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UvoD MATERAL A METODY
Projekt HERA2CZ je pokracovatelem predeslého projektu HERA. ZkuSenosti z nedavné pandemie zpisobené onemocnénim covid-19 potvrdily dulezitost Metoda WGS byla realizovana na platformé Illumina MiSeq. K zakladnimu
genomické surveillance infekénich chorob pro ochranu veifejného zdravi. V soucasné dobé nejpfesnéjSim a celosvétové nejvice vyuzivanym piistupem je metoda zpracovani WGS dat principem de novo assembly byl pouzit software Velvet de novo
celogenomového sekvenovani (WGS), ktera stanovuje kompletni DNA sekvenci genomu cilového organismu, coz napomaha rychlé identifikaci ohniska vyskytu nakaz a Assembler. Vysledné genomy bakterialnich izolati byly nahrany do mezinarodnich databazi,
umozinuje lepsi porozuméni zpusobu Sifeni infekénich chorob. To poskytuje organtim ochrany vefejného zdravi moznost rychlejsi reakce na vyskyt nakazy a pripadny které¢ vyuzivaji platformy BIGSdb (PubMLST, BIGSdb-Pasteur) a ve kterych jsou vefrejné
monitoring dalsiho Sifeni. Cilem WP4 (VACPREYV) projektu HERA2CZ je zavedeni metody WGS do rutinni praxe v Narodnich referen¢nich laboratofich (NRL), které jsou dostupna. Diky systému automatického skenovani jsou u kazdého genomu oznaCeny znamé
zodpovédné za surveillance onemocnéni zptisobenych meningokoky, pneumokoky, hemofily a B. pertussis. WGS data rovnéz umoziuji ucast na novych mezinarodnich alelové varianty druhové specifickych genti, véetné genti multilokusové sekvenacni typizace
projektech naprt.. genomicka surveillance invazivnich meningokokovych onemocnéni v EU/EHP, IRIS (Invasive Respiratory Infection Surveillance) a EMERT Il (European (MLST). Kombinace alelovych variant MLST gentl nasledné stanovi sekvenacni typ izolatu a
Meningococcal Epidemiology in Real Time), které navazuji na strategicky dokument ECDC o evropské implementaci genomické surveillance infekénich onemocnéni. prislusnost ke klonalnimu komplexu (cc). Vyse uvedené databaze zprostiedkovavaji také
Zavedeni WGS a sdileni ziskanych dat na narodni | mezinarodni irovni ptispéje K rychlejsimu sdileni tidajii a vétSimu propojeni mezi evropskymi staty. Projekt HERA2CZ se zakladni analyzu a vzajemné porovnani genomui pomoci softwaru Genome Comparator. Tato
dale zabyva zptfesnénim metod zalozenych na WGS datech a zac¢lenéni téchto metod do rutinniho genomického dohledu nad vybranymi infek¢nimi nemocemi. Tento poster analyza mutize probihat na Sirokém spektru rozliseni (MLST, rMLST, cgMLST) a umoziuje i
prezentuje dil¢i vysledky WP4 projektu HERA2CZ. srovnavani S izolaty z celého svéta, které jsou v databazi PUDMLST dostupné. Genome
, Comparator produkuje distancni matice, které jsou zalozené na poctu a alelické variabilité
VYSLEDKY vSech analyzovanych lokusti U kazdého z analyzovanych izolati. Na zakladné téchto matic
Neisseria menin g itidis Jsou poté generovany fylogenetické sit¢ softwarem SplitsTree4.
V disledku zavedeni epidemiologickych opatieni proti pandemii onemocnéni covid-19, doslo v letech 2020-2022 k poklesu poc¢tu infekénich onemocnéni cc32
pfenasenych vzduSnou cestou, véetné invazivniho meningokokového onemocnéni (IMO). Do fylogenetické analyzy s vyuzitim WGS dat byly zatazeny vSechny izolaty \ | MenC |
Neisseria meningitidis (celkem 126) z IMO z Ceské republiky, které byly zaslany do NRL mezi lety 2018-2024. Analyza prokazala, Zze v prib&hu covidového obdobi (2020-
2022) doslo ke zméné populace meningokokti. U izolati MenACWY lze sledovat postupny a vyrazny pokles celkové heterogenity — z 10 riznych klonalnich komplext verv
zachycenych mezi lety 2018-2019 na pouhé 3 v post-covidovych letech 2023-2024 (ccll, 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 Ize naopak pozorovat nartist celkové heterogenity béhem obdobi pandemie cc41/44
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pusobicich 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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V ramci projektu HERA2CZ bylo celogenomové osekvenovano 56 izolatth Haemophilus influenzae. Pro ucely fylogenetické analyzy bylo vybrano 47 izolati: 35x H.
Influenzae netypovatelny (NT), 8x H. influenzae sérotypu B, 3x H. influenzae sérotypu F, 1x H. influenzae sérotypu A. K ¢eskym izolatim bylo v ramci fylogenetické

analyzy pripojeno 340 invazivnich izolati H. influenzae z dalsich evropskych zemi (Portugalsko, n = 218; Francie, n = 105; Norsko, n = 9; Velka Britanie, n = 5; Svédsko, n =

1; Dansko, n = 1; Irsko, n = 1), které byly dostupné v databazi PUDMLST. VSechny izolaty pochazeji z let 2020-2025. Fylogeneticka analyza na arovni cgMLST (1037 lokusti) e
prokazala, ze opouzdiené izolaty H. influenzae tvori samostatné, vysoce homogenni linie, které nejsou piibuzné Kk liniim neopouzdienych izolati ani k sobé navzajem. S : |
jedinou vyjimkou patii vSechny evropské izolaty H. influenzae A ke klonalnimu komplexu cc23, izolaty H. influenzae F patii vyhradné k cc124 a pro izolaty H. influenzae B ce8o5 4 |
je typicky cc6. Oproti tomu neopouzdiené izolaty patii K mnoha rtiznym klonalnim komplextim a na fylogenetické siti vytvaieji velké mnozstvi vysoce heterogennich g cc9316
genetickych linii S riznou mirou vzajemne ptibuznosti.
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Celogenomova sekvenace probéhla u 33 kment Bordetella pertussis, které byly izolovany v Ceské republice v epidemickém roce 2024. Viechny izolaty byly
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prifazeny K sekven¢nimu typu ST-2, ktery patii do klonalniho komplexu cc2. Pfitomnost genu pro pertaktin byla potvrzena u 29 izolatd, u ¢tyt izolatti nebyl gen pro pertaktin
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nalezen. Pro porovnani genetické diverzity epidemickych izolatt z roku 2024 byly vyuzity diive osekvenované ¢eské izolaty B. pertussis z let 2019, 2020 a 2023, které patiily
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rovnéz K ST-2. Fylogeneticka analyza (3592 lokust) prokazala, ze izolaty formuji dvé geneticky odlisné subpopulace. Jednu subpopulaci tvori vSechny izolaty z roku 2024 (n
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= 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 mozné rozlisit homogenni populaci ¢eskych
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izolatt B. pertussis ST-2 a prokazat, ze izolaty z roku 2024, které zptisobily na naSem uzemi epidemii, jsou geneticky odlisné od izolati B. pertussis z let 2019-2020.

71/24; ST-142; cc142

- 29/21, ST-203; ccND
| Streptococcus pneumoniae
‘% I 13/20; ST-139; cc139
\ \'t = . . 14/20; ST-139; ccl139
N = Celogenomova data  vybranych izolatd  Streptoccocus
o\ ' : . : . 59/22, ST160, ccds?
2 / LN 4 pneumoniae byla analyzovana pomoci GPS Pipeline, kdy byl u izolatt w6122 S350, ccans
% e ¢ P o W - 4
N o uréen GPSC (Global Pneumococcal Sequencing Cluster), sérotyp,
Uy <2 N % . _ 65/24. ST190
> o, R < A % o sekvenacni typ (ST) a dale byla zjisStovana ptitomnost geni pro Pilus-1 a e e
Pl %6 o S : . : : vy : “14)5h; 516
PiLyy SN - Pilus-2, coz jsou faktory virulence S. pneumoniae umoznujici adhezi ke 27/20; 576 N\ | 115/23; ST-155; ectss
5/21; ST-6 N\ R
| o o slizniénimu epitelu a potencujici patogenezi onemocnéni. GPSC je 721243 ST-107, <107
63/22; ST-485; ccl107
sT-162  158B/C typizace pouzivana pro bakterie S. pneumoniae umoznujici na rozdil od 17/23; ST-196; ceND serotpE @
o i sérotypu rozeznat skupiny izolatd, které v genomu nesou geny pro 1o ST e séroypC O
P\ o o ) ) . ] . ] ) . 22/20; ST-567; cC746 ) 92/22; ST-1202; cc396 ]
antibiotickou rezistenci, geny k tvorbé faktoru virulence ¢i skupiny izolatt H. influenzae 25/20; ST-1850; cc393 sérotyp NT @
o
Pl ., :
N \ g majici sklon k tzv. serotype replacementu. Byla provedena analyza
> & A
Q\\’ N o /4 o - w7 14 W & /4 [e] W
o O & v “ celkem 35 izolati S. pneumoniae patrici ke ttem GPSC - 31 izolatd patiilo e
M BN . e Z ao | 45119
N % . 4 o r W
o & ‘ ke GPCS6, 2 izolaty ke GPSC16 a 2 izolaty ke GPSC43. Tyto tii GPSC e
& 3 - o - 41119
; = K7 ) . m 459119
S A = obsahovaly 5 sérotypti — 2x 9N, 10x 9V, 1x 11A, 21x 15B z toho 6x S -
2 vel v g - : - s m. 21820
_ = 15B/C, 1x 22F. Na prilozeném grafu jsou zobrazeny GPSC a k nim P 248120
S. pneumoniae : m 26220 199120
pfifazené sérotypy, a dale vysledek ST a vysledek testovani pritomnosti . 7 foo20
[o) : : r 0 740 r u -
7 AVERY gent pro Pilus-1 a Pilus-2. Analyzovano bylo 21 izolatd sérotypu 15B. ) = e
_ ] 7 " 249120
Sérotyp je V NRL pro streptokokové nakazy urovan pomoci kombinace | R 50
Piestoze WGS je velice u¢innou metodou, je narocnéjsi na zdroje ve srovnani S PCR a nasledné¢ Quellung reakce, sérotyp 15B neni pomoci metody B s
jinymi sekvencnimi metodami. Proces sekvenovani celého genomu generuje velké mnozstvi Quellung rozlisitelny od sérotypu 15C, spolehlivou metodou rozlisujici
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a analytické kapacity. Sprava, sdileni a archivace WGS dat vyzaduje datové kapacity, bylo zjisténo, ze 6 izolatd urCenych Quellung reakci jako 15B je co do "\ "
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pravidelnou udrzbu systému a zabezpeceni. Projekt HERA2CZ se zaméfuje na zvysSeni genové vybavy sérotypu 15C. Vsechny izolaty 15B (15B/C) patii ke 1912 B\
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Praze a rozsifeni spektra WGS charakterizace na rtizné lidské patogeny, ¢imz nejen zvysuje Pilus-1 je u casti izolath pozitivni @ U ¢asti negativni. Skupina izolati 398124 A
- o /4 4 > W 4 /4 - - S W 4 4 I4 4 A 14 4 o /4 A\ o . ’j‘
schopnosti monitorovani infekénich chorob, ale také posiluje koordina¢ni a reakéni sérotypu 9V se fadi ke dvéma riznym GPSC (GPSC6 a GPSC43) a Sesti 1214124 — W 2024
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mechanismy systémti ochrany verejného zdravi napii¢ Evropou. Zvysenim kapacity pro WGS ruiznym ST. U izolatd sérotypu 9V GPSC43 nebyly zjistény geny pro N A, =
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sekvenaci a zpresnénim metodiky prispiva projekt HERA2CZ ke zlepSeni systému ochrany Pilus-1 a Pilus-2. Skupina izolati sérotypu 9V GPSC6 ma pozitivni gen B. pertussis L2 ‘j}%’,% Jree W 0
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vefejného zdravi a umoznuje detekci hrozby preshrani¢niho Sifeni infekénich onemocnéni. pro Pilus-1.
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