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Klonalni charakterizace kmenu Streptococcus
pneumoniae metodami MLST a MLVA - muze
metoda MLVA charakterizaci zkvalitnit?

Kozdkova J., Okonji Z., Musilek M.

Oddéleni bakterialnich vzdusnych ndkaz, Centrum epidemiologie a mikrobiologie, Statni zdravotni ustav, Praha

SOUHRN

Cil prace: Zjisténi klonalnich charakteristik souboru kment Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) plsobicich invazivni pneu-
mokokové onemocnéni (IPO) v Ceské republice (CR) v roce 2017. Porovnani klonalniho ¢lenéni kmend probihalo v Narodni referenéni
laboratofi pro streptokokové ndkazy (NRL) pouzitim rutinné vyuzivané metody multilokusové sekvenacni typizace (Multilocus
Sequence Typing, MLST) a nové zavedené metody multilokusové analyzy tandemovych repetic (Multiple-Locus Variable number
tandem repeat Analysis, MLVA).

Material a metodika: Studovan byl soubor 87 kmen( S. pneumoniae, vybrany z izolatd doruc¢enych v rdmci programu surveillance IPO
v roce 2017 do NRL z celé CR. Vybér byl veden pres sérotypy S. pneumoniae tak, aby soubor zahrnoval izoldty sérotypél zastoupenych
v pneumokokové konjugované 13valentni vakcing (sérotypy 1, 4, 9V) a izolaty sérotyp(i nevakcinacnich, vyskytujicich se véak v CR ve
znacném zastoupeni (sérotypy 8, 9N, 22F). Pro studium byla pouzita metoda MLST, kterd je svétove rozsifenym standardem klonainf
charakterizace pneumokokovych izolatl a vyuziva sekvenovani souboru genovych oblasti a metoda MLVA, ktera charakterizuje izolaty
podle poc¢tu tandemové repetitivnich Usekl v intergenovych oblastech.

Vysledky: MLST analyza ukazala a potvrdila vysokou miru klonalni homogenity izolatd S. pneumoniae sérotypl 1, 9N, 9V, 22F
a znac¢nou genetickou promeénlivost izolatd sérotypl 4 a 8. Mezi klonalnim ¢lenénim, poskytnutym obéma metodami, byla rémcova
korelace. V porovnani s metodou MLST poskytovala metoda MLVA detailnéjsi klonalni odliseni. U izolatl s nové zjisténymi MLVA
profily je zadouci pfifazeni nového MLVA typu (MT). Tato webova podpora MLVA schématu S. pneumonie vsak ustupuje do pozadi
a neposkytuje aktudlné vsechny sluzby oproti webové podpore pro MLST charakterizaci.

Zaveéry: Metoda MLST je a nadale zlstava u izolatl S. pneumoniae standardem pii klondlni charakterizaci plvodct IPO pfi provadéni
surveillance na Urovni mistni i mezinarodni. MLST charakteristiky izolatd jsou vyuzity pfi sledovani klonalni proménlivosti narodnimi
i nadnarodnimi orgdny ochrany verejného zdravi. Metoda MLVA rutinné pouzivdna neni, Ize ji vSak pouzit jako doplikovou pro
zrychlené zjisténi klonalni pribuznosti izolatl ze situaci lokdlniho charakteru, napfiklad ohniskovych vyskytl infekce. Zde mlze
snaze zachytit vznik a Sitenf virulentni klondini varianty.

KLICOVA SLOVA
Streptococcus pneumoniae - klondlni charakterizace - surveillance - MLST - MLVA - sérotyp

ABSTRACT

Kozakova J., Okonji Z., Musilek M.: Clonal characterisation of Streptococcus pneumoniae strains using MLST and MLVA - Can
MLVA improve the characterisation?

Aim: To determine clonal characteristics of Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) strains causing invasive pneumococcal di-
sease (IPD) in the Czech Republic (CR) in 2017. Clonal assignment of strains was performed in the National Reference Laboratory for
Streptococcal Infections (NRL) by the routinely used method, multilocus sequence typing (MLST), and a newly introduced method,
multiple-locus variable number tandem repeat analysis (MLVA).

Material and method: The study strains were 87 isolates of S. pneumoniae selected from those referred to the NRL within the IPD surveil-
lance programme from all over the CR in 2017. The study set covers S. pneumoniae isolates of both pneumococcal 13-valent conjugate
vaccine serotypes (1, 4, and 9V) and non-vaccine serotypes (8, 9N, and 22F) widely spread in the CR. The study methods were MLST,
the standard method used worldwide for the characterisation of pneumococcal isolates based on sequencing of a set of gene regions,
and MLVA, which allows to characterise isolates based on the number of tandem repeats in intergenic regions.

Results: MLST revealed and confirmed a high level of clonal homogeneity of S. pneumoniae isolates of serotypes 1, 9N, 9V, and 22F
and a considerable genetic variability of serotype 4 and 8 isolates. There was a general correlation between the MLST and MLVA clonal
complex assignments. In comparison with MLST, MLVA has superior clonal discriminatory power. Isolates with the newly determined
MLVA profiles should be assigned to new MLVA types (MT). Nevertheless, the new web support of the MLVA scheme for S. pneumo-
niae is less relevant as it does not provide services comparable to those available from the web support for MLST characterisation.
Conclusions: MLST continues to be the standard method for clonal characterisation of S. pneumoniae isolates from IPD for the
purposes of both national and international surveillance. MLST characteristics of isolates are helpful in the study of clonal variability
conducted by both national and transnational public health protection authorities. MLVA is not routinely used but can serve as
a complementary method for rapid identification of clonal relatedness between isolates, e.g. those from local outbreaks. It is more
suitable for the detection of emergence and spread of a virulent clonal variant.

KEYWORDS

Streptococcus pneumoniae - clonal characterisation - surveillance - MLST - MLVA - serotype

Epidemiol. Mikrobiol. Imunol, 69, 2020, ¢. 1, s. 20-28
20 EPIDEMIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE, IMUNOLOGIE 2020, 69, ¢. 1



uvob

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) je klasickym ptikla-
dem vysoce invazivniho grampozitivniho extracelularniho
bakteridlniho patogenu. Patfi mezi hlavni bakteridlni
ptvodce, zpiisobujici vysokou nemocnost a imrtnost
po celém svété, Pneumokokova onemocnéni sahaji od
mirnych mukéznich infekci dychacich cest, jako je za-
neét stfedniho ucha a zanét vedlejsich nosnich dutin, az
po téz§i onemocnéni, jako je pneumonie, septikémie
a meningitida. Podle variant polysacharidového obalu
1ze v soucasnosti urcit vice nez 90 sérotypt této bakterie.
AcKoliv S. pneumoniae patti mezi vyznamné lidské patoge-
ny, béZné se nachazi i na sliznici hornich cest dychacich,
kde je soucasti normalni mikrofléry u 5-10 % zdravych
dospélych a u 20-40 % déti. Pneumokokova onemocnéni
a zavazné, tzv. invazivni pneumokokové onemocnéni
(IPO) patfi mezi hlavni pfi¢iny nemocnosti a imrtnosti
na infekéni onemocnéni v Evropé i ve svété, pricemz nej-
vyssi vyskyt je zaznamenan u malych déti a starsich osob.
Od roku 2008 je v Ceské republice (CR) zaveden program
surveillance IPO, probihajici v souladu s Metodickym
navodem surveillance IPO z roku 2008 a vyhlaskou
¢. 275/2010, ptiloha 21. VSechny pfipady IPO odpovidaji
platné evropské i Ceské definici ptipadu IPO [1]: zdvazné
onemocnéni s laboratornim prikazem pneumokoka
z klinického materialu, ktery je za normalnich podmi-
nek sterilni.

Nejucinnéjsi prevenci IPO je vakcinace. Od roku 2010 je
v CR zavedeno doporucené a hrazené ockovani déti pneu-
mokokovymi konjugovanymi vakcinami (PCV). Od 1. 1.
2018 je ockovani vakcinou PCV13 roz§ifeno i pro vékovou
skupinu seniort 65 a star$ich bez poplatku.

Vzhledem Kk variabilité pneumokokdi je dulezitd kva-
litni laboratorni diagnostika s detailni charakterizaci.
V soucasné dobé jsou, kromé klasickych kultiva¢nich
metod, vyuzivany v Siroké mife také metody molekular-
ni. Prvnim nezbytnym krokem je u S. pneumoniae urceni
sérotypu, které probihd v Narodni referenc¢ni laboratofi
pro streptokokové nidkazy (NRL) kombinaci sérologické
Quellung reakce a end-point multiplexové polymerazové
fetézové rekce (mPCR), kterd identifikuje geny kapsu-
larnich determinant [2]. Poté nasleduje proces klonal-
ni charakterizace. Standardné pouzivanou metodou je
multilokusova sekvenacni typizace (Multilocus Sequence
Typing, MLST), zaloZena na amplifikaci a sekvenaci ob-
lasti souboru genti zdkladnich metabolickych struktur
[3]. V ramci projektu byla téz zavedena a vyzkousena
metoda multilokusové analyzy proménlivého poctu tan-
demovych repetitivnich iisekl (Multiple-Locus Variable
number tandem repeat Analysis, MLVA) v intergenovych
BOX oblastech, zalozena na jejich amplifikaci a nasled-
ném urceni poctu repetic [4].

Vybrané kmeny byly podrobeny obéma metodam a na-
sledné byla ziskanda data klondlniho c¢lenéni analyzo-
vana a porovnana vcetné zhodnoceni moznosti vyuZziti
jednotlivych metod.

MATERIAL A METODY

Bakterialni kmeny S. pneumoniae
Z celé CR byl vybran soubor 87 izolatd S. pneumoniae z IPO
za rok 2017. Vybér sérotypl byl proveden tak, aby sou-
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bor zahrnoval jak izolaty zastoupené v pneumokokové
konjugované 13valentni vakciné (sérotypy 1, 4, 9V ), tak
izolaty nevakcinacni, vyskytujici se vak v CR ve znaéném
zastoupeni (sérotypy 8, 9N, 22F) - tabulka 1.

Identifikace a sérotypizace S. pneumoniae

Kmeny S. pneumoniae jsou v NRL identifikovany podle
morfologie kmene, citlivosti k optochinu, rozpustnos-
ti ve zluci a latexové aglutinace. Typizace se provadi
Quellung reakci v kombinaci s end-point multiplex
polymerazovou fetézovou reakci (mPCR) s vyhodnoce-
nim na agar6zové elektroforéze. Pouzivané geny jsou
kapsularni determinanty typické pro urcitou kapsulu
séroskupiny Ci sérotypu S. pneumoniae (geny: cpsA, wzy,
cpsH, cpsl, capB, wciY, cpsK, cpsG, galU, wciP, cpsO, wci,
Nbeta, wewL, werG, wzx, weil). Do multiplex PCR reakci
je dale zafazeno testovani cpsA genu pro molekuldrni
potvrzeni identifikace S. pneumoniae bez ohledu na sé-
roskupinu ¢i sérotyp [2].

Extrakce DNA

Extrakce DNA z bakteridlnich kultur byla provedena po-
moci kolonkové extrakéni soupravy QIAmp DNA Mini Kit
(Qiagen, SRN) podle protokolu pro extrakci DNA gram-
negativnich bakterii doporuceného vyrobcem.

MLST

Jako standard klonalni charakterizace S. pneumoniae byla
pouzita multilokusova sekvenacni typizace (Multilocus
Sequence Typing, MLST) [3]. MLST poskytuje data o ale-
lickych variantach house-keeping gent S. pneumoniae aroE
(shikimate dehydrogenase), gdh (glucose-6-phosphate
dehydrogenase), gki (glucose kinase), recP (transketo-
lase), spi (signal peptidase I), xpt (xanthine phosphori-
bosyltransferase), ddl (D-alanine-D-alanine ligase), na
jejichZ podkladu se urcuji sekvenacni typy (ST), popt.
i klonalni komplexy (cc). Diky sekvenacnim datiim lze
charakterizovat izolaty z pohledu totoZnosti kment,
pribuznosti ¢i virulence a porovnavat je na narodni i na
mezinarodni Grovni.

PCR amplifikace pro MLST byly provedeny v termocykle-
ru Veriti (Thermo Fisher Scientific, USA) v 60 pl reak¢-
nich smésich, obsahujicich 1,7 U polymerazy (Top-Bio,
CR), 1,2 pl smési ANTP (10 mM, Promega, USA), po 1,5
ul primerti (10 uM, Generi-Biotech, CR), 3 pl extrak-
tu DNA. Amplikony byly precistény kitem Wizard 96
SV (Promega, USA) dle protokolu vyrobce. Sekvenacni
amplifikace byly provedeny v 10 pl reakénich smésich
(mastermix BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit, Thermo Fisher Scientific, USA) podle protokolu
vyrobce. Produkty byly pfecistény sraZzenim 70% etano-
lem s 8 mM obsahem octanu draselného a po ususeni
suspendovany ve 12 pl formamidu. Precisténé reakcni
smési byly analyzovany v genetickém analyzatoru 3130xl1
(Thermo Fisher Scientific, USA), nastaveném v médu
sekvenacni analyzy.

K hodnoceni MLST dat NRL pouziva software DNASTAR
Lasergene 12 Core Suite a PubMLST databazi [5].

MLVA

Metoda MLVA (Multiple-Locus Variable number tandem
repeat Analysis) vyuzivad BOX oblasti v intergenovych
castech chromozému S. pneumoniae obsahujici skupiny
repetitivnich sekvenci o proménlivém poctu. BOX ob-
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lasti jsou tvofeny segmenty BoxA, BoxB a BoxC a mohou
fungovat pii regulaci exprese virulenc¢nich znaka [6, 7].
Analyza amplifikovanych tsekd podoblasti BoxA ¢i BoxB
elektroforézou v agarézovém gelu neumoziovala potieb-
nou reproducibilitu ani mezilaboratorni standardizaci
[8, 9]. Standardizaci metody umoznila analyza ampli-
fikovanych tsekl analyzatory na principu kapilarni
elektroforézy. Metoda analyzuje tandemové repetice
v segmentu BoxB o délce 45 part bazi [10].

PCR amplifikace tisekil 8 chromozomalnich oblasti obsa-
hujicich analyzované tandemové repetice (BOX-1, BOX-2,
BOX-3, BOX-4, BOX-6, BOX-11, BOX-12, BOX-13) byla
provedena podle publikovaného protokolu [10] v termo-
cykleru Veriti (Thermo Fisher Scientific, USA). Oproti
puvodnimu multiplexovému protokolu byly amplifikace
BOX tisekll provedeny v samostatnych reakénich smeé-
sich. Tento postup usnadnil naslednou detekci produktti
amplifikace v analyzatoru, vzhledem ke znacné promeén-
livosti intenzity fluorescen¢niho signalu amplikont BOX
usekd u riiznych izolath. 20 pl reakéni smési obsahovalo
10 pl HotStar Taq Master Mix (Qiagen, SRN), 6 pl vody
pro PCR, po 1 pl primerfi (10 pM, Generi-Biotech, CR),
2 ul extraktu DNA. Amplifika¢ni forward primery byly
pti syntéze znaceny fluorochromem FAM.

Analyza produkt amplifikace: 2 pl produktti amplifikace
byly natedény 1 : 200 vodou pro PCR. 10 pl fluorescenc-
niho standardu GeneScan 1200 LIZ Marker (Thermo
Fisher Scientific, USA) bylo nafedéno 1 : 50 vodou pro
PCR. Vzorky pro analyzu byly pfipraveny kompletaci
2 pl natfedénych produkti amplifikace s 10 pl nafedéného
standardu. Zkompletované vzorky byly zahtaty 5 min pti
95 °C, ochlazeny v ledové tfisti a bezprostfedné analyzo-
vany v genetickém analyzatoru 3130xl (Thermo Fisher
Scientific, USA), nastaveném v médu fragmentacni
analyzy odecitajici soubézné pozici produktti amplifikace
a fragmentt standardu.

Urceni poctu tandemovych repe-
tic v amplikonech BOX oblasti bylo
provedeno z vystupnich hrubych dat
analyzatoru v software GeneMarker
2.4 (SoftGenetics, USA). Softwarové
plug-in matrice pro odecet poctu repe-
tic u jednotlivych BOX tseki byly vy-
tvofeny na podkladé primé sekvenace
soubor@i amplikont, reprezentujicich
odli$né tandemové repetitivni varian-
ty BOX oblasti.

Pfifazeni MLVA typii: MLVA typ (MT)
je definovan jedinecnou kombinaci 8
prirozenych ¢isel, vyjadrujicich pocet
tandemovych repetic u jednotlivych
BOX oblasti izoldtu. Jednotlivym c¢i-
selnym profilim jsou prifazeny MT
charakteristiky formou souhrnné-
ho ¢iselného oznaceni. Schéma MT
a BOX-profilti, dosud popsanych jed-
notlivymi laboratofemi, bylo dostup-
né formou interaktivniho webového
rozhrani [11] umoznujiciho uZivatel-
ské uréeni MT u zkoumanych izolatd.
V ramci studie jsme kromé jiz popsa-
nych MT zjistili 24 dosud nepopsanych Figure 1.
BOX-profill, v ¢lanku je oznacujeme

,ua“ (unassigned MT).
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sérotyp 8

Vizualizace dat MLST a MLVA byly provedeny v soft-
ware PHYLOViZ 2.0 pomoci algoritmu goeBURST [12, 13].
Vystupem je diagram, znadzornujici pfibuznost kmend na
zakladé zpracovani ¢iselné vyjadfenych profila.

VYSLEDKY A DISKUSE

Vybrany soubor 87 izolatl S. pneurmoniae byl podroben sé-
rotypové analyze kombinaci Quellung metody a mPCR.
Touto kombinaci doslo k identifikaci Sesti sérotypii: séro-
typ 1(5izolatd), 4 (11izolatd), 9V (4 izolaty), 8 (27 izolatl),
9N (12 izolath), 22F (28 izolatu) - viz tabulka 1. U vSech
pripadl se jednalo o kmeny izolované z invazivniho
pneumokokového onemocnéni. Epidemiologické cha-
rakteristiky ukazuji z klinického hlediska na prevazujici
pneumonie, a to pfevazneé v kategorii starSich dospélych
a seniorli. Vékové rozpéti bylo 10-90 let. Zastoupeni Zen
a muzl v souboru bylo témér totozné (47 muzi, 40 Zen).
Nejcastéjsim klinickym materidlem zachytu S. pneumonie
byla krev (85 %). Ve 12 ptipadech skoncila IPO amrtim.
Nésledovalo podrobeni izolati molekuldrnim analyzam
metodami MLST a MLVA za tcelem klonalni charakte-
rizace.

Metodou MLST se soubor rozdélil podle genetické pfi-
buznosti do rizné velkych skupin 21 sekvenacnich typt
(obr. 1). Jeden byl doposud neznamy ,,ua“. Ciselny profil
bude teprve na tomto podkladé pridélen kuratory MLST
databaze. Identifikovany byly ST: 53, 66, 156, 162, 205, 306,
404, 410, 433, 800, 801, 944, 1480, 2190, 2299, 4738, 13623,
14731, 14732, 14735. Na diagramu muZeme vidét jednotlivé
ST, velikost oznaceni je pfimo imérna poctu izolatl dané
charakteristiky. Toto grafické zobrazeni nam, kromé
ilustrace roz¢lenéni souboru izolatd na jednotlivé ST,
ukazuje také jejich zajimavé diskrétni shlukovani podle
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Obr. 1. Diagram genetické pfibuznosti podle MLST analyzy, algoritmus eBURST,
u souboru kment S. pneumoniae, CR, 1997

Diagram of genetic relatedness based on MLST, eBURST algorithm for
selected strains of S. pneumoniae, CR, 2017
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Obr.2.  Diagram genetické pribuznosti podle MLVA analyzy, algoritmus eBURST,

u souboru kment S. pneumoniae, CR, 2017

Figure 2. Diagram of genetic relatedness based on MLVA, eBURST algorithm for

selected strains of S. pneumoniae, CR, 2017

sérotypl S. preumoniae. Sérotypy 1, 9N a 22F se ukazaly
jako zcela homogenni a kazdy z nich obsahoval pouze
jeden ST (sérotyp 1 ST306, 9N ST66, 22F ST433). Oproti
tomu se jako variabilni z pohledu ST ukazal sérotyp 4, 8
avmensimirei9V. Sérotyp 4 je prezentovan centralnim
ST801, v jehoz okoli stoji pfibuzné ST2190, ST14731, ST800,
ST205 a ST4738. Trochu stranou je ST410, podobny i ST66
sérotypu 9N. Sérotyp 9V obsahuje dva ST156 a ST162,
taktéz s mirnou vazbou na ST801 sérotypu 4. Posledni
sérotyp 8 je nejvariabilnéjsi. DlleZitou roli zde hraje
ST944, ze kterého se vjedné linii nalézaji ST1480, ST404,
ST13623, ST14732 i jeden soucasné ,,ua“ izolat a ve druhé
linii ST53, ST14735, ST2299. Diagram ukazuje i souvislosti
se sérotypy 9N a 1.

Pri pouziti metody MLVA doslo obdobné k rozclenéni
souboru na podkladé genetické pribuznosti do 42 sku-
pin MLVA typl, které jsou rovnéz zvyraznény graficky
v ptibuzenském diagramu podle velikosti v pfimé imeére
Cetnosti (obr. 2). V tomto souboru vsak figuruje velké
mnozstvi doposud nezndmych MT ,,ua-1-ua-24“, kterym
je tfeba priradit ¢iselny profil kuratory MLVA databa-
ze. Nalezeny byly MT: 3, 18, 27, 261, 263, 302, 325, 790,
792, 858, 888, 1028, 1107, 1209, 1577, 1709, 1766, 2936. Na
grafickém znazornéni mtzZeme vidét rozclenéni izolath
tentokrat metodou MLVA na jednotlivé MT, které se
obdobné diskrétné shlukuji podle sérotypti. V tomto
pripadé je ovSem rozcélenéni podrobnéjsi a nevidime
u zadného ze sérotypt iplnou homogenitu MT. Pfi po-
uziti této metody je vSak kromé MT mozné sledovat jesté
charakteristiku oznacovanou jako MLVA Complex, jenz
spojuji pfibuzné typy do komplexd. Tyto komplexy jiz
mohou byt pro sérotypy vice homogenni (tab. 1). Sérotyp 1
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neni sice uniformni, ale zahrnuje
pouze tfi MLVA typy MT261, MT263
a MTI1209. U nejcastéjsiho MT261 1ze
pozorovat pribuzenskou vazbu na sé-
rotyp 22F, pfes jeho dosud nepopsany
ua-11. Stejné velka je i skupina sé-
rotypu 9V s MT790, MT792 a ua-09.
JeSté zde mliZeme pozorovat propo-
jeni se sérotypem 4 i 22F. Velice ¢asto
byl identifikovan MT302, ktery spolu
sua-11, ua-12, MT325, ua-10 vytvaii sit
sérotypu 22F. Lokalizaci tohoto séroty-
pumuiZeme pozorovat na diagramu ve
taslp stfedni linii s etnymi spoji na ostatni
ua-01 sérotypy 8, 1, 9V i 9N. Sérotyp 9N ma

1028 ua-05 centralni MT1766 s okolnimi ua-13,
1a-03 ua-02 ua-14, MT858, MTI709 a MTI107.
lE0e-E%07 Sérotyp 4 je i pri pouziti této meto-
LO 4 diky variabilnéjsi. Lze zde pozorovat

g MT1028 se skupinou doposud necha-
rakterizovanych izolatd ua-01, ua-02,

sérotyp 4  ua-03, ua-04, ua-05, ua-06, ua-07,

ua-08. Z nichZ ma ua-08 pribuzen-
skou vazbu na sérotyp 9V pres izolat
s MT790. Obdobné je tomu u ua-06 sé-
rotypu 4 a ua-09 sérotypu 9V. Sérotyp
8 predstavoval nejpestiejsi skupinu
MLVA typi. Nejfrekventovanéjsi typ
v souboru izolatd kupodivu dopo-
sud nebyl popsan, jedna se o ua-18.
Zasadni roli u tohoto sérotypu vSak
hraje MTI8, jenz k sobé sdruzuje pri-
buzné MT1577, MT27, MT3 i se skupi-
nouua-16, ua-24, ua-19, ua-15, uva-17, ua-22, ua-21, ua-18,
ua-23, ua-20, MT2936 a MT888. Opét zde lze pozorovat
ptibuzenské spojeni s odliSnym sérotypem. Tentokrat se
jedna o sérotyp 8 a MT302, nejcastéjsi MLVA typ souboru
sérotypu 22F.

Srovnani vysledkit MLST a MLVA ukazuje, Ze jen nékteré
ST jsou predstavovany pouze jednim MT (obr. 3). Jedna
se 0 ST156, ST410, ST801, ST944, ST2190, ST2299, ST4738,
ST14731, ST14735, ua. Naopak u jinych ST je patrna pes-
trost v MT distribuci. Naptiklad u ST66 nalezneme Sest
rozdilnych MT. Toto prezentuje zmiriovanou detailnéjsi
charakterizaci izolath MLVA metodou. Toto srovnani
ukazuje, Ze vztah mezi MT a ST neni diskrétni a urcité
MT se vyskytuji u vice ST. Pfikladem je MT18, ktery na-
lezneme u ST53, ST1480 i ST2299.

Aktudlni pokrok ve vyuzivani metody sekvenace celého
genomu (WGS) ptisobi u pneumokokti perspektivni od-
klon od dosavadnich metod klondlniho ¢lenéni. Tuto
metodu v soucasnosti NRL testuje, s moznosti jeji im-
plementace do celorepublikového programu surveillance
IPO.

ZAVER

Metody MLST a MLVA popisuji klonalné typovou charak-
teristiku izolath S. pneumoniae sekven¢nim typem (ST),
resp. MLVA typem (MT), jenz jsou vztazeny k profilu
alelickych variant. RozliSeni klonl je pii pouziti obou
metod obdobné. Oproti sekvenacni metodé MLST je pro-
vedeni metody MLVA podstatné metodicky jednodussi,
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Table 1. Review of epidemiological characteristics and results of MLST analysis and MLVA analysis in S. pneumoniae strains, Czech Republic 2017
Klinicka
manifestace
146/2017 Pneumo N 56 1 12 8 13 5 16 4
363/2017 Meni N 38 1 12 8 13 5 16 4
754/2017 Nd N 43 1 12 8 13 5 16 4
246/2017 Pneumo N 41 1 12 8 13 5 16 4
431/2017 Pneumo N 38 1 12 8 13 5 16 4
157/2017 Pneumo N 73 4 10 5 4 5 13 10
477/2017 Pneumo N 75 4 10 5 4 5 13 10
109/2017 Septi N 4] 4 10 5 4 5 13 10
590/2017 Pneumo A 79 4 8 10 2 16 7 26
209/2017 Pneumo N 7 4 8 4 4 1 6 16
450/2017 Pneumo N 35 4 8 4] 4 1 6 16
151/2017 Pneumo N 47 4 8 70 4 1 6 16
575/2017 Pneumo N 68 4 8 70 4 4 6 16
443/2017 Pneumo N 19 4 10 5 4 5 13 321
261/2017 Pneumo N 65 4 8 70 4 1 6 16
723/2017 Pneumo N 72 4 8 70 4 1 6 16
712/2017 Septi N 71 9V 7 n 10 1 6 8
259/2017 Pneumo N 34 9V 7 n 10 1 6 8
330/2017 Pneumo A 52 9V 7 n 10 1 6 8
478/2017 Pneumo N 70 9V 7 il 10 1 6 8
012/2017 Pneumo N 89 22F 1 1 4 1 18 58
025/2017 Meni N 66 22F 1 1 4 1 18 58
030/2017 Meni N 66 22F 1 1 4 1 18 58
054/2017 Pneumo N 75 22F 1 1 4 1 18 58
307/2017 Pneumo N 7 22F 1 1 4 1 18 58
314/2017 Septi A 90 22F 1 1 4 1 18 58
337/2017 Pneumo N 76 22F 1 1 4 1 18 58
367/2017 Pneumo N 64 22F 1 1 4 1 18 58
373/2017 Pneumo N 58 22F 1 1 4 1 18 58
385/2017 Pneumo N 46 22F 1 1 4 1 18 58
447/2017 Pneumo N 54 22F 1 1 4 1 18 58
456/2017 Pneumo N 77 22F 1 1 4 1 18 58
465/2017 Septi N 67 22F 1 1 4 1 18 58
483/2017 Pneumo N 65 22F 1 1 4 1 18 58
486/2017 Pneumo N 66 22F 1 1 4 1 18 58
511/2017 Septi N 62 22F 1 1 4 1 18 58
592/2017 Meni N 35 22F 1 1 4 1 18 58
634/2017 Septi A 70 22F 1 1 4 1 18 58
637/2017 Pneumo N 57 22F 1 1 4 1 18 58
701/2017 Septi A 62 22F 1 1 4 1 18 58
251/2017 Pneumo N 69 22F 1 1 4 1 18 58
391/2017 Pneumo A 58 22F 1 1 4 1 18 58
473/2017 Pneumo N 78 22F 1 1 4 1 18 58
488/2017 Pneumo N 64 22F 1 1 4 1 18 58
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ddi MLST - ST BOX-01 BOX-02 BOX-03 BOX-04 BOX-06 BOX-11 BOX-12 BOX-13 kr;zi:x
20 306 2 3 2 4 3 1 7 4 261 MCO1_09
20 306 2 3 2 4 3 1 7 4 261 MCO1_09
20 306 2 3 2 4 3 1 7 4 261 MCO01_09
20 306 2 3 2 4 3 1 7 6 263 MCO1_09
20 306 2 2 2 4 3 1 7 4 1209 ua
18 205 4 5 8 5 5 1 5 5 1028 MCO4_12
18 205 4 5 8 5 5 1 5 5 1028 MCO4_12
18 205 4 5 8 5 6 1 5 5 ua-1
1 410 4 2 9 6 2 1 1 2 ua-8
6 800 5 3 8 5 2 1 6 1 ua-3
6 800 5 3 9 5 2 1 6 1 ua-6
6 801 3 3 6 5 2 1 1 1 ua-2
6 2190 ¥ 3 7 5 2 1 5 1 ua-7
18 4738 4 4 6 5 3 1 5 S ua-5
953 14731 3 3 7 5 2 1 1 99 ua-4
953 14731 ¥ 3 7 5 2 1 1 99 ua-4
1 156 7 3 4 1 2 1 4 2 792 MCO9V_08
14 162 7 3 4 1 2 1 3 2 790 MCO9V_08
14 162 7 3 4 1 2 1 ¥ 2 790 MCO9V_08
14 162 7 3 4 5 2 1 3 2 ua-9
17 433 2 4 1 1 2 1 1 4 302 MC22F_01
17 433 2 4 1 1 2 1 1 4 302 MC22F_01
17 433 2 4 1 1 2 1 1 4 302 MC22F_01
17 433 2 4 1 1 2 1 1 4 302 MC22F_01
17 433 2 4 1 1 2 1 1 4 302 MC22F_01
17 433 2 4 1 1 2 1 1 4 302 MC22F_01
17 433 2 4 1 1 2 1 1 4 302 MC22F_01
17 433 2 4 1 1 2 1 1 4 302 MC22F_01
17 433 2 4 1 1 2 1 1 4 302 MC22F_01
17 433 2 4 1 1 2 1 1 4 302 MC22F_01
17 433 2 4 1 1 2 1 1 4 302 MC22F_01
17 433 2 4 1 1 2 1 1 4 302 MC22F_01
17 433 2 4 1 1 2 1 1 4 302 MC22F_01
17 433 2 4 1 1 2 1 1 4 302 MC22F_01
17 433 2 4 1 1 2 1 1 4 302 MC22F_01
17 433 2 4 1 1 2 1 1 4 302 MC22F_01
17 433 2 4 1 1 2 1 1 4 302 MC22F_01
17 433 2 4 1 1 2 1 1 4 302 MC22F_01
17 433 2 4 1 1 2 1 1 4 302 MC22F_01
17 433 2 4 1 1 2 1 1 4 302 MC22F_01
17 433 2 5 1 3 2 1 9 4 325 MC22F_01
17 433 2 5 1 3 2 1 9 4 325 MC22F_01
17 433 2 5 1 5 2 1 9 4 325 MC22F_01
17 433 2 5 1 3 2 1 9 4 325 MC22F_01
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Tabulka 1. Pokracovani
Table 1. Continued

Klinicka

manifestace SEIRNE
568/2017 Septi N 67 22F 1 1 4 1 18 58
161/2017 Meni N 43 22F 1 1 4 1 18 58
451/2017 Septi N 70 22F 1 1 4 1 18 58
695/2017 Pneumo N 86 22F 1 1 4 1 18 58
031/2018 Septi A 73 9N 2 8 2 4 6 1
062/2017 Pneumo N 42 9N 2 8 2 4 6 1
165/2017 Pneumo N 76 9N 2 8 2 4 6 1
168/2017 Pneumo N 75 9N 2 8 2 4 6 1
375/2017 Pneumo N 62 9N 2 8 2 4 6 1
715/2017 Pneumo A 66 9N 2 8 2 4 6 1
738/2017 Pneumo A 76 9N 2 8 2 4 6 1
729/2017 Nd N 87 9N 2 8 2 4 6 1
257/2017 Pneumo N 77 9N 2 8 2 4 6 1
671/2017 Nd nd 88 9N 2 8 2 4 6 1
137/2017 Pneumo N 70 9N 2 8 2 4 6 1
399/2017 Pneumo N 55 9N 2 8 2 4 6 1
076/2017 Meni N 54 8 2 5 1 1 16 3
268/2017 Septi A 66 8 2 5 1 il 16 3
429/2017 Pneumo N 25 8 2 5 1 ll 16 3
369/2017 Pneumo N 60 8 2 5 1 mn 16 3
464/2017 Pneumo N 70 8 2 5 1 il 16 3
732/2017 Pneumo N 49 8 2 5 1 ll 16 3
564/2017 Pneumo N 60 8 2 5 1 n 16 3
597/2017 Pneumo N 45 8 2 5 1 il 16 3
078/2017 Septi N 61 8 7 9 15 ll 42 1
134/2017 Pneumo N 66 8 7 9 15 n 42 1
214/2017 Meni A 43 8 7 9 15 n 42 1
389/2017 Pneumo A 52 8 7 9 15 ll 42 1
427/2017 Pneumo N 48 8 7 9 15 1 42 1
631/2017 Pneumo N 66 8 7 9 15 il 42 1
650/2017 Pneumo N 57 8 7 9 15 ll 42 1
113/2017 Pneumo N 7 8 2 5 14 1 6 1
100/2017 Meni N 14 8 7 9 15 il 93 1
207/2017 Pneumo N 39 8 7 9 15 ll 93 1
682/2017 Septi N 61 8 7 9 15 1 93 1
669/2017 Pneumo N 23 8 7 9 15 n 93 1
692/2017 Pneumo N 77 8 2 5 1 ll 16 26
091/2017 Pneumo N 44 8 7 9 15 n 42 267
556/2017 Meni N 10 8 7 9 15 il 42 267
112/2017 Pneumo N 65 8 7 9 15 n 42 24
481/2017 Pneumo N 35 8 7 9 15 n 42 24
704/2017 Pneumo N 74 8 496 5 1 n 16 3
660/2017 Pneumo N 62 8 7 9 15 ll ua 1

Nd - nezjisténo, Meni - meningitida, Pneumo - pneumonie, Septi - sepse, N - no, A - ano, MT - MLVA typ
Nd - not identified, Meni - meningitis, Pneumo - pneumonia, Septi - sepsis, N - No, A - yes, MT - MLVA type
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ddi MLST - ST BOX-01 BOX-02 BOX-03 BOX-04 BOX-06 BOX-11 BOX-12 BOX-13 k:ml"':i:x
17 433 2 5 1 5 2 1 9 4 325 MC22F_01
17 433 2 5 1 3 2 1 9 6 ua-10
17 433 2 3 1 1 2 1 9 4 ua-Tl
17 433 2 % 1 1 2 1 8 4 ua-12
1 66 99 3 12 2 0 2 5 2 858 MCO9N_31
1 66 99 3 12 2 0 2 5 2 858 MCOIN_31
1 66 99 % 12 2 0 2 5 2 858 MCO9N_31
1 66 99 3 12 2 0 2 5 2 858 MCO9N_31
1 66 99 3 12 2 0 2 5 2 858 MCOIN_31
1 66 99 % 12 2 0 2 5 2 858 MCOIN_31
1 66 99 3 12 2 0 2 5 2 858 MCO9N_31
1 66 99 3 99 2 0 2 6 2 1107 ua
1 66 99 % 12 99 0 2 5 2 1709 ua
1 66 99 3 9 2 0 2 5 2 1766 MCO9N_31
1 66 99 3 9 2 0 2 6 2 ua-13
1 66 99 % 9 99 0 2 5 2 ua-14
14 53 1 1 1 4 1 1 2 1 3 MCO8_NA_27
14 53 1 1 1 4 1 1 2 1 5 MCO8_NA_27
14 5% 1 1 1 4 1 1 2 1 ¥ MCO8_NA_27
14 53 1 2 1 4 1 1 2 1 18 MCO8_MA_27
14 53 1 2 1 4 1 1 2 1 18 MCO8_TA_27
14 5% 1 2 1 4 1 1 2 1 18 MCO8_NA_27
14 53 1 2 1 5 1 1 2 1 27 MCO8_MA_27
14 53 1 2 1 1 1 1 1 1 1577 ua
70 404 ¥ 2 99 2 1 2 2 1 ua-15
70 404 3 2 3 3 1 2 6 1 ua-18
70 404 ¥ 2 2 2 1 2 5 1 ua-20
70 404 ¥ 2 3 5 1 2 6 1 ua-18
70 404 3 2 4 3 1 2 6 1 ua-21
70 404 ¥ 2 13 2 1 2 5 1 ua-23
70 404 ¥ 2 3 5 1 2 6 1 ua-18
70 944 1 2 3 3 2 2 1 1 888 ua
70 1480 1 2 99 2 1 1 10 1 ua-16
70 1480 1 2 9 2 1 1 10 1 ua-19
70 1480 1 2 1 4 1 1 2 1 18 MCO8_MA_27
70 1480 1 2 9 2 1 1 10 1 ua-19
14 2299 1 2 1 4 1 1 2 1 18 MCO8_NA_27
70 13623 3 2 99 4 1 2 6 1 2936 ua
70 13623 ¥ 2 3 5 1 2 6 1 ua-18
70 14732 ¥ 2 4 2 1 2 4 1 ua-17
70 14732 3 2 4 3 1 2 4 1 ua-22
14 14735 1 2 1 1 1 1 ¥ 1 ua-24
70 ua ¥ 2 3 3 1 2 6 1 ua-18
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Obr.3.  Procento vyskytu MLVA typC (MT) u sekvenacnich typ(l (ST) analyzovaného souboru S. pneumoniae, CR, 2017.
Figure 3. Distribution of MLVA types (MT) in sequence types (ST) for selected strains of S. pneumoniae, CR, 2017

uzivatelsky snazsi a méné pracné. Ziskani vysledkd je
rychlejsii méné nakladné. Pro obé metody jsou dostupna
webova rozhrani pro uzivatelské urceni klonalni typové
charakteristiky. Nevyhodou MLVA metody je v§ak net-
plna funkénost a aktudlnost této kuratorsky spravované
webové databaze. I ptes dil¢i vyhody metody MLVA se
tento pristup klonalni analyzy pneumokokovych izolat
nestal v referencnich laboratofich standardem, kterym je
anadale zGstava metoda MLST. Nicméné metoda MLVA
mize byt dopliikem pro klonalni porovnani pfibuznosti
izolatl naptiklad z lokalnich epidemiologickych situaci.
Perspektivni odklon od MLST metody mtiZze v budoucnu
zfejmé zpusobit az rutinni vyuzivani metod sekvenace
celého genomu.
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