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Ceska republika, 2008-2020

Vohrnova S."?, Kozakova J.’

'Narodni referen¢ni laboratof pro streptokokové nakazy, Oddéleni bakteridInich vzdusnych nakaz, Centrum epidemiologie
a mikrobiologie, Statni zdravotni Ustav, Praha
23. 1ékarska fakulta Univerzity Karlovy, Praha

SOUHRN

V NRL pro streptokokové nékazy byl v letech 2008-2020 metodou latexové aglutinace urc¢ovan sérotyp u 1 038 vzork( Streptococ-
cus agalactiae od 972 pacientl. U 43 izolatll (4,4 %) se urceni sérotypu nepodafilo a byly oznaceny jako netypovatelné. Cilem této
prace bylo u téchto netypovatelnych izolatl urcit genotyp metodou multiplexové polymerazové retézové reakce (mPCR). Genotyp
se podafilo urcit u celého souboru 43 netypovatelnych izolatl. Nejcastéji byl zjistén genotyp V (41,9 %), nasledovan genotypem la
(20,9 %). U izolatl s latexaglutinaci urcenym sérotypem prevazoval sérotyp lll (29,2 %) a sérotyp V byl z hlediska vyskytu na 2. misté
(26,2 %). Byla ziskana kompletni data o vyskytu sérotypl/genotypd S. agalactiae v Ceské republice v letech 2008-2020. Monitoro-
vani vyskytu sérotypl a genotypl je dlilezitou soucasti zavadéni ptipadné vakciny proti S. agalactiae do klinické praxe.

KLICOVA SLOVA
Streptococcus agalactiae — sérotyp — genotyp

ABSTRACT
Vohrnova S., Kozakova J.: Molecular genotyping of Streptococcus agalactiae isolates with non-typeable
serotype, Czech Republic, 2008-2020

The NRL for Streptococcal Infections performed serotyping of 1038 isolates of Streptococcus agalactiae from 972 patients by the
latex agglutination method in 2008-2020.

Forty-three isolates (4.4%) whose serotyping failed were classified as non-typeable. The aim of the present study was to determine
the genotype of these non-typeable isolates using multiplex polymerase chain reaction (mPCR). Genotyping was successful in the
entire set of 43 non-typeable isolates. The most common genotype was V (41.9%), followed by la (20.9%). The isolates serotyped
by latex agglutination were predominantly assigned to serotype Il (29.2%) and V (26.2%). Complete data were obtained on the
prevalence of S. agalactiae serotypes/genotypes in the Czech Republic in 2008-2020. Monitoring the serotype and genotype dis-
tribution of the pathogen is a prerequisite for the introduction of a potential vaccine against S. agalactiae into clinical practice.
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lactiae, u kterych nelze urcit sérotyp, se nazyvaji nety-
povatelné (nontypeable, NT).

Streptococcus agalactiae (streptokok skupiny B,
Group B Strep, GBS) je grampozitivni, kataldza nega-
tivni, fakultativné anaerobni opouzdieny kok radici se
do fetizk(, vytvarejici na krevnim agaru beta-hemoly-
zu, kterd je obvykle méné vyrazna nez u Streptococcus
pyogenes.

Na povrchu bakterie se nachazi skupinové specificky
sacharidovy antigen, fadici S. agalactiae do skupiny B
v systému séroskupin streptokoku podle Lancefieldové
[1]. Pouzdro obklopuijici S. agalactiae je tvofeno polysa-
charidy, které jsou typové specifické, na zakladé jejich
slozeni se urcuje 10 sérotypl - la, Ib, Il az IX [2]. S. aga-
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Polysacharidové pouzdro S. agalactiae zprostiedko-
vava bakterii ochranu pfed navazanim komplementu,
brani opsonizaci a fagocytdze. Kapsularni polysacharidy
tak predstavuji nejvyznamnéjsi faktor virulence S. aga-
lactiae a jsou vyuzivany pfi navrhovani vakcin proti
tomuto agens [3]. Polysacharidy pouzdra jsou tvoreny
opakujicimi se strukturami monosacharidt glukézy,
galaktézy, kyseliny N-acetylneuraminové a N-acetylglu-
kosaminu, jejichz pofadim je urcen sérotyp [4]. U viech
sérotypu je polysacharidovy fetézec ukoncen kyselinou
N-acetylneuraminovou (Neu5Ac, kyselina sialova), ktera
zprostifedkovava maskovani S. agalactiae za humanni
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bunky, které maji na svém povrchu téz vazanou kyse-
linu N-acetylneuraminovou. Terminalni kyselina N-ace-
tylneuraminovda dale umoznuje vazbu bakterie na Sia
receptory (tzv. Siglecs - Sialic acid-binding immuno-
globulin-type lectins) bunék imunitniho systému, a tim
tlumi imunitni reakci organismu [5]. Geneticky podklad
tvorby pouzdra S. agalactiae je dén capsule polysaccha-
ride synthesis (cps) operonem.V cps operonu se nachazi
geny koédujici proteiny Ucastnici se regulacnich procest
bakterie, syntézy bakteridlniho pouzdra a syntézy kyse-
liny sialové [6].

Soucasnym standardem v urcovani sérotypu S. aga-
lactiae je latexaglutinaéni test. Izolat s netypovatelnym
sérotypem neaglutinuje s zadnym testovacim sérem,
pfipadné reaguje pozitivné s vice séry. Pfi¢inou nety-
povatelnosti izolatu je nizka ¢i Zadnd exprese kapsular-
niho polysacharidu, ktera je zplUsobena alteraci ¢i inak-
tivaci tvorby pouzdra rdznymi typy mutaci pfevazné
v genech ¢ps [7]. Nejcastéjsi zménou zpUsobujici ztratu
pouzdra je jednobodova mutace, vytvérejici v sekvenci
nukleotidl cps genu predcasny stop kodon. Dalsim dd-
vodem netypovatelnosti izolatu muze byt vyskyt kap-
sularni strukturdIni varianty, ktera nereaguje s zddnym
nyni dostupnym typoveé specifickym sérem [7, 8.

Pomoci molekularné genetickych metod Ize identifi-
kovat ¢asti sekvenci gen( cps tvoficich pouzdro a na z&-
kladé toho poté urcit genotyp. Stejné jako u sérotypt je
rozliSovano 10 genotypt - la, Ib, Il az IX.

Do Narodni referen¢ni laboratofe pro streptokokové
nakazy (NRL/STR) jsou dorucovany izolaty S. agalactiae
ziskané od pacientll se symptomatickym infekénim
onemocnénim vcetné infikovanych koznich defektd,
abscesU, sepsi a novorozeneckych sepsi a meningitid
a téz izoldty od novorozencu s prokdzanym nosic¢stvim
S.agalactiae.V NRL/STR je provedeno potvrzeni identi-
fikace S. agalactiae a urceni sérotypu latexaglutinacni
reakci s kapsularnim antigenem. Pokud se takto nepo-
dafi urcit sérotyp, jedna se o izolat s pravdépodobné
netypovatelnym sérotypem a v rdmci dalsiho dourceni
se provadi molekuldrné genetické vysetieni genotypu.

MATERIAL A METODIKA

V této studii jsme se zaméfili na izoldty S. agalactiae,
které byly do NRL/STR doruceny v letech 2008-2020.
Jednalo se o 1 038 izolatll od 972 pacientd. V nékolika
pfipadech bylo od jednoho pacienta vysetfeno sou-
¢asné nékolik vzorkd. Tyto duplicitni ¢i triplicitni vzorky
byly testovany se shodnym vyslednym sérotypem, pou-
ze v jednom pfipadé se sérotypy urcené u jednoho pa-
cienta lisily. V dalS$im zpracovani dat se vychazelo z dat
bez duplicitnich vzorkl se stejnym sérotypem. Izolaty
byly ziskany z infekénich onemocnéni i z nosiéstvi.

Z 972 izolatd se u 43 (4,4 %) nepodafrilo urcit sérotyp
latexaglutinac¢nim testem a byly oznaceny jako netypo-
vatelné. Vétsina netypovatelnych kmen( nereagovala

s zadnym latexaglutinacnim sérem, ve dvou pfipadech
kmen reagoval s vice séry.

Ze 43 izolath s netypovatelnym sérotypem bylo 29
ziskano od zen a 14 od muzQ.

V souboru 43 izolatd bylo 12 prokdzdno u pfipadu
symptomatického infek¢niho onemocnéni. Jednalo se
0 6 pacientek Zzenského pohlavi a 6 pacientll muzského
pohlavi, vékové rozlozeni pacientll bylo 56-85 let, pou-
ze v jednom pfipadé se jednalo o 34letou pacientku
po porodu. Z 12 ptipadli symptomatického infekéniho
onemocnéni se v 7 pfipadech jednalo o invazivni one-
mocnéni (invazivita infekce byla stanovena na zakladé
zaslaného materialu — jednalo se o bakterialni kulturu
z zZilni krve) a v 5 pfipadech byl izolat ziskan ze stéru
zkozniho defektu, zabscesu a zmoce, tedy z neinvaziv-
nich infekénich onemocnéni.

Ze 43 netypovatelnych izolatl se v 31 ptipadech jed-
nalo o nosi¢stvi, kdy 4 izolaty byly ziskany od gravid-
nich zen ze stérl z oblasti pochvy a 27 izolatl bylo zis-
kano prevazné z koznich stérd od 26 novorozenct a od
1 kojence (8 muzského pohlavi a 19 Zenského pohlavi).

U 43 izolatl s netypovatelnym sérotypem bylo pro-
vedeno vysetfeni genotypu pomoci metody multi-
plexové polymerazové retézové reakce (mPCR).

Izolaty S. agalactiae byly kultivovany na krevnim
agaru (Oxoid) pres noc pfi 35-37 °C v normalni atmo-
sféfe. Dlouhodobé jsou kmeny skladovany v kryo-
zkumavkach (ITEST KRYOBANKA B, ITEST plus s.r.o.) pfi
-70 °C ve sbirce NRL/STR.

Potvrzeni spravné identifikace S. agalactiae bylo pro-
vadéno urcenim skupinové specifického antigenu po-
moci komeréni soupravy (Streptococcal grouping Kkit,
Oxoid Diagnostic Reagents).

Sérotyp byl ur¢ovdn komercnim latexaglutina¢nim
testem (ImmulLex Strep-B Kit, Statens Serum Institut,
Déansko).

Izolace DNA izolatll s netypovatelnym sérotypem
byla provedena pomoci komercni soupravy (QlAamp
DNA mini kit, Qiagen).

Uréeni genotypu u netypovatelnych S. agalactiae
bylo provadéno metodou multiplexové PCR se zobra-
zenim vyslednych amplikond pomoci gelové elektro-
forézy. Principem mPCR metody podle Imperi [9] je
identifikace sekvenci typickych pro jednotlivé genoty-
py la, Ib, Il az IX v genech ¢psG, cpsl, cps) a cpsN, dale se
urCuje pfitomnost genu cpsL, ktery slouzi jako vnitfni
pozitivni kontrola spravné identifikace S. agalactiae.

VYSLEDKY A DISKUSE

U celého souboru 43 izol4tl S. agalactiae s netypova-
telnym sérotypem se podafilo urcit genotyp. Ve studo-
vaném souboru byl molekuldarné geneticky nejcastéji
urcen genotyp V (18 izolatll), ndsledovan genotypem
la (9) a lll (8), 3x byly uréeny genotypy Ib a Il a 1x geno-
typy IVaVl.
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Ze 7 invazivnich izolath byl urcen ve 4 pfipadech
genotyp V, 1x byly uréeny genotypy la, Ib, a Il. U izola-
tl z neinvazivnich onemocnéni byl 3x uren genotyp

Tabulka 1. Izolaty S. agalactiae s netypovatelnym sérotypem, Ceska republika, 2008-2020
Table 1. S. agalactiae isolates with non-typeable serotype, Czech Republic, 2008-2020

Infekéni onemocnéni

B S T

2009 78r. Zena hemokultura

2009 56r. Zena hemokultura NT
2010 66 . muz hemokultura NT
2012 59r. zena hemokultura NT
2012 57r. muz stér defektu NT
2014 67r. zena absces nohy NT
2014 34r. zena absces sutury NT
2016 58r. muz moc NT
2016 76r. muz stér defektu NT
2018 85r. muz hemokultura NT
2018 61r. zena hemokultura NT
2018 neudéano muz hemokultura NT

Nositstvi |

2008 29r. zena pochva NT
2009 27 . zena pochva NT
2009 30r. zena pochva NT
2010 25r. zena pochva NT
2008 0-11 m. zena ucho NT
2008 0-11 m. zena moc NT
2008 0-11m. muz ucho NT
2008 0-11 m. zena axila NT
2009 0-11 m. zena zaludek NT
2009 0-11 m. zena axila NT
2009 0-11 m. zena axila NT
2009 0-11 m. muz ucho NT
2009 0-11 m. muz ucho NT
2009 0-11 m. Zena axila NT
2010 0-11 m. Zena ucho NT
2010 0-11 m. Zena ucho NT
2010 0-11 m. Zena ucho NT
2010 0-11 m. zena axila NT
2011 0-11 m. muz axila NT
2013 0-11 m. muz axila NT
2014 0-11 m. zena axila NT
2014 0-11 m. zena axila NT
2014 0-11 m. zena ucho NT
2015 0-11 m. zena ucho NT
2016 0-11 m. zena ucho NT
2018 0-11 m. muz pupek NT
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V a 1x genotypy la a lll. Celkem byl genotyp V zjistén
u 7 z 12 izolatd z invazivnich i neinvazivnich infekénich
onemocnéni - tabulka 1.

po porodu

gravidni
gravidni
gravidni
gravidni
novorozenec
novorozenec
novorozenec
novorozenec
novorozenec
novorozenec
novorozenec
novorozenec
novorozenec
novorozenec
novorozenec
novorozenec
novorozenec
novorozenec
novorozenec
novorozenec
novorozenec
novorozenec
novorozenec
novorozenec
novorozenec

kojenec
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pokracovdni Tabulky 1

I T

2018 0-11 m. zena
2018 0-11m. zena
2020 0-11m. zena
2020 0-11 m. muz
2020 0-11 m. muz

NT - netypovatelny

m. — mésice

r.—roky

NT - non-typeable

m. — months

r.—years

v, 155

IV, 18

i, 284 A

in, 203 |

moc
ucho
ucho

ucho

axila

== lvin, 8

Ik, 41

novorozenec
NT Vv novorozenec
NT \% novorozenec
NT Vv novorozenec
NT Vv novorozenec

Vi, 73
I ¢ b5
‘genotyp i, 3
: | genotyp I, 8
“INT=43 | : :
- & nemp |',"__ 1
| genotyp ¥, 18
" la, 125

 genotyp 1, 1

Graf 1. Absolutni pocty sérotypU S. agalactiae, absolutni pocty genotypu S. agalactiae s netypovatelnym

sérotypem, CR, 2008-2020

Figure 1. Absolute numbers of serotypes of S. agalactiae, absolute numbers of genotypes of S. agalactiae
with non-typeable serotype, Czech Republic, 2008-2020

NT - netypovatelny izoldt
NT - non-typeable serotype

V souboru 31 netypovatelnych izolatl S. agalactiae
prokazanych z nosi¢stvi byl nejcastéji uréen geno-
typ V (11 pfipadu), genotyp la a lll (po 7 ptipadech), po
2 pripadech genotypy Ib a Il a 1x byly uréeny genotypy
IVaVl

U 929 izolatl s latexaglutinaci urcenym sérotypem
dorugenych v letech 2008-2020 byl nejcasté&ji urcen
sérotyp lll (284 izolatd), nasledovan sérotypem V (255),
la (125) a Il (109), dalsi sérotypy jsou jiz méné cCasté -
graf 1.

Byly ziskany kompletni vysledky sérotypu/genotypu
u viech izolatt S. agalactiae zaslanych do NRL/STR v le-
tech 2008-2020.

Cetnost jednotlivych sérotypl vs. genotypl se lisi
mezi izolaty ur¢enymi latexaglutinaci a molekuldrné ge-
neticky, kdy latexaglutinaci nej¢astéji urcenym séroty-
pem byl sérotyp Il a molekuldrné geneticky byl nejcas-
t&ji urcen genotyp V, nasledovan genotypem la. Izolaty

s netypovatelnym sérotypem a s genotypem V byly po-
mérové nejcetnéji uréeny i v dalSich studiich [10], davod
tohoto zjisténi neni zcela jasny, moznym vysvétlenim je
sklon nékterych linii izolatd S. agalactiae genotypu V ke
genetické a antigenni diverzité [8].

Molekuldrné genetické testovani izolatl s netypova-
telnym sérotypem nam zajistuje stanoveni genotypu.
Pokud se nepodaii urcit genotyp, nelze vyloucit, Zze by
se mohlo jednat o izolat s novym kapsularnim typem.

Zjistovani cetnosti jednotlivych sérotypd a monito-
rovani poctu netypovatelnych izolatd hraje roli pfi pfi-
padném zavadéni vakciny proti S. agalactiae do klinické
praxe. Ve vyvoji jsou v soucasnosti polyvalentni vakciny
polysacharidové, které obsahuji typové specifické po-
lysacharidy konjugované na proteinovy nosic. Déle je
ve vyvoji proteinova vakcina zaloZzena na tvorbé pro-
tilatek proti N-termindlnim doménam membranovych
proteind Rib, AlphaC a Alp 1-3. Proteiny Rib, AlphaC
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a Alp 1-3 jsou vazany na povrchu téméf viech izolatl
S. agalactiae a jejich struktura je pfevazné homologni
napfic izolaty.

Jak je znamo ze zku3enosti s multivalentnimi konju-
govanymi vakcinami proti Streptococcus pneumoniae,
typové specifické vakciny mohou vytvaret selekéni
tlak na populaci bakterii, coz m{ize vést ke zvyhodné-
ni bakterii se sérotypy ve vakciné neobsazenymi a dale
bakterii bez pouzderného antigenu. Pfi pfipadném
zavedeni polyvalentni polysacharidové vakciny proti
S. agalactiae do klinické praxe tedy nelze vyloucit po-
dobnou situaci tzv. sérotypového replacementu, ktery
vidime u Streptococcus pneumoniae. Téz by mohlo dojit
k Cetnéjsimu vyskytu S. agalactiae s netypovatelnym
sérotypem, jehoz pouzdro je méné vyrazné vytvoreno,
¢i netvofi pouzdro vibec, a tim by bakterie unikala po-
zornosti postvakcinacnich protilatek.

V rdmci prevence invazivnich onemocnénivyvolanych
S. agalactiae u novorozenct je v Ceské republice dopo-
ruceno testovat vsechny gravidni Zeny na pfitomnost
S.agalactiae ve stéru z vaginalni sliznice a zrekta v 35. az
37. tydnu téhotenstvi. V pripadé pozitivniho zachytu se
rodi¢ce poddava antibioticka profylaxe (intrapartum an-
tibiotic prophylaxis, IAP). Profylaxe se zahajuje se zacat-
kem porodni Cinnosti a pokracuje dale v pravidelnych
intervalech po dobu trvani porodu. Antibiotikem prvni
volby je penicilin G ¢i ampicilin intravendzni infuzi. Pri
alergii na penicilin jsou podavany cefalosporiny 1. ge-
nerace, pfi anamnéze anafylaktické reakce po penicilinu
je indikovan klindamycin ¢i vankomycin. IAP se podava
i v pfipadé ndlezu S. agalactiae v moci gravidni Zzeny ¢i
v pfipadé invazivniho onemocnéni vyvolaného S. aga-
lactiae u ditéte z predchozi gravidity.

V Ceské republice neni zaveden program surveillance
invazivnich onemocnéni vyvolanych S. agalactiae. Do
NRL/STR jsou izolaty S. agalactiae z nosi¢stvi a invaziv-
nich i neinvazivnich onemocnéni zasilany na bazi dob-
rovolnosti. Zasilani izolatd do NRL/STR a jejich typizace
je vyznamna pro sledovani vyskytu sérotypu/genotypl
v Ceské republice. NRL/STR dékuje viem laboratofim,
které izolaty S. agalactiae k typizaci zasilaji, a zaroven
apeluje na ostatni laboratore, aby izolaty S. agalactiae
predevsim z invazivnich onemocnéni do NRL/STR zasi-
laly.

ZAVER

V obdobi 2008-2020 se vyskytlo 43 izolatl S. aga-
lactiae s netypovatelnym sérotypem, coz predsta-
vuje 4,4 % ze viech izolatl dorucenych do NRL/STR.
U viech 43 netypovatelnych izoldtl byl molekularné
geneticky urcen genotyp. Nejcastéji byl ur¢en genotyp
V (u 41,8 % netypovatelnych izolatl), nasledovan geno-
typem la (20,9 %). U izolatu s latexaglutinaci uréenym
sérotypem prevazuje sérotyp Il (29,2 %) a sérotyp V je
z hlediska vyskytu na 2. misté (26,2 %).
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Netypovatelné izolaty byly ziskany ze vzorka pfipa-
dl infekéniho onemocnéni u dospélych a z nosi¢stvi
u gravidnich Zen a novorozenc(, zadny netypovatelny
izolat nebyl piivodcem infekéniho onemocnéni novo-
rozence.

V pfipadé zavadéni polyvalentni polysacharidové
vakciny proti S. agalactiae do klinické praxe bude tfeba
zjistit, zda zavadéna vakcina nabizi pokryti vyskytuji-
cich se sérotypd.
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