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Charakterizace kmenl Streptococcus pneumoniae metodou MLVA
(Multiple-Locus Variable number tandem repeat Analysis)
v NRL pro streptokokové nakazy SZU
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— Souhrn e Summary

Pro klonélni analyzu kment Streptococcus pneumoniae z invazivniho pneumokokového onemocnéni byla v NRL
pro streptokokové nakazy SZU zavedena a ovéfena metoda Multiple-Locus Variable number tandem repeat Ana-
lysis (MLVA). Oproti rutinné pouzivané metodé Multilocus Sequence Typing (MLST) je vyhodou metody MLVA
snadnost a rychlost provedeni i niz§i nakladnost. RozliSeni klont je u obou metod obdobné. Standardem klonélni
analyzy pro molekularni surveillance pivodci zdvaznych pneumokokovych infekci je vSak MLST, MLVA muze
byt doplitkem pro klondlni porovnani izolatd z lokalnich epidemiologickych situaci.

The NRL for Streptococcal Infections implemented and tested Multiple-Locus Variable number tandem repeat
Analysis (MLVA) for clonal analysis of Streptococcus pneumoniae strains from invasive pneumococcal disease.
As compared to the routinely used Multilocus Sequence Typing (MLST) method, MLVA has the advantage of being
easier, faster, and less expensive to perform. Both methods have similar resolution. Nevertheless, the standard
method for clonal analysis in molecular surveillance of causative agents of severe pneumococcal infections is
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MLST, and MLVA can be used as a complementary method for clonal comparison of local isolates.
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UvVOD

Pro pribéznou epidemiologickou surveillance invazivniho
pneumokokového onemocnéni (IPO) na trovni referenc-
nich pracovist a pro zjistovani charakteristik izolat Strep-
tococcus pneumoniae pii mistnim vyskytu onemocnéni jsou
klasické mikrobiologické metody nahrazovany molekularné
genetickymi postupy. Kapsularni typovd charakteristika
pneumokokovych izolatd je nové ur¢ovana multiplex po-
lymerazovou fetézovou reakci (mPCR) [1] ¢i sekvenaci
genl kapsularniho operonu (Capsular Sequence Typing,
CST). Pro porovnani genomickych charakteristik pneumo-
kokovych izolatd je pouZivana makrorestrikéni analyza
elektroforézou v pulznim poli (Pulsed-Field Gel Electro-
phoresis, PFGE). Klonélni charakteristiky izolata jsou zjis-
fovany metodou multilokusové sekvencni typizace (Multi-
locus Sequence Typing, MLST) [2], provadéné ve schématu
sedmigenovém ¢i celogenomovém. Alternativni metodou
klonalni charakterizace pneumokokovych izoltd je ana-
lyza tandemové repetitivnich intergenovych oblasti (Mul-
tiple-Locus Variable number tandem repeat Analysis,
MLVA). Metoda MLVA pro S. pneumoniae byla v ramci
feseni vyzkumného projektu zavedena v Narodni referencni
laboratofi pro streptokokové nakazy SZU (NRL) jako do-
plnék k rutinné pouzivanym metoddam mPCR a MLST.

Metody MLST a MLVA popisuji klonalné typovou cha-
rakteristiku izolatl sekvenénim typem (ST), resp. mlva-
typem (MT). ST i MT udaj je vztaZen k profilu alelickych
variant skupiny genovych ¢i intergenovych oblasti. Meto-
dy MLST a MLVA uZivaji sjednocenych typizac¢nich sché-
mat kuratorsky spravovanych ve webovych databazich
a umoziuji tak pfesnou korelaci genotypovych udaja zis-
kanych jednotlivymi laboratofemi.

PROVEDENI A VYSLEDKY

V NRL jsou izolaty od pacient s IPO charakterizovany
metodou MLST jeZ je standardem klondlni charakterizace
kmend S. pneumoniae v globalnim ramci. U podsouboru
izolatd z IPO z roku 2017 jsme provedli téZ MLVA analy-
zu. Varianty MLVA analyzy byly vyvinuty nékolika labo-
ratofemi [3-6], zvolili jsme variantu dle Elberse ez al., u kte-
ré je k dispozici analytické webové rozhrani s databazi
obsahujici vice neZ 3200 MT charakteristik s alelickymi
profily [7].

U genomu S. pneumoniae byly diive popsany vice-
cetné pritomné intergenové BOX oblasti, tvorené oligonu-
kleotidovymi useky v tandemové repetitivnim usporddani
a o proménlivém poctu (Variable Number Tandem Repeat,
VNTR), moznou funkci oblasti je ucast v regulaci genové
exprese [8]. Nami zvolena varianta MLVA zjiStuje pocet
repetitivnich boxB tisekll o délce 45 bp u osmi BOX oblas-
ti. Vystupem analyzy je Ciselny profil, oznacujici u jed-
notlivych oblasti pocet boxB repetic, a téZ sumarizujici MT
charakteristika, jeZ je profilu pfifazena schématem webo-
vé MLVA databéze.
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Analyzovany soubor 48 izolatd tvofil vybér kment sé-
rotypu vakcinacnich (1, 4, 9V) i nevakcinacnich (8, 9N,
22F).

Pfi MLVA analyze jsme u genomové DNA pneumoko-
kovych izolatd provedli PCR amplifikace fragmentd jed-
notlivych chromozomélnich BOX oblasti obsahujicich boxB
repetice. Amplifikacni primery, specifické pro kazdou BOX
oblast, obsahovaly fluorescenéni znacku, umoziujici na-
slednou elektroforetickou detekci produktd amplifikace.
Genetickym analyzatorem ABI 3130x1 byla zjistovana ve-
likost amplikonii jednotlivych BOX oblasti a z ni aproxi-
movan pocet boxB repetic. Spravna funkce algoritmu, pfi-
fazujiciho pocet repetic, byla u amplikont, reprezentujicich
odlisné alelické varianty BOX oblasti, ovéfena sekvenaci.

Vysledky klondlni analyzy metodou MLVA ramcové
velmi dobfe odpovidaly klonalnim charakteristikim urce-
nym metodou MLST a dobte odpovidaly tézZ typovym cha-
rakteristikdm uréenym mPCR genotypizaci.

ZAVER

Pro klondlni charakterizaci izolatl S pneumoniae jsme
v NRL zavedli a ovéfili metodu analyzy MLVA. Metoda
poskytuje rozliSeni srovnatelné s metodou MLST uziva-
nou globalné jako standardni. Oproti sekvenacni metodé
MLST je provedeni metody MLVA podstatné metodicky
jednodussi, uZivatelsky snazsi a méné pracné, ziskani vy-
sledkd je rychlejsi, je i méné nakladné. Obdobné jako u me-
tody MLST je i pro metodu MLVA dostupné webové roz-
hrani pro uzivatelské ur€eni klonalni typové charakteristiky.
I pfes dil¢i vyhody metody MLVA se tento pristup klonalni
analyzy pneumokokovych izol4ti nestal v referencnich la-
boratofich prioritnim — tim ziistavd metoda MLST, v sou-
Casnosti prechazejici k provedeni v celogenomovém roz-
sahu poskytujicim jemnéjsi rozliSeni. Metodu MLVA lze
vhodné pouZzit napiiklad pro ¢asové zrychlené zjistovani
klonalni ptibuznosti u izolatd z epidemiologickych situaci
lokélniho charakteru, u ohniskového vyskytu infekce ¢i
porovnani kmenti od pacienta a kontaktnich osob.
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