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SOUHRN

Virus chripky typu A je d@lezitym vyvolavatelem akut-
nich respiracnich infekci (ARI). Klinické projevy této
infekce se pohybuji od mirnych ¢&i stredné tézkych
pribéhl az po zivot ohrozujici stavy vyzadujici inten-
zivni péci. S ohledem na segmentovany genom, velky
prirodni rezervoar dalsich subtypl i selekéni tlak pro-
tildtek v populaci se jedna o virus proménlivy a gene-
ticky nestabilni. Fylogeneticka analyza a genotypizace
virli chiipky A/H3N2 izolovanych od pacientd hospi-
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Influenza A virus is an important cause of acute respi-
ratory infections (ARI). Clinical manifestations of ARI
vary from mild or moderate to life-threatening condi-
tions requiring intensive care. Given the segmented
genome, a large natural reservoir of other influenza
virus subtypes, and antibody selection pressure in
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talizovanych s pfiznaky ILI v Nemocnici Na Bulovce
v sezoné 2011/2012 podporuje nazor, ze patogenita
je polygenni znak, ktery je modifikovan aktudlnim
zdravotnim stavem hostitele a pravdépodobné neni
jednoznacéné svdazany s konkrétnimi mutacemi.

KLiCOVA SLOVA
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the population, the virus is variable and genetically
unstable. The phylogenetic analysis and genotyping
of A/H3N2 influenza viruses isolated from patients
hospitalised with influenza-like illness symptoms in the
Na Bulovce Hospital in the season 2011/2012 support
the assumption that the pathogenicity is a polygenic
trait modifiable by the host health status and seems
not to be unambiguously associated with any specific
mutations.
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uvop

Chfipkové viry typu A jsou dilezitymi vyvolava-
teli infekci u lid{ i zvifat, které svymi klinickymi
projevy osciluji od lehkych forem az po zavazné,
zivot ohrozujici stavy. Chtipkovy virus je charak-
teristicky segmentovanym genomem tvofenym
8 molekulami jednovlaknové RNA. Segmentovany
charakter genomu v kombinaci s absenci editac-
nich mechanism pii replikaci virové RNA vytvari
zaklad pro ohromnou genetickou proménlivost.
Tato geneticka variabilita spo¢iva bud v postupné
kumulaci bodovych mutaci vedoucich ke zméné
antigennich vlastnosti, zvySeni patogenity ¢i re-
zistence na antivirotika, nebo umoznuje hybridi-
zaci odliSnych viriond pti koinfekci. Hybridizace
viriontl, tzv. geneticky reassortment je podle
soucasnych znalosti zakladnim mechanismem
mezidruhového prenosu infekce a vzniku pande-
mickych variant viru [3]. V soucasnosti v lidské
populaci cirkuluji tfi zakladni subtypy viru chiipky
A, atoH3N2, HIN1a od roku 2009 tzv. pandemicka
HIN1. Chfipkova sezona 2011/2012 byla v CR stejné
jako v jinych evropskych statech charakterizovina
dominanci subtypu A/H3N2 s minoritni cirkulaci
typu B [1]. Subtyp A/H3N2 se v této sezoné prosadil
jako epidemicky kmen témér po dvouleté odmlce,
béhem Kkteré cirkulovala pandemicka varianta
A/HIN1. Cilem naseho kratkého sdéleni je charak-
teristika genetické variability vir@ chfipky typu
A/H3N2, které byly izolovany od pacientd ptijatych
k hospitalizaci v Nemocnici Na Bulovce v sezoné
2011/2012.

SOUBOR A METODIKA

Soubor vzorkii pochézel od 19 pacientll pozitiv-
nich na virus chfipky A/H3N2. Vsichni pacienti
méli pfiznaky ILI a byli pfijati k hospitalizaci do
Nemocnice Na Bulovce v obdobi inor az kvéten
2012. Pri pfijmu byl u pacientdl odebran stér z
nosohltanu a z obou nosnich priduchi a pouzit
pro molekularni detekci a izolaci viru chtipky A.
Molekularni detekce a typizace byla provedena
s vyuzitim metody RT-qPCR (Center for Disease
Control, Atlanta, USA) a izolace viru pak pomoci
bunécéného systému MDCK SIAT-1 [10]. Nakonec
byly ziskané izolaty podrobeny celogenomovému
sekvenovani a nasledné fylogenetické analyze a ge-
notypizaci. Pro celogenomové sekvenovani byly
pouzity vybrané oligonukleotidy z nasi knihov-
ny primerQ pokryvajici vSechny segmenty viru
chtipky A. Po editaci, sestavé a kvalitativni ana-
lyze sekvenci vSech izolath bylo provedeno jejich
srovnani [6] a urCeni stupné sekvencni identity
na nukleotidové i aminokyselinové urovni [5].
Fylogeneticka analyza pro kazdy segment byla
provedena s vyuzitim Neighbour-Joining nebo

Maximum Likelihood metod [2]. Dendrogramy se
graficky upravily s vyuzitim TreeExplorer aplika-
ce programu MEGA 4 [9]. Vysledky fylogenetické
analyzy se shrnuly s vyuzitim principti digitalni
genotypizace [8]. VSechny sekvence byly zadany
do databaze GenBank.

VYSLEDKY

Z 19 A/H3N2 pozitivnich vzorkl bylo tispésné izolo-
vano deset reprezentativnich kmenti, na zakladé
kterych se provedla fylogeneticka analyza a geno-
typizace. Primérny vék téchto deseti hodnocenych
pacientt byl 57 let, vékové rozmezi 28-95 let. Tii
nejstarsi pacientky mély zakladni interni chronic-
ké onemocnéni (ischemicka choroba srdec¢ni, ate-
roskleroticka demence). Nej¢astéji pozorovanymi
symptomy byly kaSel a horecka, klinicky priibéh
byl mirny az stfedné zavazny. VSichni pacienti
byli 1é¢eni symptomatickou terapii, virostatikum
nebylo podavano. U dvou pacientek byl pribéh
komplikovan sekundarni bakteridlni infekci dy-
chacich cest typu bronchitidy, které byly 1lé¢eny
antibiotiky. Nebyl evidovan ani jeden fatalni
pribéh. Doba hospitalizace se pohybovala v roz-
mezi dva az pét dni (tab. 1). Porovnani sekvenci
ziskanych kmenfti na nukleotidové irovni odhalilo
prekvapivé vysokou sekvencni variabilitu mezi
urcitymi segmenty (tab. 2). Na aminokyselinové
urovni byla sekvencni variabilita vyrazné nizsi,
s rozdily hlavné u proteinu NS2, H3, PB2 a N2.
Mapovani molekularnich marker majicich vztah
k patogenité v genomu H3N2 izolath indikovalo
uniformni pritomnost celé $§kaly patogennich
mutaci popsanych u jinych subtypt viru chfip-
ky A a v jinych, prevazné ptacich hostitelskych
systémech. Za pozornost stoji mutace PB2 E627K
a dale mutace v proteinech NA a M1 indikujicich
rezistenci na antivirotika. Dal§im zajimavym
zjisSténim je diferencialni exprese proteinu PB1-F2
mezi izolaty, a to iplné a zkracené verze (34 ami-
nokyselin) v poméru 4 : 6.

Nukleotidova variabilita se odraZela i v analyze
fylogenetickych vztahti, kde v zavislosti na seg-
mentu byla pozorovana separace sekvenci na dvé
az Ctyti pribuzné, ale jasné rozliSitelné sublinie.
Dendrogram zkonstruovany na zakladé vybra-
nych H3 sekvenci [4] odhalil, Ze vSech deset izo-
14t patfi do linie A/Victoria/208 (s referen¢nim
kmenem A/Victoria/208/09), sublinii 3B, 3C a 6
a vyrazné se odchyluji od vakcina¢niho kmene
A/Perth/16/09 (obr. 1). Porovnani sekvenci HAl
domén nasich izolath oproti A/Perth/16/09 odkrylo
11-15 aminokyselinovych rozdilli, z nichz Sest az
osm bylo lokalizovanych ve zndmych antigennich
oblastech molekuly H3. Shrnuti vysledkdi fyloge-
netickych analyz vSech genomickych segmenti
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Tabulka 1. Demografické a klinické ukazatele pacientt, u nichZ byl izolovan a geneticky analyzovan virus ch¥ipky A/H3N2

Table1. Demographic and clinical characteristics of patients from whom A/H3N2 influenza virus was isolated and genetically analyzed
Pohlavi Vék Interni komorbidita, N&dzev kmene viru Poslechovy nélez RTG plic a srdce Komplikace
gravidita - nalez

Zena 43 depresivni syndrom A/CzechRep20/2012 | zostfené dychani fyziologicky -

Muz 37 - A/CzechRep76/2012 fyziologicky neproveden -

Zena 84 ICHS A/CzechRepl30/2012 bazalni chripky fyziologicky bakteridlni
superinfekce
dychacich cest

Zena 28 - A/CzechRepl21/2012 fyziologicky fyziologicky bakterialni
superinfekce
dychacich cest

Zena 37 gravidita A/CzechRep98/2012 fyziologicky fyziologicky -

3t

Muz 37 = A/CzechRepl14/2012 zostrené dychani fyziologicky =

Zena 55 hypertenze, A/CzechRepl38/2012 bazalni chrdpky fyziologicky =

hypercholesterolémie

Muz 71 - A/CzechRepl126/2012 fyziologicky neproveden -

Zena 86 AS demence A/Vsetin119/2012 fyziologicky neproveden -

Zena 95 ICHS, AS demence A/Vsetin120/2012 bazalni chrapky kardidlni méstnani | -

ICHS - ischemicka choroba srdecni, AS - aterosklerotickd demence
CHD - coronary heart disease, AS - atherosclerotic dementia

ve formé genotypizace indikovalo pritomnost
péti rozliSitelnych genotypi, pficemz jeden vy-
kazoval ptvod z intrasubtypového reassortmentu
vpoméru7:1l.

DISKUSE A ZAVER
AcKkoliv prezentovany soubor je v disledku mirné
epidemické sezony pocetné velmi limitovany,
predkladdme nasledujici pracovni zavéry:

e Analyza chfipkovych kment ze sezony 2011/2012
ukazala, zZe byly jiZ evolucné jasné oddéleny od
vakcindlniho kmene A/Perth/16/2009.

e Relativné vyrazna nukleotidova, ale nizka ami-
nokyselinova variabilita indikuje pfevladajici
synonymni kodonovou variabilitu mezi ana-
lyzovanymi kmeny. To ukazuje na kocirkulaci
funk¢éné i antigenné relativneé ekvivalentnich
segmentill, které se odliSuji na genotypové

urovni.

Tabulka 2. Sekvencni variabilita analyzovanych kmen( chfipky A/H3N2 na nukleotidové a aminokyselinové urovni v absolutnich
a procentualnich hodnotéch

Table 2. Sequence variability in A/H3N2 influenza strains at the nucleotide and amino acid level given in the absolute and percent
values
Segment
NP
Variabilita 61/2308 50/2309 30/2200 43/1728 18/1529 21/1431 10/991 18/855
(nt) 2,64% 2,17% 1,36% 2,357% 1,18% 1,45% 1% 211%

Variabilita 12/759 6/757 3/716 16/566 100% 7/469 M1100% NS14/230;1,74%

(amk) 1,58% 0,79% 0,42% 2,83% ? 1,49% M2 100% NS2 4/121; 3,31%

Kazdy segment koduje jeden protein, segmenty MP a NS jsou bicistronické.
nt - nukleotidy, amk - aminokyseliny

Each segment encodes one protein and the MP and NS segments are bicistronic.
nt - nucleotides, ama - amino acids
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Obr. 1
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Fylogeneticka analyza molekuly hemaglutininu H3

A/Baden-Wurttemberg/2/2012
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Victoria/208 clade

Referen¢ni kmeny v jednotlivych liniich (Perth/16 a Victoria/208) a subliniich jsou zvyraznény tlusté. Analyzované A/H3N2 izolaty
z chfipkové sezony 2011/2012 jsou zvyraznéné podtrzenim.

Fig. 1

Phylogenetic analysis of the H3 hemagglutinin molecule

Reference strains in particular lines (Perth/16 and Victoria/208) and sublines are highlighted in bold. TheA/H3N2 isolates from the
influenza season 2011/2012 are highlighted by underlining.
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e Fenotypoveé identické, ale genotypové rozdilné
segmenty umoznuji intenzivni intrasubtypovy
reassortment, pozorovany i v nasem souboru,
jehoz intenzita a vyznam v evoluci viru chfipky
A se teprve objasnuje.

e Identifikace péti rozdilnych genotyph indikuje
vyznamnou genetickou heterogenitu viru chtip-
ky A na relativné malém geografickém tzemi
s vysokou hustotou a intenzivnim pohybem
obyvatelstva (Praha).

e Dichotomie v expresi proteinu PB1-F2 je vzhle-
dem k jeho polyfunkénimu charakteru [7] ne-
jasna.

e Pritomnost mnohych markeri patogenity po-
psanych vjinych systémech kontrastuje s benig-
nim charakterem nasich izolatd. Z toho plyne,
Ze patogenita je pravdépodobné polygenni znak,
ktery zistava stale v mnoha smérech neobjas-
nén a primo souvisi s aktudlnim zdravotnim
stavem hostitele.

e Mutace, které jsou popisovany u nékterych téz-
kych prabéht chfipky, jsou nachazeny i u pri-
béht klinicky mirnych a jejich interpretace je
proto nejednoznacnd. V soucasné dobé nelze
jednoznacné dolozit, ze by nékteré mutace -
s vyjimkou téch, které nesou rezistenci na inhi-
bitory neuraminidazy - byly jasné a pravidelné
spjaty s urc¢itou klinickou formou infekce.

Tato prdce vznikla za podpory grantu IGA MZ CR 12493-3:

Virologickd a genetickd charakteristika viru chripky A ve
vztahu ke klinické zdvaznosti infekce.
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