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Oddéleni bakterialnich vzdusnych nakaz (OBVN) zahrnuje:

NRL pro streptokokové nakazy (Dr. J. Kozdkova, jana.kozakova@szu.cz)

NRL pro meningokokové nakazy (Mgr. Z. Okonji, zuzana.okonji@szu.cz)

NRL pro hemofilové nakazy (Mgr. L. Novakova, ludmila.novakova@szu.cz)

NRL pro difterii a pertusi (Mgr. J. Zavadilova, jana.zavadilova@szu.cz)

V projektu HERA2 = WP4 = VACPREV



CILE HERA2 projektu pro OBVN
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o
- Cilem bylo zavést sekvenovani celého genomu (WGS) pro rutinni provadéni v Narodnich referencnich
laboratofich (NRL) SZU, které zajistuji surveillance onemocnénimi zplisobenych meningokoky, pneumokoky,

hemofily a B. pertussis.
Cil je v souladu s dokumentem WHO , Defeating meningitis by 2030: a global road map”.

- Pro€ zrovna WGS? Jde o nejmoderngjsi, nejpresnéjsi a celosveétové nejvice vyuzivany pristup molekularni
diagnostiky v mikrobiologickych laboratofich. Metoda celogenomového sekvenovani umoznuje stanovit
kompletni DNA sekvenci genomu cilového organismu, coz napomaha rychlé identifikaci ohniska vyskytu nakaz
a umoznuje lepsi porozuméni zpUlsobu Sifeni infekénich chorob.

- Je tfeba ziskavat kvalitni, mezinarodné porovnatelna data v redlném case.

Anonymizovana data WGS jsou hlasena do mezinarodnich databazi (jako jsou PubMLST, TESSy, EMERT II, IRIS,
SpldNet, Pserenade, Pathogenwatch, Pasteur BIGSdb), ve kterych jsou vyuzivana pro vysetfovani ohnisek,
ucely mezinarodni surveillance, a k monitorovani pfeshranicnich hrozeb.



Implementace WGS protokolu pro N. meningitidis, o
S. pneumoniae, H. influenzae and B. pertussis v jednotlivych NRL 5%V

1. IZOLACE GENOMOVE DNA

2. KONTROLA KVALITY a KONCENTRACE DNA

3. FRAGMENTACE A NORMALIZACE DNA

4, PRIPRAVA A KONTROLA KNIHOVNY

5. SEKVENACE

6. ZISKANI, UKLADANI A ANALYZA DAT
IZOLACE GENOMOVE DNA PRIPRAVA A KONTROLA KNIHOVNY
- izolace genomové DNA je provadéna manudlné pomoci kitu QIA amp DNA (QIAGEN) nebo - amplifikaéni pfiprava knihovny kitem IDT XGen TM DNA Library Prep MC s ndslednym méfrenim na QUBITu a
automaticky izolatorem MCA 1602 MAGCORE SUPER (KRD) dle protokolu MagCore Genomic DNA kontrolou na TAPESTATION
Bacterial Kit (RBC Bioscience) vidy véetné pouZiti enzymu RNasa
- definitivni elu¢ni objem rozdélit na dva aliquoty, jeden pro vlastni sekvenaci, druhy pro ovéreni SEKVENACE
kvality genomové DNA - pfipravi se samplesheet (,,sekvenacni ndvod” pro sekvenované vzorky)

- pfiprava ekvimolarni smési knihoven vzorkd (,,poolu®)
KONTROLA KVALITY A KONCENTRACE DNA - denaturace a fedéni poolu knihoven
- koncentrace genomové DNA je stanovena fluorometrem QUBIT s QubitTM dsDNA High - pfiprava sekvenatoru a sekvenacni cartridge
Sensitivity 1xdsDN Assay Kit - provedeni vlastni sekvenace pomoci lllumina MiSeq
- Cistota genomové DNA je dana hodnotou pomér(i absorbanci UV zareni pfi vinovych délkach 260 o o i
nm, 280 nm a 230 nm na spektrofotometru NANODROP a to 260/280 a 260/230 ZISKANI, UKLADANI A ANALYZA DAT
- download raw dat z Illumina MiSeq a jejich uloZzeni na WGS ulozisti

FRAGMENTACE A NORMALIZACE DNA - primarni Uprava dat pomoci zdkladniho bioinformatického softwaru (bowtie2)
- fragmentace genomové DNA je provadéna pomoci ultrasonikatoru COVARIS, fragmenty jsou - sestaveni genomU principem assembly de novo (Velvet de novo Assembler)

- uloZeni sestavenych genom( v mezinarodni databazi PubMLST
- typizace izolatl s vyuZitim platformy BIGSdb (napf. MLST, rMSLT, cgMLST)
- sekundarni analyzy WGS dat (napf. PubMLST Genome Comparator)

Stépeny dle pouZivané sekvenacni chemie (fragmenty se stfedni hodnotou 300-350bp)
- koncentrace vzork( jsou méreny na QUBITu

- fragmentace je kontrolovana na platformé pro automatizovanou elektroforézu Agilent
TAPESTATION

- fedéni vzorkU na vyslednou koncentraci shodnou pro viechny vzorky



Automatizace protokolu pripravy knihoven pro WGS v ramci OBVN
Kit XGen™ DNA Library Prep MC od firmy IDT

Pipetator Biomek i5 (Beckmann Coulter)

Zatim optimalizovano pro agens Streptococcus pneumoniae

- srovnatelné koncentrace knihoven s manualnim postupem

- srovnatelné zastoupeni kompletnich fragmentl s manualnim postupem

- data vyhovuji zavedenym parametrdm kvality

- assembly de novo — ndarust poctu kontigli (40), odpovida posunu
primérné velikosti fragmentl knihovny smérem k mensim fragmentim

Ocekavané vyhody:

- Uspora €asu (zpracovani 96 vzorkd v jednom béhu)
- snizené riziko kontaminace

- priprava knihoven rliznych agens v jednom béhu

- optimalizace spotreby reagencii
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NRL pro streptokokové nakazy — osekvenovano 165 izolatli S. pneumoniae

NRL pro meningokokové nakazy — osekvenovano 104 vzorku
(86x N. meningitidis, 3x N. bergeri, 1x N. canis, 1x N. mucosa, 6x N. cinerea, 5x N. polysacharea, 1x N. subflava,

1x N. flavescens)

NRL pro hemofilové nakazy — osekvenovano 67 vzorku
(56x H. influenzae, 2x H. parainfluenzae, 5x H. haemolyticus, 4x Aggregatibacter segnis)

NRL pro difterii a pertusi — osekvenovano 51 izolatt B. pertussis



Streptococcus pneumoniae

Celogenomova data vybranych izolat(i Streptoccocus pneumoniae byla analyzovdna pomoci GPS Pipeline, kdy byl u izolatd urcen GPSC (Global

Pneumococcal Sequencing Cluster), sérotyp, sekvenaéni typ (ST) a dale byla zjiStovana pfitomnost gena pro Pilus-1 a Pilus-2, coz jsou faktory
virulence S. pneumoniae umoznujici adhezi ke slizniénimu epitelu a potencujici patogenezi onemocnéni. GPSC je typizace pouZivana pro
bakterie S. pneumoniae umoznujici na rozdil od sérotypu rozeznat skupiny izolatd, které v genomu nesou geny pro antibiotickou rezistenci, geny

k tvorbé faktor( virulence ¢i skupiny izolatl majici sklon k tzv. serotype replacementu.

-7md

2
Byla provedena analyza celkem 35 izolat(i S. pneumoniae patfici ke tfem GPSC - 31 izolat( patfilo ke GPSC6, % (2 g
2 izolaty ke GPSC16 a 2 izolaty ke GPSC43. Tyto tfi GPSC obsahovaly 5 sérotypld — 2x 9N, 10x 9V, 1x 11A, 21x 4 % 2 % :.; il
15B z toho 6x 15B/C, 1x 22F. Na ptilozeném grafu jsou zobrazeny GPSC a k nim pfrifazené sérotypy, a dale - Yy, :%‘3‘3" :; g i
vysledek ST a vysledek testovani pfitomnosti gend pro Pilus-1 a Pilus-2. Analyzovano bylo 21 izolat( e Prgy. e J,f‘ A - o
sérotypu 15B. Sérotyp je v NRL STR urcovan pomoci kombinace PCR a Quellung reakce. Sérotyp 15B neni o |
pomoci metody Quellung rozliitelny od sérotypu 15C, spolehlivou metodou rozliSujici tyto sérotypy je T
celogenomovd sekvenace. Analyzou celogenomovych dat bylo zji$téno, Ze 6 izolat(l uréenych Quellung ™" ™ e
reakci jako 15B je co do genové vybavy sérotypu 15C. VSechny izolaty 15B (15B/C) patti ke GPSC6 a ST-162, o %‘”i,,«? 5 g
vSechny maji negativni gen pro Pilus-2, ale gen pro Pilus-1 je u ¢3sti izolatl pozitivni a u ¢asti negativni. & \ & gfg %

> e

Skupina izolatl sérotypu 9V se fadi ke dvéma riznym GPSC (GPSC6 a GPSC43) a Sesti riznym ST. U izolat

<

sérotypu 9V GPSC43 nebyly zjistény geny pro Pilus-1 a Pilus-2. Skupina izolat( sérotypu 9V GPSC6 ma

-2Nid  +TINld Z9T-1S

pozitivni gen pro Pilus-1.



Fylogeneticka analyza ceskych izolatu S. pneumoniae sérotypu 8
(n=22) zlet 2014 az 2020 metodou sekvenace celého genomu oo
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Fylogeneticka analyza ceskych a zahranicnich izolatu

S. pneumoniae sérotypu 8 z let 2014 az 2020
na zakladé dat z celogenomové sekvenace
(zdroj genomt zahranicnich izolatli — PubMLST DB)
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Kozakova J, Vohrnova S, Honskus M, K¥izova P. Streptococcus pneumoniae sérotypu 8 a 22F pUsobici invazivni pneumokokové onemocnéni v Ceské republice v letech 2014—2020:
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analyza metodou sekvenace celého genomu (WGS). Epidemiol Mikrobiol Imunol. 2024;73(2):84-97.



Neisseria meningitidis
V disledku zavedeni epidemiologickych opatfeni proti pandemii onemocnéni covid-19, doslo
v letech 2020-2022 k poklesu poctu infekénich onemocnéni prendSenych vzdusnou cestou,
véetné invazivniho meningokokového onemocnéni (IMO). Do fylogenetické analyzy s
vyuzitim WGS dat byly zatazeny vSechny izolaty Neisseria meningitidis (celkem 126) z IMO
z Ceské republiky, které byly zaslany do NRL mezi lety 2018-2024.
Analyza prokazala, Ze v prubéhu covidového obdobi (2020-2022) doSlo ke zméné
populace meningokokii.
U izolath MenACWY lze sledovat postupny a vyrazny pokles celkové heterogenity — z 10
riznych klondlnich komplexi zachycenych mezi lety 2018-2019 na pouhé 3 v post-
covidovych letech 2023-2024 (ccll1, cc23 a cc103). Zaroven byla zjiSténa vyznamna redukce
izolati C; ccll, které v Ceské republice v pre-covidovych letech vyrazné a dlouhodobé
dominovaly. U izolatd MenB 1ze naopak pozorovat nartst celkové heterogenity béhem obdobi
obdobi. Toto snizeni heterogenity vyrazné¢ zménilo strukturu populace izolath MenB
pasobicich IMO v Ceské republice. Izolaty N. meningitidis z post-covidovych let (2023-2024)

jsou na obrazku zvyraznény a barevné odliSeny podle séroskupiny.
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Okonji Z., Honskus M., Musilek M., KFizova P., Charakterizace Neisseria meningitidis z invazivniho meningokokového onemocnéni v Ceské republice v letech 2018-2024

metodou sekvenace celého genomu (WGS) — analyza vlivu pandemie covid-19. Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie. 2025, 73(1), 20 — 30. ptipraveno do tisku.



Evropska fylogeneticka analyza izolatu N. meningitidis

(n=811 izolatl) z let 2023 - 2024 metodou sekvenace celého genomu SzUu

Obsaiené zemé v grafickém zobrazeni: Belgie, CR, Recko, Italie, Portugalsko, Slovinsko,
Slovensko, Spanélsko, Némecko a Francie
Zvyraznéné izolaty N. meningitidis z CR

P,
31/23; séroskupina B; ST-1159

36/23; séroskupina C; 5T-5133
20/23; séroskupina C; ST-5133
= 3/23; séroskupina B; ST-9300

Okoniji Z. — Mezikrajsky semina¥ 2024 prednaska: Invazivni meningokokova onemocnéni v CR 10



MenDeVAR

,meningococcal deduced vaccine antigen reactivity index”

- pfitomnost alelickych variant vakcinaénich antigen(

- citlivost alelickych variant na protilatky v baktericidnim testu

MenB vakciny

» MenB-4C » MenB-FHbp

The MenDeVAR Index:

isolate contains 21 exact sequence match to antigenic variants found in the vaccine.

(Trumenba) - 0

@ isolate contains 21 antigenic variant deemed cross-reactive to vaccine variants through experimental studies.

(Bexsero)

. o all the isolate’s antigenic variants have been deemed not cross-reactive to vaccine variants through experimental studies.

- mu Itl kom ponent - bivalentni . isolate contains antigens for which there is insufficient data from or are yet to be tested in experimental studies.
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Haemophilus influenzae

V rdmci projektu HERA2CZ bylo celogenomové osekvenovano 56 izolatl Haemophilus influenzae.
Pro ucely fylogenetické analyzy bylo vybrano 47 izolatd: 35x H. influenzae netypovatelny (NT), 8x
H. influenzae sérotypu B, 3x H. influenzae sérotypu F, 1x H. influenzae sérotypu A. K ceskym
izolatim bylo v ramci fylogenetické analyzy pfipojeno 340 invazivnich izolatl H. influenzae z
dalSich evropskych zemi (Portugalsko, n = 218; Francie, n = 105; Norsko, n = 9; Velkd Britanie, n =
5; Svédsko, n = 1; Dansko, n = 1; Irsko, n = 1), které byly dostupné v databazi PubMLST. Viechny
izolaty pochazeji z let 2020-2025.
Fylogenetickd analyza na urovni cgMLST (1037 lokusll) prokazala, Ze opouzdiené izolaty
H. influenzae tvofi samostatné, vysoce homogenni linie, které nejsou pribuzné k liniim
neopouzdienych izolatl ani k sobé navzajem.
S jedinou vyjimkou patfi vSechny evropské izolaty H. influenzae A ke klonalnimu komplexu cc23,
izolaty H. influenzae F patfi vyhradné k cc124 a pro izolaty H. influenzae B je typicky cc6. Oproti
tomu neopouzdiené izolaty patfi k mnoha rlznym klondlnim komplexim a na fylogenetické siti
vytvareji velké mnoiZstvi vysoce heterogennich genetickych linii s rlznou mirou vzdjemné

pribuznosti.

Pomoci WGS byl recentné potvrzen prvni zachyt H. influenzae A v CR (mui, moiny export z
Mexika).
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Bordetella pertussis

V projektu HERA2CZ bylo celogenomové osekvenovano 51 kmenU Bordetella pertussis.
Analyza byla zatim provedena u 33 izolatl Bordetella pertussis, které byly izolovany v Ceské

republice v epidemickém roce 2024.

VSechny izolaty byly prifazeny k sekvencnimu typu ST-2, ktery patfi do klonalniho komplexu
cc2.

Pfitomnost genu pro pertaktin byla potvrzena u 29 izolatd, u Ctyr izolatl nebyl gen pro
pertaktin nalezen.

Celkem 27 izolatl neslo identicky alelovy profil ptxP3, ptxAl, ptxB1, ptxC4, ptxD1, ptxE4,
fhaB1, fim2-1, fim3-1 a bylo pfifazeno k antigennimu sekvenénimu typu BPagST-4. Sest
izolath mélo odlisny BPagST profil v dlsledku zmény alelové varianty genu fim3. Pét izolat(

neslo alelovou variantu fim3-2 (BpagST-9) a jeden izolat variantu fim3-26 (BPagST-93).

Béhem WGS testovani byly nalezeny i rezistentni kmeny (3x ery, 2x coty) v NRL.
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Fylogeneticka analyza a geneticka diverzita ceskych izolatli B. pertussis

z let 2019 az 2024

Pro porovnani genetické diverzity epidemickych izoldtll z roku 2024 byly vyuzity dfive

osekvenované Ceské izolaty B. pertussis z let 2019, 2020 a 2023, které patfily rovnéz k ST-2.

Fylogenetickd analyza (3592 lokusll) prokazala, Ze izolaty formuji dvé geneticky odlisné
subpopulace. Jednu subpopulaci tvofi vSsechny izolaty z roku 2024 (n = 33) a jeden izolat z
roku 2023. Druha subpopulace je tvorena izolaty z let 2019 (n = 7) a 2020 (n = 13). Pomoci
WGS dat bylo moiné rozlisit homogenni populaci ceskych izolatl B. pertussis ST-2 a
prokdzat, Ze izolaty z roku 2024, které zpUsobily na nasem Uzemi epidemii, jsou geneticky

odlisné od izolatli B. pertussis z let 2019-2020.
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Deliverable WP4: D4.1 Implementation of WGS protocol for
N. meningitidis, S. pneumoniae, H. influenzae and B. pertussis in NRLs

o

Metoda WGS byla realizovana na platformé lllumina MiSeq. K zakladnimu zpracovani WGS dat principem de novo
assembly byl pouzit software Velvet de novo Assembler. Vysledné genomy bakteridlnich izolatl byly nahrany do
mezindrodnich databazi, které vyuzivaji platformy BIGSdb (PubMLST, BIGSdb-Pasteur) a ve kterych jsou verejné dostupna.
Diky systému automatického skenovani jsou u kazdého genomu oznaceny znamé alelové varianty druhoveé specifickych
genl, véetné genl multilokusové sekvenacni typizace (MLST). Kombinace alelovych variant MLST genl ndsledné stanovi
sekvenacni typ izolatu a pfrislusnost ke klonalnimu komplexu (cc). VySe uvedené databaze zprostredkovavaji také zakladni
analyzu a vzajemné porovnani genomul pomoci softwaru Genome Comparator. Tato analyza mlze probihat na Sirokém
spektru rozliSeni (MLST, rMLST, cgMLST) a umozniuje i srovnavani s izolaty z celého svéta, které jsou v databazi PubMLST
dostupné. Genome Comparator produkuje distancni matice, které jsou zalozené na poctu a alelické variabilité vsech
analyzovanych lokusU u kazdého z analyzovanych izolatd. Na zakladné téchto matic jsou poté generovany fylogenetické sité

softwarem SplitsTree4.
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Deliverable WP4: D4.2 Implementation of WGS based surveillance
of invasive diseases caused by meningococci, pneumococci,
haemophilus and B. pertussis

o

e Charakterizace agens (uréovani ST, klonalnich komplexl, cgMLST)

* Charakterizace vakcinacnich antigen(

* Geny rezistence

e Uziti v molekularni surveillance in real-time

* Fylogenetické analyzy (porovnani ¢eskych izoldtu ¢i mezinarodnich) véetné analyz v ¢ase
* Informace pri reseni epidemii

* Monitoring preshranicnich vyzev

16



Souhrn p—

Vevys

Proces sekvenovani celého genomu generuje velké mnozstvi dat, coz predstavuje znacné naroky na moderni
technologickou vybavu a dostate¢né vypocetni a analytické kapacity. Sprava, sdileni a archivace WGS dat vyzaduje datové

kapacity, pravidelnou udrzbu systému a zabezpeceni.

Projekt HERA2CZ se zaméruje i na zvySeni celogenomové sekvenacni kapacity v ramci jednotlivych NRL Statniho
zdravotniho Ustavu v Praze a rozSireni spektra WGS charakterizace na rtzné lidské patogeny, ¢imzZ nejen zvysuje schopnosti
monitorovani infekénich chorob, ale také posiluje koordinacni a reakéni mechanismy systém( ochrany verejného zdravi
napri¢ Evropou. Zvysenim kapacity pro WGS sekvenaci a zpresnénim metodiky prispiva projekt HERA2CZ ke zlepSeni

systému ochrany verejného zdravi a umoznuje detekci hrozby preshranicniho Sifeni infekénich onemocnéni.
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Budoucnost?

¢a
SZU
- Neustaly pfristrojovy rozvoj technologii celogenomového sekvenovani, stejné tak jako vyvoj chemie a vyhodnocovacich a

hlasicich aplikaci

Pr. nové nastroje pro vizualizaci dat WGS se ocekavaji v ramci platformy ECDC EpiPulse, ktera byla zavedena v poloviné
roku 2024.

- Zavedeni systému WGS do surveillance onemocnéni zplsobenych meningokoky, pneumokoky, hemofily a B. pertussis a
sdileni téchto uUdajl na narodni i mezinarodni Urovni prispéje k rychlejSimu sdileni udajli a vétSimu propojeni mezi
evropskymi staty.

- Oproti obrovskému mezinarodnimu sdileni WGS dat v sou¢asné dobé nejsou udaje WGS sdileny na narodni trovni. SZU
jako centralni misto pro celogenomové sekvenovani vybranych patogent v CR vytvofi neomezeny ,WGS repozitar*, ktery
umozni export dat do mezinarodnich databazi a integraci s mezinarodnim systémem varovani pred hrozbami. Probihaji
jedndni o propojeni , WGS repozitafe” SZU s Informaénim systémem infekénich nemoci v CR (ISIN).

- Udrzitelnost (nutnost snizeni nakladi na WGS 1 vzorku na co nejnizsi Uroven, automatizace, centralizace, podpora
provadéni WGS na narodni Urovni)

- Nutnost vyresit otazku zalohovani ziskanych dat versus opakované sekvenovani

- Financovani?!
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Dékuji za pozornost

Mgr. Zuzana Okoniji

zuzana.okonji@szu.cz



SZU

Prezentovany vyzkum byl realizovan tymem pracovnikd Statniho Zdravotniho Ustavu diky projektu:

Genomicka surveillance vybranych infekcnich
nemoci v Ceské republice

Projekt ,Genomicka surveillance vybranych infekénich nemoci v Ceské republice” (HERA2CZ)
je spolufinancovan Evropskou unii. Prezentované nazory a postoje vSak predstavuji pouze

nazory autord a nemusi nutné odrdzet ndzory a postoje Evropské unie nebo Evropské
Co-funded by the vykonné agentury pro zdravi a digitalni oblast (HaDEA). Ani Evropska unie, ani Evropska

European Union yvionna agentura pro zdravi a digitalni oblast (HaDEA) za né nemohou nést odpovédnost.
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