, a zéroven jsou dostatecné variabilni, aby
bylo mozné typizacni rozliseni izolatd stejného druhu.
Ribozomalni geny jsou rozmistény v rlznych ¢astech
bakterialniho chromozomu a jedna se o protein-kddu-
jici geny.

Profil alelovych variant ribozomalnich gen( izolatu
poskytne ribozomalni sekven¢ni typ (rST) a umozni
pfiradit izolat k rodu a druhu. Analyza je provadéna
v programu Bacterial Isolate Genome Sequence Da-
tabase (BIGSdb) na platformé PubMLST (https://pub-
mist.org/) [47, 48].

Praktické vyuziti rMLST se ukazuje v pfipadé pochyb-
nosti o spravné identifikaci rozporuplné fenotypicky re-
agujicich pneumokok a viridujicich streptokok [49].
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cgMLST

Pfi ur¢ovéani core genome MLST (cgMLST) probiha
srovnani alel vdech tzv. core gent (obvykle stovky i ti-
sice gent), které jsou v ¢ase konzervované a spole¢né
vsem ci témér vsem izolatim jednoho druhu [50]. cg-
MLST poskytuje vyznamné rozsiteni plvodniho sedmi-
lokusového MLST. cgMLST lze vyuzit k taxonomickému
urcovani izolatd, k vysetfovani nozokomialnich nakaz,
infek¢nich ohnisek a cluster(l ¢i k analyze pribuznosti
a pUvodu izolatl. Takto byl napiiklad zkouman pavod
a Sifeni pneumokoka sérotypu 19A/ST416 v Ceské re-
publice a v zemich Evropy [51]. cgMLST pneumokoka
zahrnuje celkem 1 222 tzv. core gend. Ur¢ovani cgMLST
je mozné prostiednictvim platformy PubMLST (https://
pubmilst.org/) [48].

wgMLST

Celogenomovou sekvenaci a pfifazenim slozeného
genomu izoldtu k referenc¢ni sekvenci zjistime pfitom-
nost nejen core gen, ale ur¢ime i tzv. accessory geny.
Urceny pocet genll se tak znacné rozsifuje a pro po-
drobnéjsi analyzy pfibuznosti mezi izolaty Ize vyuzit
pfistup porovnavani gen-za-genem (gene-by-gene)
neboli MLST celého genomu (whole genome MLST,
WgMLST) [52].

Prikladem vyuziti této strategie hodnoceni pfibuz-
nosti je srovnani sekvenacnich dat skupiny invaziv-
nich pneumokokl o vybranych sérotypech na zékladé
vsech v té dobé dostupnych gend v PubMLST databa-
zi [53].

SNP

Jiny pohled na pfibuznost izolatl jednoho druhu
nabizi metoda single nucleotide polymorphism (SNP)
analyzy [54]. SNP je jednonukleotidova mutace a ana-
lyza téchto mutaci benefituje mimo jiné z toho, ze jsou
hodnoceny nejen protein-kdédujici ¢asti genomu, ale
i proteiny-nekddujici oblasti. Provadi se mapovanim
sekvenacnich dat izolatu proti referen¢nimu genomu.
SNP analyza mUize slouzit k identifikaci bakterii, k hod-
noceni genetické diverzity, fylogenetickym analyzém,
k ucelim surveillance a vysetfovani ohnisek infekce,
k podrobnym analyzam na urovni genovych operonl
a jednotlivych gent [55, 56].

GPSC

V roce 2009 vznikly prvni navrhy na projekt, jenz by
umoznioval genomickou surveillance pneumokokd na
mezinarodni Urovni. Postupné vznikl Global Pneumo-
coccal Sequencing project (GPS). Prvotnim cilem pro-
jektu mélo byt porozuméni mechanismim antibiotické
rezistence, postupné bylo tézisté zkoumani pfesunuto
ke strategiim Gniku pneumokok pred vakcinaci. Vznik-
la databdze >20 000 genoml pneumokokl z celého
svéta. V ramci projektu byla zavedena nova typizac-
ni metoda zaloZzena na definovani pneumokokovych
kmen( pomoci variaci v genomu. Pomoci typizacni

pipeline je ur¢ovan Global Pneumococcal Sequence
Cluster (GPSC).

Typizace probihd pomoci programu PopPUNK (Po-
pulation Partitioning Using Nucleotide K-mers), coz je
software umoznujici popula¢ni analyzy izolatd a jejich
rozdéleni do clusterd [57]. Hodnoceni pfibuznosti i
odlisnosti izolatl je provadéno ve sdilenych Usecich
genomu a v obsazenych genech, a to s pouzitim porov-
navani k-mer( o rizné délce. V kazdé jedné linii GPSC
jsou obsazeny jak vakcinacni, tak nevakcinacni séroty-
py-

Analyzou GPSC databaze bylo zjisténo, ze existuji li-
nie pneumokokd, které jsou vice rezistentni k antibio-
tikdim, jiné linie maji vyssi potencial vyvolavat invazivni
onemocnéni, a to bez ohledu na sérotyp [58]. Zavedeni
GPSC umoznilo clusterovani pneumokokt a napomoh-
lo k jejich srovnavani na mezinarodni Grovni.

Geny virulence

V genomu pneumokoka jsou pfitomny geny viru-
lence a ostrovy patogenicity (pathogenicity islands),
které zodpovidaji za interakci s hostitelem a za rznou
miru invazivity jednotlivych izolatl [59]. Mezi nejvy-
znamnégjsi faktory virulence patii pouzdro na povrchu
bakterie. Dale jsou to pily umoznujicich Uchyt bakterie
na sliznici hostitele a potencujici imunitni odpovéd
hostitele [60].

Vyhledavéani gend virulence pneumokok(l je mozné
pomoci databdzi referen¢nich gent virulence - napfi-
klad ve Virulence Factor Database (VFDB, http://www.
mgc.ac.cn/VFs/) ¢i v online bioinformatické platformé
Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center (BV-
-BRC, https://www.bv-brc.org/), ktera sdruzuje databa-
ze VFDB, Victor a spravuje svou vlastni databazi gent
virulence [61, 62, 63].

Geny antibiotické rezistence

Monitorovani antibiotické rezistence predstavuje
dllezitou soucast surveillance IPO. Od 70. let se zacaly
objevovat studie dokumentujici Sifeni pneumokokd,
které vykazovaly snizenou citlivost a rezistenci k penici-
linu, tetracyklinu, erythromycinu, klindamycinu, rifam-
picinu a chloramfenikolu [64].

K analyze sekvenacnich dat a k vyhledavani gent an-
tibiotické rezistence Ize vyuzit online databazi Compre-
hensive Antibiotic Resistance Database (CARD, https://
card.mcmaster.ca’home), dale platformu BV-BRC, ktera
umi vyhleddvat geny antibiotické rezistence obsazené
v databdzi CARD a v databazi PATRIC [65, 62, 66]. Plat-
forma BV-BRC kromé stanoveni pfitomnosti gent an-
tibiotické rezistence predpovida i fenotypicky projev
testovaného pneumokoka. Dalsim online nastrojem je
PathogenWatch (https://pathogen.watch/), ktery kro-
mé jinych funkci stanovuje pfitomnost gent antibiotic-
ké rezistence pneumokokl a pfedpovida jejich vliv na
fenotypicky projev daného pneumokoka - tedy jeho
fenotypickou antibiotickou rezistenci [67].
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Celogenomovié sekvenace (WGS) rozsifuje hranice
poznani mikroorganismu. Ziskana data Ize snadno me-
zindrodné sdilet a pomoci bioinformatickych nastroja
analyzovat.

V ¢lanku popsané metody predstavuji pouze zaklad-
ni kroky analyzy sekvenacnich dat pneumokokl. Moz-
nosti analyzy jsou vzhledem k objemu celogenomo-
vych dat a roziteni WGS ve svété rozsahlé a vzdy zalezi
na zkoumané problematice, jaké dalsi metody a postu-
py je tieba zvolit.

Analyza pneumokokd metodou WGS predstavuje
zlepseni v provadéni surveillance IPO, kdy je sérotyp
ur¢ovan molekuldrné geneticky, jsou provadény dalsi
podrobné;jsi typizace, ziskana data Ize snadno mezina-
rodné porovnavat a lze Iépe hodnotit Ucinnost vakci-
nacnich programd.

V nékterych statech probiha surveillance IPO z velké
¢asti pomoci celogenomové sekvenace a lze oc¢ekavat
rutinni celogenomové sekvenovani v redlném case ve
stale SirSim spektru mikrobiologickych laboratofi.
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