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Sledovani zmeén invazivnich onemocnéni
zpusobenych Haemophilus influenzae
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SOUHRN

Cil prace: Zhodnoceni stavu a zmény trendd ve vyskytu invazivnich onemocnéni zptisobenych Haemophilus influenzae v Ceské
republice (CR) v letech 1999-2020 s ohledem na zavedeni o¢kovani déti proti H. influenzae sérotypu b (Hib) v roce 2001. Charakte-
rizace kmen0 multilokusovou sekvencni typizaci (MLST) a hledani korelaci mezi sérotypy, sekvencnimi typy a skupinami pacient(
¢i klinickymi projevy onemocnéni.

Material a metody: Analyzovano bylo 623 invazivnich kmenU H. influenzae zachycenych v rdmci surveillance invazivniho hemofi-
lového onemocnéni v CR. Pro viechny kmeny byly uréeny biotypy na zakladé fenotypového projevu a sérotypy pomoci sklickové
aglutinace se specifickymi antiséry a-f. U 383 kmenu ze sbirky Narodni referen¢ni laboratore pro hemofilové nakazy (NRL HEM)
ziskanych v ramci surveillance v CR byla provedena MLST s uréenim sekvenénich typt (ST). Pro analyzy byl dataset dopInén z data-
baze PubMLST 5 kmeny sérotyp@ vyskytuijicich se v CR vyjimeéné nebo vilbec. Kalkulace podobnosti kmend na zékladé MLST a dat
o kmenu (sérotyp, biotyp, ST) a pacientovi (diagndza, pohlavi, vék) byla provedena v programu BioNumerics 7.6.

Vysledky: Po zavedeni o¢kovani proti Hib v roce 2001 doslo v nasledujicich letech k dramatickému poklesu invazivnich Hib one-
mocnéni o vice nez 90 %. V letech 1999-2020 bylo v CR zaznamenéno celkem 623 invazivnich onemocnéni zplsobenych H. influen-
zae, v poslednich letech se jednalo o cca 20 invazivnich onemocnéni roéné. V souc¢asnosti jsou v CR dominantni skupinou kmend
zpUsobujici hemofilové invazivni onemocnéni neopouzdiené kmeny (HiNT) nasledované kmeny sérotypt Hif a Hie. Nejbéznéjsi
manifestaci hemofilového invazivniho onemocnéni byla pred zavedenim ockovani meningitida, nyni je to sepse. Analyzovany byly
sekvenéni typy 383 kmen ze sbirky NRL HEM ziskanych v rdmci surveillance v CR. Vysledky ukazaly vysokou klonalnost opouzdie-
nych kmen0 a diverzitu HiNT, coz odpovida i vysledkdim jinych studii. Analyza podobnosti kmen(i neukézala Zddné prokazatelné
vztahy mezi vékem pacient( ¢i klinickou manifestaci a sérotypy a konkrétnimi ST.

Zaveér: Z hlediska invazivnich hemofilovych onemocnéni doslo k dramatické zméné v dlsledku ockovani proti Hib po roce 2001,
kdy doglo ke snizeni onemocnéni zptsobenych Hib z desitek na jednotky pFipadil ro¢né. V poslednich 10 letech je situace v CR
stabilni bez vyraznych zmén v poctech piipadu i v zastoupeni sérotypl a odpovida situaci v ostatnich zemich Evropské unie. Pro
sledovani dalsiho vyvoje je Zddouci pokracovat v NRL HEM v surveillance invazivnich onemocnéni zptsobenych H. influenzae vcet-
né molekuldrné-biologické charakterizace kmenu. MLST je metoda umoznujici charakterizaci kment na zakladé alelickych variant
vybranych housekeeping gend, avsak neumoznuje spojit konkrétni sekvencni typy H. influenzae se skupinami pacientd na zakladé
véku, pohlavi ¢i klinickych projevi.V budoucnu by mohlo byt mozné identifikovat zavislost onemocnéni na konkrétnich skupinach
kmenud pomoci celogenomové sekvenace.
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ABSTRACT
Vlach J., Lebedova V., Musilek M., Kozakova J.: Monitoring changes in invasive disease caused by
Haemophilus influenzae in the Czech Republic between 1999 and 2020

Aim: To assess the trends and changes in the incidence of invasive disease caused by Haemophilus influenzae in the Czech Republic
(CR) between 1999 and 2020 with regard to the introduction of childhood vaccination against H. influenzae serotype b (Hib) in
2001. Characterization of strains by multilocus sequence typing (MLST) and search for correlations between serotypes, sequence
types, and patient groups or clinical manifestations of the disease.

Material and methods: A total of 623 invasive H. influenzae strains from surveillance of invasive Haemophilus disease in the Czech
Republic were analysed. All strains were biotyped based on phenotypic characteristics and serotyped using slide agglutination
with specific a-f antisera. Three hundred and eighty-three strains from the collection of the National Reference Laboratory for
Haemophilus Infections (NRL HEM) originating from surveillance in the CR were analysed by MLST and assigned to sequence types
(ST). For analyses, the dataset was supplemented with five strains from the PubMLST database of serotypes rarely or not at all
found in the CR. Similarity calculations based on MLST and strain (serotype, biotype, ST) and patient (diagnosis, sex, age) data were
performed in BioNumerics 7.6.
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Results: After the introduction of Hib vaccination in 2001, a dramatic decline of more than 90% was observed in invasive Hib
disease over the following years. Between 1999 and 2020, a total of 623 cases of invasive disease caused by H. influenzae were
recorded in the CR, with about 20 cases reported annually in recent years. At present, the dominant agents causing Haemophilus
invasive disease in the CR are non-enveloped strains (HiNT) followed by strains of Hif and Hie serotypes. The most common mani-
festation of Haemophilus invasive disease in the pre-vaccination era was meningitis, while now it is sepsis. Sequence types of 383
strains from the NRL HEM collection originating from surveillance in the CR were analysed. The results showed high clonality of the
encapsulated strains and diversity of HiNT strains, which is consistent with the results of others. Strain similarity analysis showed
no demonstrable relationships between patient age or clinical manifestation and serotype and ST.

Conclusion: In invasive Haemophilus disease, there has been a dramatic change as a result of Hib vaccination after 2001, with
a reduction of cases caused by Hib from tens to units annually. In the last decade, the situation in the CR has been stable with
no significant changes in the number of cases or in the representation of causative serotypes and is in line with the reports from
other EU countries. In order to monitor further developments, it is desirable that the NRL HEM should continue the surveillance of
invasive disease caused by H. influenzae, including molecular biological characteristics of strains. MLST allows the characterisation
of strains based on allelic variants of selected housekeeping genes, but it does not allow the association of specific H. influenzae
sequence types with patient age, sex or clinical manifestations. In the future, whole genome sequencing could be a useful tool for

determining the correlation between the disease and specific strains.
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Haemophilus influenzae je gramnegativni, fakulta-
tivné anaerobni pleomorfni kokobacil, nepohyblivy
a nesporulujici. Pro svUj rlst vyzaduje faktor X (hemin)
a faktor V (nikotinamidadenindinukleotid, NAD, nebo
nikotinamidadenindinukleotid fosfat, NADP). Pfi kulti-
vaci na krevnim agaru roste satelitné podél stafylokoki
nebo mikrokokd, které produkuji NAD. Bakterie mohou
byt opouzdfené ¢&i neopouzdiené, na zakladé polysa-
charidového pouzdra se déli na 3est sérotypl ozna-
¢ovanych pismeny a-f [1]. Neopouzdiené kmeny jsou
oznacovany jako netypovatelné (HiNT).

H. influenzae je striktné lidsky patogen vyskytujici se
jako soucdst bézné mikrofléry u 20-80 % zdravych lidi,
pficemz mize zplsobovat i onemocnéni, pfedevsim
v respira¢nim traktu [2]. Sifi se vzdudnou cestou ka-
pénkami a muze zplsobovat jak méné zavazné infekce
tikémie, epiglotitida, meningitida). Vyssi invazivita je
typicka hlavné pro opouzdiené kmeny. Nejzavazné;si
infekce s fatalnimi nasledky, predevsim u détido 1 roku
véku, zpUsobuje H. influenzae sérotyp b (Hib) — epiglo-
titidy u déti ve véku 2-5 let, hnisava respiracni onemoc-
néni a meningitidy predevsim u déti mladsich 2 let
[1, 2]. Infekce vykazuje sezdnni charakter s minimem
pfipadd v letnich mésicich (Cervenec—srpen) a maxi-
mem na pfelomu roku (prosinec-leden) [3].

Z divodu sledovani Sifeni infek¢nich nemoci byl pro
infeké¢ni onemocnéni zplsobena vybranymi agens
zaveden systém epidemiologické bdélosti (surveillan-
ce), na jehoz zékladé je monitorovan i vyskyt invaziv-
niho onemocnéni zplsobeného H. influenzae b [4]. Na
surveillance invazivnich hemofilovych onemocnéni, tj.
dle definice zdvaznych infekci, kdy je bakterie prokaza-

na v bézné sterilnim klinickém materialu, jako je krev
nebo likvor, se podili Narodni referen¢ni laboratof pro
hemofilové nakazy (NRL HEM) Statniho zdravotniho
ustavu. Do roku 1999 byly sledovany pouze meningiti-
dy zpUsobené H. influenzae, od roku 1999 pak byla za-
vedena surveillance invazivnich onemocnéni zpUsobe-
nych Hib. Invazivni onemocnéni zplisobena viemi typy
sérotypll a neopouzdienymi kmeny jsou sledovana od
roku 2009 az do soucasnosti [5]. Zakon ¢. 258/2000 Sb.
a vyhlaska ¢. 473/2008 Sb. ukladaji povinnost hlasit in-
vazivni onemocnéni zplGsobené Hib i Hi non-b a zasilat
kmeny k dalsi typizaci, pficemz z klinickych pracovist
do NRL HEM je ro¢né zaslano cca 80 % izolatd z hlase-
nych onemocnéni v CR.

MATERIAL A METODY

Sbér vzorki

Kmeny H. influenzae byly dle platné legislativy do NRL
HEM zasilany z mikrobiologickych laboratofi a dalsich
pracovist v CR na transportnich médiich (Amies) nebo ¢o-
kolddovém agaru. Do studie byly zafazeny kmeny z inva-
zivnich onemocnéni, tedy kultivované z bézné sterilniho
materidlu (krev, likvor, punktat). V pfipadé epiglotitid byly
vyjimecné zafazeny i kmeny pochazejici z hornich cest
dychacich. Celkem bylo v NRL HEM v letech 1999-2020
zpracovano 623 invazivnich kmen( H. influenzae.

Kultivace a uchovani kment

Kmeny byly kultivovéany na ¢okoladovém agaru (CA,
Oxoid), krevnim agaru (KA, Oxoid) nebo Levinthalové
agaru pres noc pfi 35-37 °C v atmosféfe s 5-10 % CO,.
Dlouhodobé byly kmeny skladovény v kryozkumavkach
ITEST KRYOBANKA B (ITEST plus s.r.0.) pfi-70 °C.
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Tabulka 1. Biotypy H. influenzae a fenotypové vlastnosti vybranych blizkych druhd
Table 1. H. influenzae biotypes and phenotypic characteristics of selected closely related species
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H. haemolyticus + + +/- - + + - - - 4

H. parainfluenzae = + +/- +/- +/- + > + + +

X - zdvislost na faktoru X, V - zdvislost na faktoru V, | - produkce indolu, O - ornithin dekarboxylasovd aktivita; U — ureasovd aktivita; G - utilizace
glukozy, L - utilizace laktozy, M - utilizace mandzy, S - utilizace sachardzy, H,S — produkce sirovodiku

X - X-factor dependence, V - V-factor dependence, | - indole production, O - ornithine decarboxylase activity; U — urease activity; G — glucose utilization,
L - lactose utilization, M — mannose utilization, S - sucrose utilization, HZS - hydrogen sulphide production

Ristové podminky

Byla testovana zavislost na rdstovych faktorech X (he-
min) a V (NAD nebo NADP). Pii rlstu na KA byl sledo-
van satelitismus, tj. rlst podél stafylokokové cary jako
dlikaz zavislosti na faktorech X a V. Téz byla sledovana
pfitomnost hemolyzy. Dale byla sledovdna morfologie
kolonii na plotnach. Kmeny tvofici pouzdro se vyzna-
¢ovaly mukodznimi koloniemi. U opouzdienych kmenf
byla na Levinthalové agaru pozorovana iridiscence.

Pro priikaz zavislosti na faktoru X byl proveden porfy-
rinovy test. Suspenze kultury z CA byla pfenesena kli¢-
kou (5ul) do zkumavky s médiem obsahujicim kyselinu
delta-aminolevulanovou. Po kultivaci bylo pfidano Ko-
vacsovo ¢inidlo a sledovana barevna zména ve spodni
Casti zkumavky v pfipadé nezavislosti na faktoru X.

Fenotypovy projev kmenu - biotypizace

H. influenzae se vyskytuje v 8 biotypech dle fenoty-
pového projevu, viz tabulka 1. Kultivace probihala po
pfidani pIné kli¢ky (5ul) kultury z CA bud do tekutého
média, ¢i vpichy do agaru (test na ureasu a H,S). Tes-
tovana byla produkce indolu po pfidani Ehrlichova
¢inidla, ornithin dekarboxylasova aktivita a uredzova
aktivita. Dodatkové k odliseni od dalsich druhl rodu
Haemophilus byla testovana schopnost utilizace gluké-
zy, laktézy, manézy, sacharézy a produkce sirovodiku.
Vsechna testovaci média a roztoky byly pfipraveny na
varné SZU.

Sklickova aglutinace

Sérotypy kmen( byly odliSovany pomoci skli¢ckové
aglutinace kapsularniho antigenu se specifickou pro-
tilatkou (Haemophilus influenzae Agglutinating Sera,
Remel Europe Ltd., Velka Britanie). Na sklicku byl v kap-
ce fyziologického roztoku rozetfen klickou (5ul) vzo-
rek kultury z CA az do vytvofeni suspenze a poté bylo
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pridano specifické antisérum a-f. Pozitivni reakci bylo
vytvoreni shlukl antigen-protilatka za vycefeni okolni-
ho roztoku. HiINT kmeny nemusi reagovat s zadnym sé-
rem, mohou ale reagovat s vice séry soucasné (polyag-
lutinabilni kmeny), pfipadné spontdnné aglutinovat ve
fyziologickém roztoku (spontanné aglutinabilni).

Multilokusova sekven¢ni typizace

Multilokusova sekvenéni typizace (MLST) je metoda
poskytujici data o alelickych variantadch housekeeping
genl H. influenzae — adk (adenylatkinaza), atpG (y pod-
jednotka FOF1 ATP synthasy), frdB (B podjednotka fu-
marat reduktazy), fucK (L-fukulokindza), mdh (malat de-
hydrogendza), pgi (glukéza-6-fosfat izomeraza) a recA
(rekombinaza RecA). Pouzité primery, protokol a tep-
lotni cyklus polymerazové fetézové reakce (PCR) byly
prevzaty z publikace [6].

Pro izolaci DNA z kultury narostlé na CA byla pouzita
souprava QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen). PCR ampli-
kony byly precistény kitem Wizard 96 SV (Promega) dle
protokolu vyrobce. Sekvenaéni amplifikace byly prove-
deny v reakénich smésich pomoci mastermix BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher
Scientific) dle protokolu vyrobce. Produkty byly precis-
tény srazenim 70% ethanolem s 8 mM obsahem octanu
draselného a po ususdeni suspendovéany ve formamidu.
Precisténé reakéni smési byly analyzovany v genetickém
analyzatoru 3130xI (Thermo Fisher Scientific). K hodno-
ceni MLST dat byl pouzit software DNASTAR Lasergene
12 Core Suite (DNASTAR) a PubMLST databéze [7].

Z celkového poctu 623 invazivnich kmen( H. influen-
zae byla MLST provedena u 383 kmen(. Od roku 2001
byly touto metodou charakterizovany pouze vybrané
kmeny Hib s ddrazem na izolaty z likvoru, teprve od
roku 2005 byla MLST pouzivéna i pro kmeny ostatnich
sérotypl a HiNT.
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Tvorba dendrogramii a kalkulace podobnosti kmenii

Analyza dat byla provedena pomoci software Bio-
Numerics 7.6 (Applied Maths). MLST sekven¢ni typy
(ST) byly nahrany jako spojené sekvence 7 alel genl
MLST schématu pro H. influenzae stazené z PubMLST
databaze [7]. Data o kmenech byla nahrana v binarni
formé v pfipadé informaci o druhu (a-f, HiNT), biotypu
(I-VIl), a informaci o pacientovi, tedy diagndze (sepse /
meningitida / pneumonie / artritida / epiglotitida), po-
hlavi (muz / Zena) a véku (<1 rok, 1-4, 5-9, 10-14, 15-19,
20-24, 25-34, 35-44, 45-54, 55-64, 65+ let). Analyzova-
no bylo celkem 383 kmen( H. influenzae ze sbirky NRL
HEM ziskanych v rdmci surveillance v CR, pro které byla
provedena MLST analyza. Soubor byl obohacen o 5
kmen( z databdze PubMLST, které patfily sérotypim
vyskytujicim se v CR vyjimeéné nebo viibec - 90695476
a 33631158 (Hia), Hi88 a Hi85 (Hic), 03-3135 (Hid) [7].

Kalkulace podobnosti ST byla provedena na zakladé
genovych sekvenci jednotlivych testovanych kmen
s vyuzitim Euklidovské vzdalenosti. Koeficient podob-
nosti byl kategoricky na zakladé jednonukleotidovych
polymorfism(i (SNPs) se skalovacim faktorem 10. Klast-
rovano bylo metodou UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Aritmetic mean).
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Pro analyzu vztahd ST kmenU s klinickymi projevy
a pacienty byla pouzita kalkulace v Euklidovském pro-
storu. Pro kazdy dataset (napf. druh) byla provedena se-
paratni kalkulace. Data v binarni formé méla koeficient
podobnosti Cosine, MLST data pak Multiple alignment
based. Celkovy koeficient podobnosti byl primér jed-
notlivych datasetd (experiment() a klastrovano bylo
metodou UPGMA se stejnou vahou pro viechny data-
sety.

VYSLEDKY A DISKUSE

Haemophilus influenzae b

H. influenzae sérotypu b patfi mezi opouzdiené
kmeny. Polysacharidové pouzdro Hib tvofené polyri-
bosylribitolfosfatem patfi mezi nejucinnéjsi pouzdra
umoziujici odolavat imunitnimu systému, predevsim
se vyhnout fagocytéze [1]. Invazivni hemofilovéa one-
mocnéni se vyskytuji predevsim u déti, se zvysujicim
se vékem se zvysuje i protilatkovad odpovéd a systé-
mova onemocnéni u dospélych jsou vzacna [2] (obr. 1
a 2). U seniord se vnimavost k infekci zvysuje, pfede-
v$im nad hranici 65 let.
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15-19 | 20-24 | 25-34 | 35-44 | 45-54 | 55-64 | 654

Skupiny podle véku a pohlavi
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Obr. 1. Invazivni onemocnéni zplsobend Hib v CR v letech 1999-2020 podle véku a pohlavi, surveillance data
Figure 1. Invasive disease caused by Hib in the Czech Republic in 1999-2020, age and sex distribution,

surveillance data

Analyzovéano bylo 326 Hib kmen(. Barevné jsou uvedeny klinické formy: ART - artritida, EPI — epiglotitida,
MEN - meningitida, PNEU - pneumonie, SEP — sepse, M - muz, Z — zena, N — pohlavi neur¢eno

326 Hib strains analysed. Clinical forms are shown in colour: ART - arthritis, EPI — epiglottitis, MEN — meningi-
tis, PNEU — pneumonia, SEP - sepsis, M — male, F - female, N - sex not determined
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Obr. 2. Invazivni onemocnéni zplisobena riiznymi sérotypy H. influenzae v CR v letech 1999-2020, déleni podle véku

a pohlavi, surveillance data

Figure 2. Invasive disease caused by different serotypes of H. influenzae in the Czech Republic in 1999-2020, age and

sex distribution, surveillance data
Analyzovano bylo 623 kmen H. influenzae.
623 H. influenzae strains analysed.

Zhlediska klinické manifestace u Hib v letech 1999-2020
v CR prevazovaly meningitidy (56,1 %) nasledované epi-
glotitidami (27,6 %). Vyrazné méné byly zastoupeny sepse
(10,7 %), pneumonie (3,7 %) a artritidy (1,8 %). Tento trend
se postupné meénil s klesajici incidenci Hib. Meningitida
zplisobena Hib byla v CR zaznamenéna naposledy v roce
2016.V roce 2019 byly zaznamenény dva pfipady invaziv-
niho onemocnéni Hib, oba sepse, v roce 2020 pak jeden
pfipad epiglotitidy. Studie [8] uvadi, ze po prodélané viro-
vé infekci hornich nebo dolnich cest dychacich jsou lidé
nachylnéjsi ke kolonizaci opouzdienymi i neopouzdieny-
mi kmeny H. influenzae. Druhou nejastéjsi predispozici
invazivniho hemofilového onemocnéni je otitida uvadé-
na u 36 % pacientl s Hib (a pouze u 8 % s HiNT).

Jelikoz Hib m(ize zpUsobovat zavazné infekce s fatal-
nimi nasledky, predevsim u déti pod 1 rok véku, je ve
vétsiné vyspélych zemi zavedena vakcinace v prvnich
mésicich Zivota. V Ceské republice bylo o¢kovani pro-
ti Hib zavedeno v roce 2001 jako soucast tetravalentni
vakciny, od roku 2006 je soucasti hexavalentni vakciny.
Déti do 1 roku véku byly oc¢kovény od roku 2001 do
roku 2018 v davkovacim schématu 3+1, od roku 2018
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v uspofadani 2+1 [9]. V roce 2019 bylo v CR naocko-
vano 3 davkami vakciny proti Hib 97 % déti pod 1 rok
véku [10], v rdmci EU 79 % [11]. Ve viech zemich, které
rutinné zavedly oc¢kovani proti Hib, byl pozorovan vy-
razny pokles incidence invazivniho onemocnéni Hib
[8, 12,13, 14,15, 16]. Snizeni incidence o vice nez 90 %
plGvodniho stavu je téz oznacovano jako jeden z nej-
vétsich uspéchi v historii o¢kovani [2]. Krom tohoto
poklesu dosud nebyl zaznamenan replacement séroty-
pU, tj. zvyseni poctu onemocnéni zplsobenych jinymi
sérotypy ¢i HiNT [2, 3, 13], jak je vidét na grafu (obr. 3).
Od roku 2009 nepresahla celkova nemocnost Hib inva-
zivnim onemocnénim v CR hodnotu 0,02/100 000 oby-
vatel (celkova nemocnost H. influenzae pak nepresahla
hodnotu 0,28/100 tis. obyvatel) [17].

Pokud se na kmeny Hib podivame z hlediska popu-
la¢niho, zjistime, Ze se stejné jako ostatni opouzdiené
kmeny vyznacuji pomérné nizkou diverzitou a z ge-
netického hlediska omezenym mnozstvim klondlnich
populaci [18]. Fenotypové charakterizace 326 kmen
Hib ukazala, Ze 97,2 % kmenu patfilo k biotypu |, pouze
1,5 % k biotypu Il a 1,2 % k biotypu IV.
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Obr. 3. Absolutni pocty invazivnich onemocnéni zplsobenych H. influenzae v CR v letech 1999-2020, surveillance data
Figure 3. Absolute numbers of cases of invasive diseases caused by H. influenzae in the Czech Republic in 1999-2020, surveillance

data
Analyzovano bylo 623 kmen H. influenzae.
623 H. influenzae strains analysed.

H. influenzae - ostatni opouzdiené kmeny

Kromé Hib se rozlisuje dalSich 5 sérotypu H. influen-
zae, pticemz vyskyt jimi zplsobenych infekci se lokal-
né lidi. Situace v CR se vyrazné nelisi od zbytku Evropy.
Ve statech EU v soucasnosti dominuje z opouzdienych
kmenU Hif.V roce 2018 byl v EU Hif pdvodcem 9 % inva-
zivnich hemofilovych onemocnéni, ndsledovan byl Hib
(7 %), Hie (3 %) a 2,6 % pfipadu ptipadalo na Hia, Hic,
Hid a non-b; pro 43 % hlaSenych onemocnéni invaziv-
nim hemofilem viak nebyl sérotyp zndm [3].

Opouzdiené kmeny pattfici k sérotypu Hia, stejné tak
Hic, nebyly na nasem Gzemi za poslednich 20 let zazna-
menany. Hia, ktery se klinicky projevuje velmi podobné
jako Hib, je napt. na Islandu tfetim nejcastéjsim séroty-
pem (po HiNT a Hif) [8] a je dominantnim sérotypem
plsobicim invazivni onemocnéni u déti pod 5 let véku
v Utahu (USA) [19]. V Kanadé sérotyp Hia dominuje
u puvodnich obyvatel Ontaria (91 % hemofilovych in-
fekci zptsobuje Hia) [15], v Britské Kolumbii pak u déti
pod 1 rok véku (celkové je Hia tieti nej¢astéjsi po HiNT
a Hib) [20]. Pfipady invazivniho onemocnéni Hi séroty-
pu c jsou velmi vzacné.

Sérotyp Hid byl v CR v letech 1999-2020 zaznamenan
pouze dvakrat (viz obr. 2), a to v roce 2003. Jednalo se
o pripad meningitidy u 25leté Zeny a artritidy u 56leté-
ho muze. Oba kmeny patfily k biotypu Ill. Obecné jde
o minimalné se vyskytujici sérotyp.

Kmeny sérotypu Hie byly v CR v letech 1999-2020
zaznamendny jako plvodci invazivniho onemocnéni

v 17 pfipadech (viz obr. 2 a obr. 3). Fenotypové patfilo
31 % kmen( Hie ze sbirky NRL HEM ziskanych v ram-
ci surveillance k biotypu | a 69 % kmenU k biotypu IV.
U jednoho vzorku nebylo mozno biotyp urcit, jelikoz
do NRL HEM byla doru¢ena DNA kmene izolovana z li-
kvoru.

V CR byly kmeny Hif v letech 1999-2020 puvodci
invazivnich onemocnéni ve 35 pfipadech (viz obr. 2
a obr. 3). Opét se jedna o velmi konzervativni skupinu
kmen(. Vsechny kmeny, s vyjimkou jednoho s bioty-
pem llI, patfily k biotypu I.

Klinické projevy onemocnéni zplsobenych kmeny
téchto sérotypl jsou shrnuty v tabulce 2, pficemz nej-
béznéjsi byla sepse.

H. influenzae - neopouzdiené kmeny
Neopouzdiené kmeny (HiNT) jsou v soucasnosti
dominantni skupinou H. influenzae zpUsobuijici inva-
zivni onemocnéni, zaroven jsou vsak soucasti bézné
mikrofléry. Jelikoz netvofi polysacharidové pouzdro,
je jejich hlavnim faktorem virulence a zaroven anti-
genem lipooligosacharid (LOS) [21]. Fenotypové za
né mohou byt zaménény kmeny obsahujici geny pro
syntézu pouzdra, které ztratily ¢ast genu pro trans-
port pouzdra na povrch bakterie a de facto pouzdro
netvofii[22]. Od zavedeni ockovani proti Hib jsou HINT
nejbéznéjsimi plvodci hemofilovych invazivnich
onemocnéni, pficemz cetnost téchto onemocnéni je
za poslednich 21 let relativné konstantni (viz obr. 3).
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Tab. 2 Invazivni onemocnéni zplsobena sérotypy Hid, Hie a Hif v CR v letech 1999-2020 podle klinickych projev, véku a pohlavi;
surveillance data
Table 2 Invasive disease caused by Hid, Hie and Hif serotypes in the Czech Republic in 1999-2020, clinical manifestation, age, and
sex distribution; surveillance data

Vék
Pohlavi
Hid

ART  Hie
Hif

EPI Hif
Hid
MEN Hie
Hif
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ART - artritida, EPI - epiglotitida, MEN — meningitida, PNEU - pneumonie, SEP - sepse, M - muZ, Z - Zena.

Age is given in years.

ART - arthritis, EPI - epiglottitis, MEN — meningitis, PNEU — pneumonia, SEP - sepsis, M — male, F — female

V ramci EU je tento trend totozny [3]. HIaseni téch-
to onemocnéni je povinné az od roku 2009. Od roku
2006 sice Ize v CR pozorovat mirny nardst poctu in-
vazivnich onemocnéni zplsobenych HiNT, nicméné
se jedna o jednotky pfipadl a nelze jej povazovat za
replacement sérotypu.

Infekce neinvazivniho charakteru hornich i dolnich
cest dychacich jsou spojeny téméf vyhradné s HiNT, pfi-
¢emz obecné je H. influenzae nejcastéji izolovan z otitid
a sinusitid [23]. Z hlediska invazivnich onemocnéni byla
v ramci této studie klinickd manifestace nasledujici:
54,7 % pfipadl byly sepse, 21,8 % meningitidy, 20,6 %
pneumonie, 2,1 % epiglotitidy a 0,8 % artritidy. Nejvi-
ce invazivnich onemocnéni bylo zaznamenéno u déti
mladsich 4 let a u seniorl nad 55 let (obr. 4).

HiNT jsou nejvice heterogenni skupinou H. influen-
zae. Fenotypové byly zastoupeny vsechny biotypy
kromé biotypu VIII (obr. 5). Geneticky jsou HiNT velmi
rozmanité, vice v ¢asti Geneticka variabilita.

Ac jsou HIiNT soucasti bézné mikroflory a jedinec
muze byt osidlen i vice kmeny HiNT zaroven bez ja-
kychkoliv klinickych projevd, jsou tyto kmeny téz pl-
vodci zévaznych infekci. Jiz nékolik let se proto fesi
moznosti o¢kovani proti této skupiné bakterii. Jako rizi-
kové skupiny se uvadi novorozenci z hlediska vaznych
invazivnich onemocnéni, kojenci a déti kvali akutnim
otitiddm, pacienti s cystickou fibrézou a chronickou
obstrukéni plicni nemoci (CHOPN) kvuli riziku rozvoje
a zhor3eni stavu onemocnéni [23].
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Geneticka variabilita

H. influenzae se vyznacuje relativné mensim geno-
mem, typicky o velikosti kolem 1,85 milionu para bazi.
Toto omezuje H. influenzae co do schopnosti prezit
mimo hostitele, zaroven vsak umoznuje rychlejsi mno-
zeni a snizuje naroky na mnozstvi nutrientl potreb-
nych k ristu a déleni bunék. Pro genetickou analyzu
kmen( H. influenzae to predstavuje vyhodu vzhledem
k omezenému mnozstvi genll a tedy jednodussi praci
pfi hledani rozdild mezi bakterialnimi subtypy.

MLST je jedna z metod charakterizace kmen( vyuzi-
vajici mutaci v sedmi housekeeping genech k rozliseni
tzv. sekvencnich typu (ST). Bodova mutace zkoumané
¢asti genu znamena odlisnou alelickou variantu, odlis-
na kombinace alel pak odlisny ST. ST lisici se 1-3 alelami
genl jsou dale spojovany do klonalnich komplext (CC,
clonal complex).

Byla provedena analyza ST u 388 invazivnich kmen(
H. influenzae. Vysledky jsou zobrazeny na dendrogramu
(obr. 6). Hib kmeny vykazovaly blizkou pfibuznost, jelikoz
vsech 166 kmen( patiilo do klonalniho komplexu CC6
v 17 rliznych sekvencnich typech, z toho 69,7 % néleZelo
k sekvencnimu typu ST6. Ze 14 kmenU Hie patfily vsechny
do CC18 ve tfech rlznych ST variantach a viechny kmeny
Hif (27 kmenU) patfily k ST124. Tyto vysledky korespon-
duji s obecné nizkou genetickou diverzitou opouzdre-
nych kmenut [18], pfi¢emz je vidét odlisnost Hie a Hif od
ostatnich sérotypu. K nim nejpodobné;jsi sekvence mély
dva kmeny HiNT patfici do ST1465 a ST2137. Geneticky
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nejrozmanitéjsi skupinou byly HiNT. U 176 kmena bylo
identifikovano 87 rliznych sekvencnich typd.

Zatimco opouzdiené kmeny jsou pomérné homo-
genni, HiNT jsou povazovany za velmi heterogenni sku-

pinu kmen. Presto vsak nékteré studie prezentuji dé-
leni kmen( HiNT do skupin a analyza MLST alelickych
sekvenci podle nich umoznuje rozklicovani popula¢ni
struktury HiNT na dalsi drovni [24, 25].
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Obr. 4. Invazivni onemocnéni zplsobena HIiNT v CR v letech 1999-2020 podle véku a pohlavi,
surveillance data

Figure 4. Invasive disease caused by HiNT in the Czech Republic in 1999-2020, age and sex distri-
bution, surveillance data

Analyzovéano bylo 243 kmenU HiNT. Barevné jsou uvedeny klinické formy: ART - artritida, EPI - epi-
glotitida, MEN — meningitida, PNEU - pneumonie, SEP - sepse, M — muz, Z - Zzena

243 HiNT strains analysed. Clinical forms are shown in colour: ART - arthritis, EPI — epiglottitis, MEN —
meningitis, PNEU - pneumonia, SEP - sepsis, M - male, F - female
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Obr. 5. Biotypy testovanych neopouzdienych kment (HiNT)

Figure 5. Biotypes of the non-encapsulated strains tested (HiNT)

Testovano bylo 239 kmend, 4 kmeny nebyly zahrnuty, nebot pfichozim materidlem byla izolovanad DNA.
239 strains were tested, 4 strains were not included since only DNA isolates were available.
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Obr. 6. MLST analyza 388 kmend H. influenzae
Figure 6. MLST analysis of 388 H. influenzae strains
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Dendrogram byl vytvofen v programu BioNumerics 7.6 s pouzitim spojenych sekvenci pro 7 gendl MLST schématu. Barevné jsou

oznaceny jednotlivé sérotypy a oznaceny jsou pocetné vice zastoupené ST.

*sekvence sbirkovych kmen( z databaze PubMLST

The dendrogram was generated in BioNumerics 7.6 using concatenated sequences for the seven genes of the MLST scheme. Diffe-

rent serotypes are colour coded, and the more abundant STs are indicated.

*sequence of collection strains from the PubMLST database
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Srovnani invazivnich kmen ze sbirky NRL HEM
ziskanych v ramci surveillance v CR, 1999-2020

MLST se celosvétové pouziva jako standard cha-
rakterizace patogen0. U jinych patogennich mikroor-
ganismu jiz byla prokdzana spojitost konkrétnich ST
s infekcemi cilovych skupin, zadouci tak bylo ovéfeni
podobnych zavislosti v pfipadé H. influenzae zachyce-
nych na dzemi CR.

Byly analyzovany kmeny zahrnujici sérotypy zastou-
pené na Uzemi CR (Hib, Hie a Hif) a HiNT, u kterych
byla provedena MLST a u nichz byly zndmy dalsi udaje
o vlastnostech kmene a o pacientovi. Pro vétsi kom-
plexnost analyzy a moznost srovnani se sérotypy, které
se na naSem Uzemi nevyskytuji, bylo doplnéno z da-
tabaze PubMLST [7] téZ nékolik kmenu zastupujicich
sérotypy Hia (2 kmeny), Hic (2 kmeny) a Hid (1 kmen),
u kterych byly zndmy potfebné udaje. Kromé MLST se-
kvenci byly pro kazdy kmen uvedeny ve formé binar-
nich dat informace o sérotypu, biotypu, véku a pohlavi
pacienta a klinickém projevu onemocnéni (artritida/
pneumonie/sepse/meningitida/epiglotitida). Cilem bylo
zjistit, zda bude mozné urcit souvislosti mezi ST a typem
onemocnéni ¢i skupinou pacientq.

Vysledky analyzy ukdzaly, Zze nelze ur¢it Zddnou jed-
noznacnou souvislost mezi konkrétnimi ST a klinickou
manifestaci, vékem ¢i pohlavim. Dlvodem byla vyso-
ka klonalnost opouzdienych kmen( a zaroven vysoka
diverzita HiNT spolu s omezenym mnozstvim kmen(
stejného ST. Nasleduje nékolik ptikladd. Ackoliv 27 ana-
lyzovanych kmen0 Hif patfilo do stejného ST (ST124),
zpUsobovaly artritidu, epiglotitidu, meningitidu, pneu-
monii i sepsi bez ohledu na vék ¢i pohlavi. Z 10 kmen
HiNT ST12 jich 6 zplsobilo sepsi, u 3 Zen starsich 65
let, ale téZ u 3 déti mladsich 4 let (2 chlapci, 1 divka).
Ze 7 kmen( HiNT ST142 zpUsobily 4 sepsi u pacientt
starich 65 let (2 muzi, 2 Zeny), zbylé 3 pak meningitidy.
Nejpocetnéji zastoupeny ST u HiNT byl ST103, pficemz
z 16 kmend jich 13 zpUsobilo sepse (10 dospélych a 3
déti), 2 pneumonie a 1 meningitidu. Vétsina ST u HiINT
je viak zastoupena pouze jednou a i u ¢astéji zachyce-
nych ST jde o statisticky obtizné prokazatelné trendy.

Rozklicovani populacni struktury HiNT véetné korela-
ci s vyvolanym onemocnénim a dalSimi ukazateli tedy
urceni MLST sekvencnich typl neumoziuje - zejména
u opouzdrenych kmenU Ize nalézt totozny ST u rliznych
klinickych manifestaci. Na zakladé celogenomové sek-
venace (WGS, whole genome sequencing) a srovnani
distribuce vybranych genu se uvadi 6 skupin (clades)
HiNT, které sice nekoreluji s onemocnénimi, nicméné
je lze spojit se znamymi faktory virulence, otitidou,
CHOPN a asymptomatickym nosi¢stvim [26]. Typy in-
fekce podle nich zavisi spise na faktorech na strané
lidského hostitele. Stejné rozdéleni do 6 skupin uvadi
i dalsi studie, kterd na zakladé analyzy 243 genomd
HiNT uvéadi 17 genli vhodnych k rozliseni mezi témito
skupinami; jde o geny mimo zékladni genom spolec¢-
ny pro H. influenzae [18]. Housekeeping geny MLST

schématu tedy nejsou spojeny s odliSnymi projevy
onemocnéni, zdsadni podle vseho budou ostatni geny
a vliv charakteristik hostitele. V budoucnu budou dle
soucasného technologického vyvoje zdsadni rutinni
WGS data.

Vyvoj hemofilovych onemocnéni v budoucich letech
bude téz vyznamné ovlivnén aktualné probihajici pan-
demii koronaviru SARS-CoV-2 a zavedenymi plosnymi
protiepidemickymi opatfenimi. Studie z roku 2020, do
které se NRL HEM zapojila, prokézala vyznamny pokles
respiracné prenosnych infek¢nich agens Streptococcus
pneumoniae, Neisseria meningitidis a H. influenzae [27]
béhem pandemie. Proto je dllezita surveillance inva-
zivnich onemocnéni zplsobenych H. influenzae a vcas-
né zachyceni pfipadnych novych trendd.

ZAVER

Souc¢asnym trendem v CR po zavedeni ockovani
v roce 2001 je vyskyt onemocnéni vyvolanych Hib
pouze v jednotkach ptipadd za rok, infekci vyvo-
lanych celkové viemi typy pak cca 20 invazivnich
onemocnéni ro¢né s pfevahou HiNT. Celkovd nemoc-
nost invazivnim onemocnénim H. influenzae se v po-
slednich 11 letech setrvale pohybuje pod hodnotou
0,28/100 000 obyvatel.

Souhrnné bylo v CR v letech 1999-2020 zazna-
menano 623 invazivnich onemocnéni zpusobenych
H. influenzae. Stabilné se objevuji sérotypy Hib, Hie,
Hif a neopouzdiené kmeny HiNT, zatimco sérotyp
Hid zcela vyjime&né a sérotypy Hia a Hic nebyly v CR
dosud zaznamenany. Obecné lze konstatovat, ze Hib
vyvolavaly ¢astéji onemocnéni u déti, Hie a Hif u do-
spélych nad 55 let. V poslednich letech byly nejbéz-
néjsimi pavodci onemocnéni HiNT nasledované kme-
ny Hif. Nej¢astéjsi diagnézou jiz neni meningitida, ale
sepse. Invazivni kmeny byly téZ analyzovdny pomoci
MLST a dalsich epidemiologickych charakteristik, sig-
nifikantni vztahy mezi sekven¢nimi typy a onemoc-
nénimi ¢i vazby na vék pacientl nebyly prokazany.
Do budoucna v tomto ohledu nabizi vétsi moznosti
celogenomova sekvenace. Je dllezité v surveillance
invazivnich onemocnéni zpUsobenych H. influenzae
nadale pokracovat a sledovat, zda nedochazi ke zmé-
nam soucasnych trendd.
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Podékovani

Autofi touto cestou dékuji viem epidemiologlim, mikrobiologtim
a klinickym lékaftim, ktefi se v CR aktivné podileji na zajistovani
programu surveillance invazivniho onemocnéni zplsobeného H. in-
fluenzae.
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