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Molekularni charakteristika izolatu
Streptococcus pneumoniae zachycenych

pri selhani vakcinace proti pneumokokovym
infekcim u déti pod 5 let veku v CR 2012-2014

Okonji 2., Kozakova J.

Centrum epidemiologie a mikrobiologie, Statni zdravotni Ustav, Praha

Cil prace: Prace se zamérila na molekularni charakteristiku
izolat(l Streptococcus pneumoniae v Ceské republice od pa-
cientl, kteri byli ockovani konjugovanou pneumokokovou
vakcinou, a presto v letech 2012-2014 onemocnéli invazivnim
pneumokokovym onemocnénim (IPO), zplsobenym séroty-
pem S. pneumoniae obsazenym v aplikované vakciné. Cilovou
skupinou byly déti pod pét let véku.

Material a metody: Kmeny S. pneumoniae jsou zasilany do
Narodni referenéni laboratofe pro streptokokové nakazy (NRL)
7 celé Ceské republiky. Selhani vakcinace proti pneumokoko-
vym infekcim bylo v souladu s mezinarodni definici. V. NRL
bézné probihd identifikace a typizace izolatd klasickymi i mole-
kuldrnimi metodami. K charakterizaci osmi izolatt od pacientd
se selhdnim vakcinace byla pouzita i detailnéjsi multilokusova
sekvenacnf typizace (MLST).

Vysledky: V letech 2012-2014 bylo v Ceské republice iden-
tifikovano osm kment S. pneumoniae pri selhani vakcinace

ABSTRACT

Okonji Z., Kozakova J.: Molecular characterization of
Streptococcus pneumoniae isolates recovered from cases
of pneumococcal vaccine failure in children under five years
of age in the Czech Republic in 2012-2014

Objective: Molecular characterization of Streptococcus pneu-
moniae isolates recovered in the Czech Republic from previous-
ly vaccinated patients diagnosed with invasive pneumococcal
disease caused by vaccine serotypes in 2012-2014. The target
group were children under five years of age.

Material and methods: S. pneumoniae strains are referred to
the National Reference Laboratory for Streptococcal Infections
(NRL) from all over the Czech Republic. Pneumococcal vaccine
failure was identified based on the international definition. The
NRL routinely performs identification and typing of isolates
using both conventional and molecular methods. To charac-
terize in more detail eight isolates from cases of pneumococcal
vaccine failure, multilocus sequence typing (MLST) was used.
Results: In 2012-2014, eight S. pneumoniae strains were re-
covered from children under five years of age diagnosed

u déti pod pét let veku. Jednalo se o sérotypy 1(n = 4), 14
(n=2)a3(n=2).Usérotypu 1byl nalezen pouze jeden sek-
venacni typ ST306, typicky sekvenacni typ sérotypu 1. Stejné
tak byl u sérotypu 14 zachycen pouze sekvenacni typ ST124,
ktery je v CR &asto spojen se sérotypem 14, i kdy? v jinych
geografickych lokalitdch jsou ¢astéji nalézdny i jiné ST. Sérotyp
3 je velice heterogenni, coz se projevuje i v nalézanych ST.
Identifikovali jsme klonalni komplex ST505 a ST124. ST124 je
celosvétoveé prvni ndlez u S. pneumoniae sérotypu 3.

Zavér: Jsou prezentovany vysledky pilotniho projek-
tu v Ceské republice molekuldrni charakterizace kmend
S. pneumoniae zachycenych pfi selhani vakcinace u déti pod
pét let véku. Ziskanad data vedou ke zkvalitnéni surveillance
invazivnich pneumokokovych onemocnéni v Ceské republice.

KLICOVA SLOVA
Streptococcus pneumoniae - selhani vakcinace -
molekularni surveillance - MLST

with vaccine failure. The strains were assigned to serotypes
1(n=4),14 (n=2),and 3 (n =2). Serotype Tisolates were of
one sequence type, ST306, which is typical for serotype 1.
Similarly, serotype 14 was exclusively of ST124, which is often
linked to serotype 14 in the Czech Repubilic, although in other
geographical areas, other STs are often found. Serotype 3 is
highly heterogeneous, which is also reflected in multiple STs
found in it. We identified a clonal complex comprising ST505
and ST124. ST124 is for the first time reported in S. pneumoniae
of serotype 3 in the world.

Conclusion: Results are presented of a pilot project conducted
in the Czech Republic and focused on molecular characteriza-
tion of S. pneumoniae strains recovered from cases of pneu-
mococcal vaccine failure in children under five years of age.
The data obtained are helpful in improving the surveillance of
IPD in the Czech Republic.

KEYWORDS
Streptococcus pneumoniae - vaccine failure - molecular
surveillance - MLST
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uvob

Streptococcus pneumoniae, neboli pneumokok, predstavuje
béZného komenzdla hornich cest dychacich u déti i do-
spélych osob. Je vSak schopen vyvolat celou skalu klinicky
odlisnych infekénich onemocnéni, od lehkych (sinusi-
tida, otitida) az po obavana invazivni pneumokokova
onemocnéni (IPO): pneumonie, meningitida, sepse.
Nejvice ohrozeny zavaznymi formami jsou malé déti,
seniofi a pacienti s defektem imunity. Dnes je popsano
na 40 séroskupin a identifikovano 94 sérotypt pneumo-
koki, jejichz distribuce se 1isi podle mnoha faktord,
napi. podle geografické polohy, ¢asu ¢i véku.

V roce 2007 byl v CR spustén pilotni projekt systému mo-
nitorovani IPO a od roku 2008 funguje celorepublikovy
systém surveillance, ktery v budoucnu bude zkvalitnén
o molekuldrni charakterizaci izolatd z IPO.
Nejucinnéjsi prevenci IPO je vakcinace. Prvni konjugova-
na vakcina zaméfena na pneumokoky byla vyvinuta jiz
v roce 2000. Od ledna 2010 zdravotni pojistovny v Ceské
republice hradi o¢kovani proti pneumokokovym infekcim
vSem kojenctim ve schématu doporuceného hrazeného
ockovani. Vakcinace je kromé déti doporucovana i senio-
rim a rizikovym skupinam. Vakcinaéni strategie byla
pro kojence zvolena predevsim podle epidemiologické
situace tak, Ze desetivalentni vakcina (PCV10) je hrazena
plné a tfinactivalentni (PCV13) s doplatkem. Bylo zvoleno
schéma 3 +1, nové od 1. 1. 2018 je mozné vyuzit i schéma
2+1. VCR jsou v soutasné dobé registrovany dvé konju-
gované vakciny proti S. pneumoniae s rozdilnym slozenim
sérotypli: Prevenar 13 (PCV13: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F,
1,5,7F, 3, 6A, 19A) a Synflorix (PCV10: 4, 6B, 9V, 14, 18C,
19F, 23F, 1, 5, 7F).

Podle sloZeni vakcin je nutné vnimat rozdil mezi se-
lhanim vakcinace a nepokrytim sérotypu vakcinou.
K rozliSeni je nutna kvalitni laboratorni diagnostika
a surveillance IPO.

Dopad vakcinaéniho programu v CR lIze hodnotit jako
jednoznacné pozitivni. Pokles incidence IPO po zavedeni
hrazeného ockovani je prirozené nejvétsi v nejmladsi
vékové skupiné 0-11 mésicti. Nicméné témét kazdoroc-
neé jsou zaznamenany piipady IPO u fadné ockovanych
déti vSemi davkami ockovaci latky ve schématu podle
platnych SPC, jedna se o selhani vakcinace. Tato studie
se zabyvala selhanimi vakcinace u déti pod pét let véku
v letech 2012-2014.

MATERIAL A METODY

Kmeny

Pro molekularni analyzy byly vybrany kmeny ze sbirky
Narodni referenc¢ni laboratofe pro streptokokové nakazy
(NRL/STR), Oddéleni bakteridlnich vzdusnych nakaz
CEM SZU v Praze. Testovani bylo zaméfeno na kmeny
Streptococcus pneumoniae izolované pii selhani vakcinace
u déti pod 5 let véku v letech 2012-2014. Celkové bylo
identifikovano a studovano 8 kmend.

Identifikace Streptococcus pneumoniae

Pro identifikaci species se pouziva nékolik klasickych
mikrobiologickych testfi. Po ziskani ¢isté kultury bakte-
ridlniho kmene na krevnim agaru Columbia s optochino-
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Tabulka 1.Kmeny Streptococcus pneumoniae, selhdnf vakcinace u déti pod 5 let véku, 2012-2014,

Table 1. Streptococcus pneumoniae strains, vaccine failure in children under five years of age, 2012-2014, Czech Republic

arni
diagnéza

E
a

odbéru

Vék
ditéte

Datum posledni

ceni

Ozna

Klinicky
material

vakcinace /

Typ
vakciny /

Sérotyp

klonalni
komplex (cc)

sekvenacni
typ (ST)

gdh gki recP  spi xpt ddl

aroE

klinického
materalu

davka

ockovaci
schéma

izolatu

e} © e} ©
© © 7o) © ©
?\lr E f\ﬁ (@] (@] o (@] o
— — A M N mn M N
< <t <t o o o~ o o
— — — ~ 3¢ o~ 3% 3¢
= = = ~ ~ — < <
i = Nis O = © O =
© (e} (e} To) [Te} o 0 [Te}
— =] -2l 2]|m
L N To} e} © © e} o]
o~ o~ © o~ o~
= = = — — < — —
Q 2 2 2 ° Q 2
o o o o = o o @
€ € e e 2 € € o
o} > > > = > > Q
] ] ] ] < ] [} %}
c c c c < c c
Q Q Q Q e Q Q
> > > > > > > >
(9] 9] 9] 9] 3] (9] 9] 3]
L s s s 2 L L 2
X X X X e X X X
o ) o o Q 5 s} o
SRl sl | &
~ o~ ~ S = ~ © (=
) = o & d ) o]
= — S 159 & = =) I3
e - o - - o - .
o ~ — ~ M — ) ~
< 9 ° o © O < i}
M >?) o) < ~ ~ <~ <
~ >~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
I = O N =T I = =
o o = > o <] o
N N 8 Q 2 & N &
N A B R N
o S i y y y
I g Y M = 15 w0 o
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
Co | — | Mol —|O ™M _| O
SEISH |55 >25 =5 =8 =5
om|loY|o™mo™ | oMo oMo
a a a a a a o a
= = %) — — o) — —
™M 52 D < I <
~ o = = - =
= D) = ~ = ~ =
= ~ o N ~ o) W >
— ~ n [oN] (o] < © n
) = ~ [¥e} re} L < e}




vym diskem, je hodnocena morfologie kolonii a citlivost
k optochinu. Nésledné se pouziva Test rozpustnosti ve
zluci. Kombinaci téchto metod dochdzi k identifikaci
S. pneumoniae. V ptripadé nejasnosti lze vyuzit jesté dalsi
identifika¢ni metody, jakymi jsou napft. latexaglutinace,
reakce s pneumokokovym OMNI sérem, biochemicka
identifikace, mikroskopie ¢i katalazovy test. Druhou
kategorii testl tvofi molekularni metody. Jedna se pfede-
v§im o polymerazovou fetézovou reakci v riizném uspora-
dani (PCR), klasickou end-point PCR ¢ireal-time PCR [1].

Typizace Streptococcus pneumoniae

Urceni sérotypti ¢i séroskupin S. pneurmoniae se rutinné
provadi pomoci Quellung reakce v kombinaci s end-point
multiplexPCR (mPCR) [2]. K detailnéjsi charakterizacilze
pouzit multilokusovou sekvenacni typizaci (MLST) [3, 4].
MLST poskytuje data o alelickych variantach house-keep-
ing gent S. pneumoniae aroE (shikimate dehydrogenase),
gdh (glucose-6-phosphate dehydrogenase), gki (glucose
kinase), recP (transketolase), spi (signal peptidase I), xpt
(xanthine phosphoribosyltransferase), ddl (D-alanine-D-
-alanine ligase), na jejichZ podkladu se urcuji sekvenacni
typy (ST), poptipadé i klonalni komplexy (cc). Diky sek-
venacnim datlm lze charakterizovat izolaty z pohledu
pribuznosti ¢i virulence, nékteré castéji zptisobuji inva-

30506|BHN595 30517|BHN606
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zivni onemocnéni a jiné jsou nalézany spise u nosica.
Khodnoceni MLST dat byly pouZity programy DNASTAR
Lasergene 12 Core Suite. Dendrogramy jsou vytvoieny
na podkladé MLST dat z databaze PubMLST [4] pomoci
programi SplitsTree 4 (version 4.14.5) a Inscape 0.92.

Mezinarodni definice selhani vakcinace proti

pneumokokovym infekcim

Selhani vakcinace proti pneumokokovym infekcim bylo

v této studii v souladu s mezinarodni definici [14]. Jako

selhani vakcinace se oznacuje IPO zptisobené sérotypem

S. pneumoniae obsazenym v pneumokokové konjugované

vakciné (PCV) u ditéte, které splnuje jedno z nasleduji-

cich kritérii:

o dité ve véku < 12 mésicli pti za¢atku IPO a zacalo byt
nemocné nejméné 14 dnti po 2. davce PCV;

o dité ve véku > 12 mésic pfizacatku IPO po jedné davce
PCV (bez ohledu na pocet pfedchozich davek).

VYSLEDKY A DISKUSE

KaZdoro¢né zaznamendvame v CR invazivni pneumo-
kokova onemocnéni napric vékovymi skupinami véetné
nejmladSich déti. Celkové bylo roku 2012 v CR zatazeno
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Barevné odliseny izolaty Streptococcus pneumoniae zachycené pri selhani vakcinace u déti pod pét let véku, CR, 2012-2014 (n = 2). PubMLST databdze k 9. 11. 2017, (n = 61)
Highlighted are Streptococcus pneumoniae isolates recovered from cases of vaccine failure in children under five years of age, Czech Republic, 2012-2014 (n = 2).

PubMLST database by 9 November 2017, (n = 61)

Obr. 1. Dendrogram Streptococcus pneumoniae sérotypu 3 na podkladé MLST charakteristik, CR, 1995-2014
Figure 1. Dendrogram of Streptococcus pneumoniae serotype 3 based on MLST characteristics, Czech Republic, 1995-2014
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do surveillance databaze 335 pripadt IPO, z nich 15 ve
vékové skupiné déti pod pét let véku. Roku 2013 to bylo
28 onemocnéni pod pét let véku z celkového mnozstvi
424 1PO. V roce 2014 bylo téchto pfipadt u déti pod pét
let véku 25 z 337 IPO.

V letech 2012-2014 bylo v CR zjisténo osm piipadl se-
lhani pneumokokové vakcinace u déti pod pét let véku.
Molekularni analyze bylo proto podrobeno v§ech identi-
fikovanych osm kmend S. pneurmoniae z let 2012 (n = 1), 2013
(n=4)a2014 (n =3). Vzhledem k vice o¢kovacim latkam
o rlizném sérotypovém sloZeni na trhu je tfeba u pripadt
IPO vzdy provadét identifikaci S. pneumoniae, minimalné
na droven sérotypl, k rozliSeni mezi selhanim vakci-
nace ¢i nepokryti vakcinou. VSech osm ptipadd splnilo
mezinarodni kritéria selhani vakcinace proti pneumo-
kokovym infekcim.

Z vysledkid sérotypovych analyz vyplyva, Ze izolaty
S. pneumoniae naleZely do tfi sérotypli: 1(n=4),14 (n=2)a3
(n=2) - tabulka 1. Sérotyp 3 je dlouhodobé nejpocetnéjsi
sérotyp zpiisobujici IPO v CR a sérotypy 14 i 1 jsou také
kazdorocné nalézany v Cetnych pripadech [5, 6]. Tyto
sérotypy jsou taktéZ zaznamenavany v CR u zdravych
nosict [7]. Celosvétoveé se sérotypova distribuce S. pneumo-
niae mirné lisi, nicméné vSechny identifikované sérotypy
cirkuluji ve velkém mnozstvi. Coz podporuji nalezy u IPO
izdravych nosict [8] ¢i napriklad dansky zachyt sérotypti
1a 3 u jesté nevakcinovanych kojencti [9].

Podle multilokusové sekvenacni typizace byly vSechny
Ctyfi izolaty sérotypu 1 charakterizovany jako ST306,
ktery predstavuje dominantni sekvenacni typ tohoto
sérotypu v CR i celosvétové [7, 9, 10, 11, 12]. TaktéZ oba
izolaty sérotypu 14 nalezely do stejného ST124, ktery je
velice ¢astym u S. pneumoniae sérotypu 14 jak v CR, tak v ji-
nych lokalitach, jako napiiklad v Anglii [7, 13]. Nicméné
sérotyp 14 je riiznorody a distribuce ST se 1isi, naptiklad ve
Spanélsku je spojen ¢astéji s ST156 [11, 12]. Variabilita byla
pozorovana u sérotypu 3, jeden izolat nalezel do ST505
ajeden izolat do ST124. ST505 je u sérotypu 3 béZné nalé-
zan, i kdyz castéjsi jsou ST180, ST260 ¢i ST232 [7, 11, 13].
toto spojeni sérotypu a sekvenacniho typu doposud proka-
zano. Celosvétoveé jde o prvni pripad hlaseny do PubMLST
databaze. Vyskyt a pfibuznost sekvenacnich typt hla-
Senych v CR u S. pneumoniae sérotypu 3 do mezindrodni
databaze PubMLST ilustruje dendrogram - obrazek 1.
Vidime zde relativné velkou heterogenitu izolatl s pre-
vahou ST232, ST505 a maximem vyskytu ST180. Barevné
jsou vyznaceny nase dva izolaty zachycené pti selhani
vakcinace u déti do péti let véku.

ZAVER

V letech 2012-2014 bylo v Ceské republice identifikovano
osm kment S. pneumoniae zachycenych pfi selhani vak-
cinace u déti pod pét let véku. VSechny ptipady splnily
mezinarodni kritéria selhani vakcinace proti pneumo-
kokovym infekcim. Jen kvalitni laboratorni diagnostika
S.pneumoniae, minimalné na iroven sérotypl a surveillan-
ce invazivnich pneumokokovych onemocnéni, umozni
odlisit selhani vakcinace od nepokryti sérotypu vakcinou.
Izolaty byly podrobeny molekularnim analyzam. Jednalo
se 0 S. pneumoniae sérotypu 1 (n = 4) ST306, 14 (n = 2) ST124
a 3 (n=2) ST505, ST124, ST306 je typicky sekvenacni typ
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sérotypu 1. ST124 je v CR ¢asto spojen se sérotypem 14,
i kdyz v jinych geografickych lokalitach jsou castéji na-
lézany i jiné ST. Sérotyp 3 je velice heterogenni, coz se
projevuje i v nalézanych ST. Identifikovali jsme u ného
ST505 a ST124. ST124 je celosvétové prvni nalez u S. prneu-
moniae sérotypu 3. Jedna se o vysledky pilotniho projektu
v Ceské republice na téma molekuldrni charakterizace
kment S. pneumoniae zachycenych pii selhani vakcina-
ce. Ziskana data vedou ke zkvalitnéni surveillance IPO
v Ceské republice.
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