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Nova metoda a schéma typizace
Streptococcus pneumoniae

Vackova Zuzana, Klimova Martina, Kozdakova Jana

Statni zdravotni Ustav, Praha

SOUHRN

Cil prace: Zavedeni nové molekuldrni PCR metodiky
pro Ucely typovani kmenl Streptococcus pneumoniae
v NRL pro streptokokové ndkazy.

Materidl a metodika: Kmeny Streptococcus pneumo-
niae jsou zasildany do NRL z rlznych regionl Ceské
republiky. Bézne je identifikace a typizace zalozena na
morfologii kmene, citlivosti k optochinu, rozpustnosti
ve 7zluci, latexaglutinaci a Quellung reakci. Od roku 2012
byla pouzita nova multiplexova polymerazova retézova
reakce (MPCR). Probéhlo testovani nové metody na 210
izolatech S. pneumoniae a na 8 izolatech pfibuznych
druhl S. pseudopneumoniae, S. sanguinis a S. oralis.
Vysledky: Novd mPCR metoda byla v NRL pro strep-
tokokové ndkazy aplikovdna do algoritmu identifikace
a predevsim typizace S. pneumoniae. Technika mPCR

SUMMARY

Vackovd Zuzana, Klimova Martina, Kozakova
Jana: A Novel Typing Method and Scheme for
Streptococcus pneumoniae

Study aim: To introduce a novel molecular PCR
method for the typing of Streptococcus pneumo-
nia in the National Reference Laboratory (NRL) for
Streptococcal Infections.

Material and Methods: Strains of Streptococcus
pneumoniae are referred to the NRL from different
regions of the Czech Republic. Generally, the identi-
fication and typing are based on strain morphology,
optochin susceptibility, bile solubility, latex aggluti-
nation, and the Quellung reaction. Since 2012, a novel
multiplex polymerase chain reaction (mPCR) assay
has been introduced. The novel assay was tested
on 210 S. pneumoniae isolates and 8 isolates of the
related species S. pseudopneumoniae, S. sanguinis,
and S. oralis.

uvob

Streptococcus pneurmoniae patii celosvétové k nejvyznam-
néjsim patogentim. Zptisobuje pestrou $kalu rtiz-
nych onemocnéni, od nejzavaznéjsich invazivnich
onemocnéni (IPO), jakymi jsou meningitidy, bak-
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umoznila spravné identifikovat a otypovat vSechny kme-
ny pneumokokl zkoumaného souboru, naopak izolaty
pribuznych druhl vykazovaly spravnou negativni reak-
ci. Metoda mPCR méla ve zkoumaném souboru 100%
senzitivitu i specificitu. Ukazalo se, ze PCR reakce je pro
typovani S. pneumoniae vyborné pouzitelnd metoda.
Zaver: Sérotypy a séroskupiny S. pneumoniae by-
ly doposud rozliSovany pouze pomoci sérologické
Quellung reakce, nyni doslo ke zméné a novému za-
vedeni mPCR reakce. Jedna se o molekularni metodu
zlepsuijici a zpresnuijici typizaci S. pneumoniae.

KLi€OVA SLOVA

PCR typovani Streptococcus pneumoniae -
Quellung reakce - Streptococcus pneumoniae

Results: The NRL for Streptococcal Infections has inclu-
ded a novel mPCR assay in the algorithm of S. pneumo-
niae identification and typing. The mPCR assay was able
to identify and type any pneumococcal strain from the
study collection, with the isolates of the related species
remaining negative. The mPCR assay showed 100% sen-
sitivity and specificity in this study. The pCR appeared to
be an excellent tool for S. pneumoniae typing.
Conclusion: Until recently, S. pneumoniae serotypes
and serogroups were differentiated using a sero-
logical approach (Quellung reaction), but the NRL
for Streptococcal Infections has switched to a novel
mPCR assay. This molecular tool improves S. pneu-
moniae typing, making it more accurate.
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terémie, sepse ¢i pneumonie, az po zivot zpravidla
neohrozujici akutni otitidy ¢i sinusitidy. NejvySsi
nemocnost IPO je pozorovana u nejmensich déti (do
jednoho roku véku), u seniorti (nad 65 let véku), ale
také vysoce rizikovou skupinu predstavuji imuno-



kompromitovani pacienti a pacienti s chronickymi
kardiopulmonarnimi nemocemi [1].

Pneumokoky se fadi mezi grampozitivni bakterie,
typicky se vyskytujici ve formé diplokokdi. Jejich
hlavnim faktorem virulence je pouzdro. Jedna se
o pouzdro polysacharidové povahy, tvofené typovée
specifickymi antigeny. Podle strukturalni variabili-
ty typové specifického polysacharidového pouzder-
ného antigenu, se pneumokoky klasifikuji do vice
nez 90 sérotypti a 46 séroskupin [2]. Sérotypy mtiZe-
me podle sloZeni pnemokokovych vakein oznacit na
dvé skupiny, vakcinacni a nevakcinacni. Distribuce
jednotlivych sérotypt je ovlivnéna geografickou
polohou, socioekonomickymi podminkami, vékem
pacienta, klinickou formou onemocnéni, ale i vak-
cinacni strategii [3, 4, 5]. Pfi dlouhodobém pouziva-
ni konjugovanych vakcin se nesmi zapominat i na
problém fenoménu replacementu, kompetitivni
nahrady sérotypl krytych vakcinou jinymi, tzv.
nevakcina¢nimi pneumokokovymi sérotypy.

Z mnoha diivodd je proto velice zaddouci neustale
monitorovat a analyzovat zastoupeni sérotypi
u kment pneumokoki izolovanych z klinickych
material@ pacienti. A pravé i této problematice se
NRL pro streptokokové nakazy (NRL/STR) jiZ celou
fadu let vénuje a snazi se novelizovat pouzivané
metodiky dle soucasné znamych informaci.

V tomto sdéleni prezentujeme novou molekularni
metodu PCR pouzivanou v procesu identifikace,
ale predevsim typizace S. pneumoniae v NRL/STR.
Tato metoda byla v priibéhu roku 2012 NRL/STR
testovana a od roku 2013 zafazena do rutinniho
provozu laboratorte.

MATERIAL A METODIKY

Kmeny
V obdobi testovani nové PCR metody byly pouzity
kmeny S. pneumoniae naptic sérotypy (210 izola-

tl) z databaze IPO NRL/STR, S. pseudopneumoniae
(2izolaty), S.sanguinis (4 izolaty) a S. oralis (2 izolaty)
ze sbirky NRL/STR. Celkem bylo tedy otestovano
218 izolatl. Jednalo se o kmeny ziskané z riznych
biologickych vzorkd - hemokultura (110 izolatd),
likvor (24 izolatd), stér z epiduralniho prostoru
(1izolat), sputum (14 izolath), bronchoalveolarni
lavaz (10 izolatl), nazofaryngealni vytér (31 izola-
tl), stér ze stfedousi (9 izolath), stér z oka (2 izola-
ty), punktat (8 izolatli), aspirat (4 izolaty), absces
(4 izolaty), stér z rany (1 izolat).

Identifikace Streptococcus pneumoniae

Pro identifikaci species se pouziva nékolik tes-
tl. Po ziskani ¢isté kultury bakteridlniho kmene
na krevnim agaru Columbia (COA) s optochino-
vym diskem je hodnocena morfologie kolonii.
Pneumokoky jsou citlivé k optochinu v koncent-
raci, jenz neovlivni ostatni viridujici streptokoky.
Nasleduje Test rozpustnosti ve zlu¢i, pneumokoky
jsou lyzovany v 10% roztoku deoxycholatu sodného.
Kombinaci téchto metod zjistime, zda se jedna
0 S. pneumoniae. V pripadé problémi ¢i nejasnosti
1ze vyuzit jesté dalsi identifikacni metody, jakymi
jsou napt. latexaglutinace, reakce s pneumoko-
kovym OMNI sérem, biochemicka identifikace,
mikroskopie, katalazovy test, ¢i molekularni me-
tody (PCR, MLST).

Typizace Streptococcus pneumoniae

1. Sérotypizace

Quellung (Neufeldova) reakce je pouzivana jiz od
roku 1902 a doposud predstavuje zlaty standard
[6]. Jedna se o sérologickou reakci mezi typovym
pouzdernym polysacharidovym antigenem pneu-
mokoka a typové specifickou protilatkou v hyper-
imunnim krali¢cim komerénim antiséru. Existuji
poolova antiséra A-I(tab. 1) a pro pfipadné finalni
dourceni faktorova antiséra (SSI Dansko). Pozitivni
reakce se projevi zvyraznénim pouzderného

Tabulka 1. Tabulka sérotypového slozeni poolovych antisér pro Quellung reakce
Table1. Table of serotype-specific antisera included in the pool for the Quellung reaction

Pool Quellung sérotyp/séroskupina

A 1 2 4 5 18

B 3 6 8 19

c 7 20 24 31 40

D S il 16 36 37

E 10 12 21 33 39

F 17 22 27 32 41

G 29 34 35 42 47

H 13 14 15 23 28

I 25 38 43 44 45 46 48
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materialu - ,,bobtnani pouzdra“, které se pozoruje
v nativnim preparatu pod mikroskopem s fazovym
kontrastem.

2. Genotypizace

Genotypizace predstavuje modernizaci metodiky
typizace S. pneumoniae za pouziti polymerazové te-
tézové reakce, neboli PCR. NRL/STR vychazela pfi
navrhovani nové metodiky z principu metody PCR
pouzivané v THL, National Institute for Health
and Welfare, Helsinky [7]. Nasledné do$lo k mo-
difikaci metody. Jedna se o molekularni metodu
usporadanou do schématu multiplexové reakce PCR
(mPCR) s vyhodnocenim na agarézové elektroforé-
ze, Ulelem této metody je detekce pneumokokovych
gentli, v genomu bakterie, které jsou typické pro
urcitou kapsulu séroskupiny ¢i sérotypu S. preumo-
niae. PCR vyuziva specifickych primerti pro dané
geny podle CDC, The Centers for Disease Control
and Prevention, Atlanta, USA [9]. Pouzivané geny
jsou kapsularni determinanty (geny: cpsA, wzy,
cpsH, cpsl, capB, wciY, cpsK, cpsG, galU, wciP, cpsO,
wrei, Nbeta, wewL, werG, wzx, weil). Do multiplex
PCR reakci bylo dale jeSté zarazeno testovani cpsA
genu pro molekuldrni identifikaci S. pneumoniae bez
ohledu na séroskupinu ¢i sérotyp.

Algoritmus pouzZivani mPCR reakce typujici
S. pneumoniae

V literatufe je popsan nasledujici mechanismus
typovani S. pneumoniae [8]: Sestaveni Sesti mPCR
reakci podle prevalenci vyskytu jednotlivych sé-
rotypli. Kazda mPCR obsahuje primery na Sest
sérotypli ¢i séroskupin a vZdy primery pro cpsA gen
S. pneumoniae. S vlastnim DNA vzorku se vzdy zaci-
na s testovanim mPCRI a pokracuje se postupné
s dal§imi mPCR reakcemi aZ do doby pozitivniho
nalezu, coz mize byt i mPCR6. Po mPCR reakcich
se podle potfeby provadi dourceni Quellung reakci
s faktorovymi antiséry.

Tabulka 2. Tabulka sérotypového slozeni mPCR smési pro PCR reakce
Table 2. Table of serotypes included in the mPCR mixes

Tento mechanismus byl v NRL/STR otestovan s vy-
bornymi vysledky. Nicméné se neukazal pro mistni
pouziti dostatecné efektivni, a proto doslo k nasledu-
jicim ipravam: Bylo sestaveno devét riznych mPCR
reakci podle slozeni poolovych antisér pro Quellung
reakci (tab. 2). Podle nich se také jednotlivé mPCR
reakce nazvaly A-1. Jednotlivé mPCR se li§i poctem
primerQ pro sérotypy ¢i séroskupiny, od dvou do
sedmi a taktéZ vzdy obsahuji primery pro detekci
cpsA genu. S vlastni DNA vzorku se pouzije mPCR
oznacena pismenem podle poolového antiséra, se
kterym kmen dava pozitivni Quellung reakci. Jedna
se tedy pouze o pfedurcenou jednu mPCR reakci pro
dany vzorek. V ptipadé potfeby nasleduje dourceni
Quellung reakci s faktorovymi antiséry.

Provedeni mPCR rekce typujici S. pneumoniae
I1zolace DNA z bakteridlnich kment S. pneurmoniae
se provadi pomoci Amp QIACEN mini kit podle
manualu [10].
Obecné slozeni multiplexPCR reakci (specifické
sloZeni jednotlivych typi A-I se 1isi):
2,5 pl (1x) 10x reakéniho pufru k iTaq DNA po-
lymeraze
2 ul Mg(Cl,
0,5u1(0,2mM) dNTP 10 mM
podle typu (10 pM) specifického primeru - forward
podle typu (10 uM) specifického primeru - reverse
0,4 uliTaq DNA polymeraza
ad 25 pl PCR vody
K 2,5 ul izolované templatové DNA z vySetfova-
nych vzorkd se pfidd po 22,5 pl master mixu do
0,2ml PCR zkumavek.
Amplifikace DNA:
Cykly: 94 °C -4 min
94 °C-45 sec ]

54 °C - 45 sec 35x (94 °C - 45 sec, 54 °C - 45 sec,
65°C-2:30 min 65°C-2:30 min)

65°C-10 min

4°C

Pool mPCR sérotyp/séroskupina

A 1 2 4 5 18A/B/C/F
B 3 6A/B/C/D 6C/D 8 19A 19F
C TA/F 7C/B/40 20 24A/B/F 3]
D 9N/L 9V/A 1A/D 16F 37/33F/A
E 10A 10F/C/33C 12F/A/44/46 21 33F/A/37 39
F 17F 22F/A
G 34 35A/C/42 358 35F/47F
H 13 14 15A/F 15B/C 23A 23B 23F
[ 38/25F/A 12F/A/44/46
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Elektroforéza produktu:

Pouziva se 2% agardza pripravena v 1krat koncent-
rovaném TBE pufru a obarveni je provedeno ethi-
dium bromidem. Elektroforéza probiha 120 min pfti
80 V. Nasledna vizualizace pomoci UV (330nm).
Hodnoceni:

Jedna se o metodu s kvalitativnim vyhodnocova-
nim, které se provadi na zakladé znalosti a po-
rovnavani velikosti amplifikovanych produktti
vzorkil, pozitivni kontroly (referen¢ni kmeny
zpracované stejné jako vzorek) a negativni kont-
roly (voda) s 50bp DNA Ladderem a jednotlivymi
pozitivnimi kontrolami v porovnani s uvadénymi
vysledky CDC, Atlanta,USA [8].

Nové navrzZeny algoritmus identifikace a typo-
vani kmentu S. pneumoniae v NRL/STR

e kultivace + optochinovy test

® test rozpustnosti ve zluci

Obr. 1. mPCR pool A

Drdha 1: 50bp DNA Ladder

Draha 2: S. pneumoniae sérotyp 1(280bp)
Drdha 3: S. pneumoniae sérotyp 5 (362bp)
Drdha 4: S. pneumoniae sérotyp 4 (430bp)
Draha 5. S. pneumoniae sérotyp 18F (573bp)
Drdha 6: S. pneumoniae sérotyp 18A (573bp)
Drdha 7: S. pneumoniae sérotyp 18B (573bp)
Draha 8: S. pneumoniae sérotyp 18C (573bp)
Draha 9: negativni kontrola

Drdha 2-8: pozitivni produkt cosA (160bp)

Fig. 1. mPCR pool A

Lane 1: 50bp DNA Ladder

Lane 2: S. pneumoniae serotype 1(280bp)
Lane 3: S. pneumoniae serotype 5 (362bp)
Lane 4: S. pneumoniae serotype 4 (430bp)
Lane 5: S. pneumoniae serotype 18F (573bp)
Lane 6: S. pneumoniae serotype 18A (573bp)
Lane 7: S. pneumoniae serotype 18B (573bp)
Lane 8: S. pneumoniae serotype 18C (573bp)
Lane 9: negative control

Lanes 2-8: positive product cosA (160bp)

Quellung reakce s poolovymi antiséry A-I
izolace DNA

mPCR A - I + elektroforetické vyhodnoceni
pfipadné dourceni Quellung reakci s faktorovy-
mi antiséry

VYSLEDKY A DISKUSE

Za pouziti vySe popsaného nového algoritmu bylo
testovano 210 kmend S. preumoniae vSech dostup-
nych sérotypfl zaslanych do NRL/STR. Jednalo se
0 66 sérotypu: 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 6C, 7A, 7B, 7C, 7F,
8,94, 9N, 9L, 9V, 10A, 10C, 10F, 114, 11D, 12A, 12F,
13, 14, 15A, 15B, 15C, 15F, 16F, 17F, 18A, 18B, 18C,
18F, 194, 19F, 20, 21, 22A, 22F, 23A, 23B, 23F, 24A,
24B, 24F, 25A, 25F, 31, 33A, 33C, 33F, 34, 35A, 35B,
35C, 35F, 37, 38, 39, 40, 42, 44, 46, 47F. Dale bylo
testovano 8 izolatd pribuznych streptokoku S. pseu-
dopneumoniae, S. sanguinis a S. oralis.

Obr. 2. mPCR pool B

Draha 1: 50bp DNA Ladder

Draha 2: S. pneumoniae sérotyp 8 (201bp)
Draha 3: S. pneumoniae sérotyp 6A (250bp)
Draha 4: S. pneumoniae sérotyp 6B (250bp)
Draha 5: S. pneumoniae sérotyp 19F (304bp)
Draha 6: S. pneumoniae sérotyp 3 (371bp)
Draha 7: S. pneumoniae sérotyp 19A (566bp)
Draha 8: S. pneumoniae sérotyp 6C (250bp, 727bp)
Draha 9: negativni kontrola

Draha 2-8: pozitivni produkt cosA (160bp)

Fig. 2. mPCR pool B

Lane 1: 50bp DNA Ladder

Lane 2: S. pneumoniae serotype 8 (201bp)
Lane 3: S. pneumoniae serotype 6A (250bp)
Lane 4: S. pneumoniae serotype 6B (250bp)
Lane 5: S. pneumoniae serotype 19F (304bp)
Lane 6: S. pneumoniae serotype 3 (371bp)
Lane 7: S. pneumoniae serotype 19A (566bp)
Lane 8: S. pneumoniae serotype 6C (250bp, 727bp)
Lane 9: negative control

Lanes 2-8: positive product cpsA (160bp)
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Pool C
24A 24B 24F T7C 7B 40 20 7F TA A NK

Obr. 3. mPCR pool C

Draha 1: 50bp DNA Ladder

Draha 2: S. pneumoniae sérotyp 24A (99bp)
Draha 3: S. pneumoniae sérotyp 24B (99bp)
Draha 4: S. pneumoniae sérotyp 24F (99bp)
Draha 5: S. pneumoniae sérotyp 7C (260bp)
Draha 6: S. pneumoniae sérotyp 7B (260bp)
Draha 7: S. pneumoniae sérotyp 40 (260bp)
Draha 8: S. pneumoniae sérotyp 20 (514bp)
Draha 9: S. pneumoniae sérotyp 7A (599bp)
Draha 10: S. pneumoniae sérotyp 7F (599bp)
Draha 11: S. pneumoniae sérotyp 31 (701bp)
Draha 12: negativni kontrola

Draha 2-11: pozitivni produkt cosA (160bp)

Fig. 3. mPCR pool C

Lane 1: 50bp DNA Ladder

Lane 2: S. pneumoniae serotype 24A (99bp)
Lane 3: S. pneumoniae serotype 24B (99bp)
Lane 4: S. pneumoniae serotype 24F (99bp)
Lane 5: S. pneumoniae serotype 7C (260bp)
Lane 6: S. pneumoniae serotype 7B (260bp)
Lane 7: S. pneumoniae serotype 40 (260bp)
Lane 8: S. pneumoniae serotype 20 (514bp)
Lane 9: S. pneumoniae serotype 7A (599bp)
Lane 10: S. pneumoniae serotype 7F (599bp)
Lane 1: S. pneumoniae serotype 31 (701op)
Lane 12: negative control

Lanes 2-11: positive product cosA (160bp)

Novym vySe popsanym mechanismem se po-
darilo spravné identifikovat a typovat vSechny
kmeny S. pneumonie ve zkoumaném souboru (210
izolath) pti pouziti doposud zndmych primerd az
po sérotyp (obr. 1-9: Elektroforetické hodnoceni
jednotlivych mPCR reakci). Jediné dva sérotypy,
na které jsou znamé primery a nebyly otestova-
ny, jsou sérotyp 2 a 6D, nebot NRL/STR nema
ve sbirce dostupné kmeny. Vysledky mPCR byly
verifikovany Quellung reakci. Kromé S. pneumoniae
byly testovany i kmeny pfibuznych streptokoka S.
pseudopneumoniae (2 izolaty), S. sanguinis (4 izolaty)
a S.oralis (2 izolaty), které naopak v mPCR metodé
vykazovaly negativni vysledky (obr. 10), nebyl zde
tedy problém s faleSnou pozitivitou.
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Pool D
3 A S 1D ON - 00 - I6E - OV OAC NK

Obr. 4. mPCR pool D

Draha 1: 50bp DNA Ladder

Drdha 2: S. pneumoniae sérotyp 37 (338bp)
Drdha 3: S. pneumoniae sérotyp 1A (463bp)
Draha 4: S. pneumoniae sérotyp 11D (463bp)
Drdha 5: S. pneumoniae sérotyp 9N (516bp)
Draha 6: S. pneumoniae sérotyp 9L (516bp)
Draha 7: S. pneumoniae sérotyp 16F (717bp)
Drdha 8: S. pneumoniae sérotyp 9V (816bp)
Drdha 9: S. pneumoniae sérotyp 9A (816bp)
Draha 10: negativni kontrola

Drdha 2-9: pozitivni produkt cosA (160bp)

Fig. 4. mPCR pool D

Lane 1: 50bp DNA Ladder

Lane 2: S. pneumoniae serotype 37 (338bp)

Lane 3: S. pneumoniae serotype 1A (463bp)
Lane 4: S. pneumoniae serotype 11D (463bp)
Lane 5: S. pneumoniae serotype 9N (516bp)
Lane 6: S. pneumoniae serotype 9L (516bp)

Lane 7: S. pneumoniae serotype 16F (717bp)
Lane 8: S. pneumoniae serotype 9V (816bp)
Lane 9: S. pneumoniae serotype 9A (816bp)
LLane 10: negative control

Lanes 2-9: positive product cpsA (160bp)

Pro PCR i Quellung metodu byly vypocteny hod-
notici parametry podle nasledujicich vzorct:
senzitivita = a/(a + c), specificita = d/(b + d), pozi-
tivni pfedpovédni hodnota = a/(a + b), negativni
predpovédni hodnota = d/(c + d). Ve zkoumaném
souboru 218 izolath byly zjiStény nasledujici pa-
rametry.

Pro multiplex PCR:
a) spravna pozitivita 210 vzorkl
b) fale$na pozitivita 0 vzork
c) fale$na negativita 0 vzorki
d) spravna negativita 8 vzorkl
senzitivita =1,000
specificita =1,000
pozitivni predpovédni hodnota =1,000
negativni pfedpovédni hodnota =1,000

Inzerce A131009935 ¥



STREPTOCOCCU

PNEUMONIAE
sezrigmie se..

® V fadé zemi vyznamna pricina Distribuce sérotypt S. pneumoniae zahrnutych v konjugovanych

invazivnich pneumokokovych —_— vakeindch, déti pod 5 let véku, CR, 2007-2012. Surveillance data*

onemocnéni**

W 2007 H 2010

® Jako pricina IPO u déti 2008 W 2011
do 5 let zachycen i v CR* 2000 W 2012

nNY
o
|

—_
[3,]
|

e Casta pficina akutnich
otitis media**®

Absolutni pocet

® Spojen s vySSi rezistenci na
antibiotika, izolovany
i multirezistentni formy**°

7F 3 6A 19A

Graf adaptovan dle publikovanych
dat SzU, 2013.

® i 5 Prevenar 13 ®
T ' je jedina
pneumokokova
konjugovana vakcina,
ktera pokryva

sérotypy
3,6Aa19A.""

Pféﬁéﬁﬂf 73’

Pneumokokovu polysuc aridova komugovanu vokeino ( 13va|entn| adsorbovand)

Tkrdcen: aridové konj alitka: Jedna davka (( *(22 0 1ig), 5*(2.2 1g), 6A*(2.2 pg) , 68" (4.4
Jg), TF*(2.2 pg), 9V 0), 14 )‘WFIJ 19A (2. 9 IHF ), 23 'K ERM nhlini 5 i i g pﬂeumumeaaku ni ofitis media, vyvolanych
Streptococcus pneumaniae u kojen yind K : S0 iy ) cive viku 6 tydnii- fi dévky po 0,5 ml s intervalem nejméné 1 mésic mezi
davkami, Pr dév%;aseuhvyk\e i 2 mésicd. G 8 g 2 neotkova i a detive véku > 7 masicl Kgyenci X avkypo 0, F 6né 1 mé i nimi. Tretf dévku se doporuguje podat ve druhém roce
/ i g nez 7 Je jenci gk (Tvalent (Sffeﬂmmmw/]neunm/i/aeswmypHB v,
2 iMa/ez/e[/(VeyeAz/ 25 9/7753/51/) 6 prl‘ g nl pf imunitnf odpovedi viici 8
Tato davka pripravku Prevenar 13 by nanemeﬂeﬂtydﬂupu posledni dave pnpravku Prevenar (7 ot Diive vé d byly drive b vkami pFipravu Prev
U Prevenar 13 by méla b { f déve U Prevenar (7valentni). 003,09 MHAI/EO/EMSM S ) ) ; ; a 3 neby : B piedchozi pneumokokové vakcinace,
Ao byt podan jako prvni. Zpiisoh podn; ma intram finjekce. st anterol: a S U kojencdi nebo delftovy sval
\lve\m m\emvnu htlfunebo na kteroukoli pomocnou iebo na diftericky toxoid. Podobné jako u jinych vak enar 13 ma byt nim z4 ,' horecnatyi i mnost mimé infekce nku j
Prevomr %newNJvtqphPuvanu to vak Smi byt podanajako intramu 3im neb trombocytopenifnebo s jinymi poruchal , kieré jsou kontraindikaci pro intramuskuldria
g rpumSl/ep[atumf/Jﬁ/iez/munlae ktereva ﬂa ¢ prutumy’mm\kmurqa mUm, kter Onemacnéni, pneumummeth
¢l Casné § jinyi S fi

7

8 apl i ta aplika , snizeni chuti k jidlu. Fredavkuvam
d mrazem PHDMVEKPWVEHL{IM]Euﬁhl‘ﬂl pii Iemﬂmnhduﬂﬁ”ﬁ podnhu4dn: Na konci této doby m4 byt pnpraveL pouit nebo
6 I i sgate Road, Sandwich, Kent, CT13 9N, Velké Briténie. RegistraGni G posledni revize textu:
7}3?[] 3. Vde] Ifclvehn prlpravku je na lékarsky predpis. Prlpravek Prevenar Iﬂ]e hrazen urnatred veremehu zdravotniho pojistén pro déti spliujict podminky dané zakonem ¢.48/1997 Sb v aktudinim znéni. U dospélych osob pripravek nen hraz
informaci o pripravku

Reference: 1. Dinleyici EC, Yargic ZA t Review Vaccines 2009; 8(8), 977-986. 2. van Gils EJM, Veenhoven RH, Hak E.et al. JAMA. 2010;304(10):1099- 1108. 3. Kaplan SL, Barson WJ, Lin PL. et al Pediatrics
pneumokokové onemocnéniv CR v roce 2012.Zprévy CEM (SZU, Praha) 2013:22(3): 97-104. 5. Fenoll A, Aguilar L, Vicioso MD etal. BMC Infectious Diseases 2011, 11:239. 8. Dagan R, Givon-Lavi N, Leibovitz E etal. J.

Piizer, spol. s r.0., Stroupeznického 17, 150 00 Praha 5 .
tel: +420 283 004 111, fax: +420 251 610 270, www.pfizer.cz www.prevenar 13.cz @ M e PRV-2013.01.064

@



56

Pool E
9 21 10F 10C 33C 33F 33A 12F 12A 10A NK

Obr. 5. mPCR pool E

Draha 1: 50bp DNA Ladder

Draha 2: S. pneumoniae sérotyp 39 (99bp)
Draha 3: S. pneumoniae sérotyp 21 (192bp)
Draha 4: S. pneumoniae sérotyp 10F (248bp)
Draha 5: S. pneumoniae sérotyp 10C (248bp)
Draha 6: S. pneumoniae sérotyp 33C (248bp)
Draha 7: S. pneumoniae sérotyp 33F (338bp)
Draha 8: S. pneumoniae sérotyp 33A (338bp)
Draha 9: S. pneumoniae sérotyp 12F (376bp)
Draha 10: S. pneumoniae sérotyp 12A (376bp)
Draha 11: S. pneumoniae sérotyp 10A (628bp)
Draha 12: negativni kontrola

Draha 2-11: pozitivni produkt cosA (160bp)

Fig. 5. mPCR pool E

Lane 1: 50bp DNA Ladder

Lane 2: S. pneumoniae serotype 39 (99bp)
Lane 3: S. pneumoniae serotype 21 (192bp)
Lane 4: S. pneumoniae serotype 10F (248bp)
Lane 5: S. pneumoniae serotype 10C (248bp)
Lane 6: S. pneumoniae serotype 33C (248bp)
Lane 7: S. pneumoniae serotype 33F (338bp)
Lane 8: S. pneumoniae serotype 33A (338bp)
Lane 9: S. pneumoniae serotype 12F (376bp)
Lane 10: S. pneumoniae serotype 12A (376bp)
Lane 11: S. pneumoniae serotype 10A (628bp)
Lane 12: negative control

Lanes 2-11: positive product cpsA (160bp)

Pro Quellung reakci:
a) spravna pozitivita 209 vzorka
b) fale$na pozitivita 0 vzorkll
c) fale$na negativita 1 vzorek
d) spravna negativita 8 vzorki
senzitivita = 0,995
specificita =1,000
pozitivni pfedpovédni hodnota = 1,000
negativni predpovédni hodnota = 0,888

Doposud se pti vyuzivani sérologickych typizacnich
metod uvadélo, ze vétSina (98 %) kmend S. pneurmoniae
je typovatelnych a malé procento (2%) kment je
netypovatelnych (NT), tzv. bezpouzderné varianty.
Pii testovani popsaného souboru byl nalezen jeden
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Obr. 6. mPCR pool F

Draha 1: 50bp DNA Ladder

Drdha 2: S. pneumoniae sérotyp 22F (643bp)
Drdha 3: S. pneumoniae sérotyp 22A (643bp)
Draha 4: S. pneumoniae sérotyp 17F (693bp)

Draha 5: negativni kontrola

Drdha 2-4: pozitivni produkt cosA (160bp)

Fig. 6. mPCR pool F

LLane 1: 50bp DNA Ladder

Lane 2: S. pneumoniae serotype 22F (643bp)
Lane 3. S. pneumoniae serotype 22A (643bp)
Lane 4: S. pneumoniae serotype 17F (693bp)
Lane 5: negative control

Lanes 2-4: positive product cosA (160bp)

izolat S. pneumoniae z hemokultury, jenz byl pomoci
sérologické Quellung metody netypovatelny, ale po-
moci PCR metody typovatelny. Vysledek PCR reakce
byl pozitivni pfi pouZiti primeru jak pro gen cpsA
identifikujici S. pneumoniae, tak pro gen identifiku-
jici séroskupiny 33F/33A/37. V tomto ptipadé nebylo
mozné piesnéjsi urceni faktorovymi séry, jelikoz se
jedna opét o sérologickou Quellung metodu. Mohlo
se tedy jednat o pfiklad kmene, ktery disponuje
genem pro kapsularni antigen, ovSem ma problém
s expresi antigenu anebo jeho strukturou. Diky
tomu neni moznost vyuzit sérologickych metod za-
loZenych na principu reakce antigenu s protilatkou.
Molekularni metody zaloZené na detekci genu je
ovSem pro typizaci neopouzdfenych kmenti mozné
pouzit. Lze tedy oCekavat sniZeni poctu doposud
netypovatelnych kment S. pneumoniae pti pouzivani
molekularnich metod, jako je PCR.

A s tim nepfimo souvisi také identifikace novych
sérotyp( S. pneumoniae témito novymi molekularnimi
metodikami, napf. sérotyp 6D, ktery neni identifiko-
vatelny Kklasickou sérologickou metodou [11, 12].
Nevyhodou PCR metody je, Ze v soucasné dobé nejsou
znamé primery pro typizaci vSech popsanych séroty-
pu S. pneumoniae. Dochazi vSak v tomto sméru k vyvoji
a aktualizaci seznamu popsanych primerd.



34 35F 47F 35B NK

Obr. 7. mPCR pool G

Draha 1: 50bp DNA Ladder

Drdha 2: S. pneumoniae sérotyp 35A (280bp)
Draha 3. S. pneumoniae sérotyp 35C (280bp)
Draha 4: S. pneumoniae sérotyp 42 (280bp)
Drdha 5: S. pneumoniae sérotyp 34 (408bp)
Draha 6: S. pneumoniae sérotyp 35F (517bp)
Draha 7: S. pneumoniae sérotyp 47F (517bp)
Drdha 8: S. pneumoniae sérotyp 35B (677bp)
Draha 9: negativni kontrola

Draha 2-8: pozitivni produkt cpsA (160bp)

Fig. 7. mPCR pool G

Lane 1: 50bp DNA Ladder

Lane 2: S. pneumoniae serotype 35A (280bp)
Lane 3: S. pneumoniae serotype 35C (280bp)
Lane 4: S. pneumoniae serotype 42 (280bp)
Lane 5: S. pneumoniae serotype 34 (408bp)
Lane 6: S. pneumoniae serotype 35F (517bp)
Lane 7: S. pneumoniae serotype 47F (517bp)
Lane 8: S. pneumoniae serotype 35B (677bp)
Lane 9: negative control

Lanes 2-8: positive product cosA (160bp)

ZAVER

Zavedeni multiplex PCR reakce do systému identi-
fikace a predevsim typizace S. pneumoniae se ukazalo
jako velice pfinosné. Doposud jedinou pouZziva-
nou metodou pro typizaci byla jen sérologicka
Quellung reakce. Je to sice zlaty standard, ale jedna
se o metodu velice pracovné, ¢asové a financné na-
kladnou. Metoda mPCR umoznuje typovani vSech
vakcinacnich a i vétsiny nevakcina¢nich sérotypt
S. prieumoniae. Jedna se o novou a moderni metodu
s mnoha vyhodami. Jeji velkou pfednosti je ca-
sova nendarocnost a mensi finanéni nakladnost,
pfedevsim diky obrovské redukci potfeby antisér.
V daném souboru izolath predvedla nova mPCR
100% senzitivitu i specificitu.

V NRL/STR se vyborné osvédcil modifikovany al-
goritmus typovani, kdy se po provedeni Quellung
reakce s poolovymi antiséry A-I vybere pouze
prislusna mPCR A-I reakce. Vysledny sérotyp se
odecte bud primo, nebo pokud mPCR reakce urci

PoolH
14 238 23F 15A 15F 158 15C 13 234 NK

Obr. 8. mPCR pool H

Draha 1: 50bp DNA Ladder

Draha 2: S. pneumoniae sérotyp 14 (189bp)
Draha 3: S. pneumoniae sérotyp 23B (199bp)
Draha 4: S. pneumoniae sérotyp 23F (384bp)
Draha 5: S. pneumoniae sérotyp 15A (434bp)
Draha 6: S. pneumoniae sérotyp 15F (434bp)
Draha 7: S. pneumoniae sérotyp 15B (496bp)
Draha 8: S. pneumoniae sérotyp 15C (496bp)
Draha 9: S. pneumoniae sérotyp 13 (655bp)
Draha 10: S. pneumoniae sérotyp 23A (722bp)
Draha 11: negativni kontrola

Draha 2-10: pozitivni produkt cpsA (160bp)

Fig. 8. mPCR pool H

Lane 1: 50bp DNA Ladder

Lane 2: S. pneumoniae serotype 14 (189bp)
Lane 3: S. pneumoniae serotype 23B (199bp)
Lane 4: S. pneumoniae serotype 23F (384bp)
Lane 5: S. pneumoniae serotype 15A (434bp)
Lane 6: S. pneumoniae serotype 15F (434bp)
Lane 7: S. pneumoniae serotype 15B (496bp)
Lane 8: S. pneumoniae serotype 15C (496bp)
Lane 9: S. pneumoniae serotype 13 (655bp)
Lane 10: S. pneumoniae serotype 23A (722bp)
Lane 11: negative control

Lanes 2-10: positive product cpsA (160bp)

séroskupinu, dour¢i se sérotyp Quellung reakci
s faktorovymi antiséry.

Kromé S. pneumoniae byly testovany i kmeny pfti-
buznych streptokoka S. pseudopneumoniae, S. sanguinis
a S.oralis, které naopak v mPCR metodé vykazovaly
spravné negativni vysledky a nebyl zjistén problém
s faleSnou pozitivitou.
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Obr. 9 mPCR pool |

Draha 1: 50bp DNA Ladder

Draha 2: S. pneumoniae sérotyp 44 (376bp)
Draha 3: S. pneumoniae sérotyp 46 (376bp)
Drdha 4: S. pneumoniae sérotyp 38 (574bp)
Draha 5: S. pneumoniae sérotyp 25F (574bp)
Draha 6: S. pneumoniae sérotyp 25A (574bp)
Draha 7: negativni kontrola

Draha 2-6: pozitivni produkt cosA (160bp)

Fig. 9. mPCR pool |

Lane 1: 50bp DNA Ladder

Lane 2: S. pneumoniae serotype 44 (376bp)
Lane 3: S. pneumoniae serotype 46 (376bp)
Lane 4: S. pneumoniae serotype 38 (574bp)
Lane 5: S. pneumoniae serotype 25F (574bp)
Lane 6: S. pneumoniae serotype 25A (574bp)
Lane 7: negative control

Lanes 2-6: positive product cosA (160bp)
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mPCR jiné streptokoky

Obr.10.  PFibuzné streptokoky
Draha 1: 50bp DNA Ladder

Drdha 2: S. pseudopneumoniae
Draha 3: S. sanquinis

Drédha 4: S. oralis

Draha 5: negativni kontrola

Fig.10. Related streptococci
Lane 1: 50bp DNA Ladder

Lane 2: S. pseudopneumoniae
Lane 3: S. sanguinis

Lane 4: S. oralis

Lane 5: negative control
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