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SOUHRN

Cil: Klonalni analyza metodou multilokusové sekvenéni typizace (MLST) rozsahlého souboru
kmentu Haemophilus influenzae izolovanych z invazivniho i neinvazivniho onemocnéni v Ceské
republice v letech 2001-2009.

Material a metody: Metodou MLST bylo testovano 207 kmenu H. influenzae, z toho bylo 153
H. influenzae b (Hib), 2 H. influenzae e, 2 H. influenzae f a 50 neopouzdienych H. influenzae (HiNT).
Vysledky: Pri charakterizaci 153 Hib bylo zjisténo, Ze 73 % kment vykazuje sekvenéni typ (ST) ST-6
a 15 % pribuzny ST-83. Dalsi sekvencni typy byly zjistény jen ojedinéle (ST-92, ST-95, ST-108, ST-190,
ST-326). Bylo zjisténo 5 novych ST (ST-663 az ST-667). Vsechny ST zjisténé u Hib nalezely do
klonalniho komplexu cc6. Metodou MLST bylo testovano 12 kmenu izolovanych z klinického
materialu u skuteéného selhani Hib vakciny: 9 kmenu vykazovalo ST-6, 2 kmeny ST-83 a jeden
kmen ST-190. Izolaty H. influenzae e vykazovaly ST-18 a izolaty H. influenzae f vykazovaly ST-124.
Jeden kmen HiNT izolovany z likvoru vykazoval ST-6 typicky pro Hib. U tohoto kmenu se zi‘ejmé
jedna o Hib, ktery ztratil schopnost tvorit pouzdro. Charakterizace dalsich 49 testovanych kmenu
HiNT vykazovalo 37 ruznych ST, nejcastéji zastoupeny byl ST-276 (4 kmeny), ST-556 (3 kmeny),
dalsi ST se vyskytovaly jen ojedinéle. Bylo zjisténo 9 novych ST (ST-668 az ST-676). Sekvenéni typy
H. influenzae non-b jsou heterogenni a nenalezi do klonalniho komplexu cc6.

Zaver: Populace éeskych izolata Hib je velmi homogenni a vsech 12 zjisténych ST nalezi do
jediného klonalniho komplexu cc6. Sekvencéni typ ST-6 je u Hib centralnim genotypem komplexu
definovaného pomoci MLST a lze ho nazvat klonalnim komplexem cc6. Zjisténé piibuzné varianty
centralniho ST-6 jsou jednolokusovymi variantami v rameci komplexu cc6 (ST-83, ST-92, ST-95, ST-
108, ST-190, ST-326, ST-663 az ST-667). U vsech pripadu selhani vakciny byl zjistén klonalni komplex
cc6. Populace H. influenzae non-b je velmi heterogenni a Zadny z 39 zjisténych ST nenalezi do
klonalniho komplexu cc6.

Kli¢ova slova: H. influenzae - klonalni analyza - multilokusova sekvené¢ni typizace - MLST -
molekularni epidemiologie.

SUMMARY

Lebedova V., Musilek M., Kiizova P.: Sequence characterization of Haemophilus influenzae
isolates in the Czech Republic in 2001-2009

Objective: Multilocus sequence typing (MLST)-based clonal analysis of a large set of Haemophilus
influenzae strains isolated from both invasive and non-invasive cases in the Czech Republic in
2001-2009.

Material and methods: A total of 207 H. influenzae strains, i. e. 153 H. influenzae b (Hib) strains, 2
H. influenzae e strains, 2 H. influenzae f strains and 50 non-capsulated H. influenzae (HiNT)
strains, were tested by the MLST method.

Results: MLST classified 73% of 153 Hib strains to sequence type (ST) ST-6 and 15% of them to
related ST-83. Other sequence types were uncommon (ST-92, ST-95, ST-108, ST-190 and ST-326). Five
new STs were found (ST-663 to ST-667). All STs observed in Hib strains belonged to clonal complex
cc6. Of 12 strains isolated from clinical specimens of actual Hib vaccine failure cases, nine were
classified by MLST into ST-6, two into ST-83 and one into ST-190. The H. influenzae type e isolates
were of ST-18 while H. influenzae type f isolates belonged to ST-124. A HiNT strain isolated from
the cerebrospinal fluid was of ST-6, typical of Hib, and may be a Hib strain that lost the capsule-
forming ability. Characterization of other 49 HiNT strains revealed 37 different STs, with ST-276
being the most common (4 strains), followed by ST-556 (3 strains); other STs were only found
sporadically. Nine new STs were identified (ST-668 to ST-676). STs of H. influenzae non-b are
heterogeneous and do not belong to complex cc6.

Conclusion: The population of the Czech Hib isolates is highly homogeneous and all 12 STs
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detected are members of the same clonal complex, cc6. ST-6 is the central genotype in Hib strains
of MLST complex cc6. The detected ST-6 single-locus variants are from clonal complex cc6 (ST-83,
ST-92, ST-95, ST-108, ST-190, ST-326, ST-663 to ST-667). Clonal complex cc6 was found in all vaccine
failure cases. The population of H. influenzae non-b is highly heterogeneous and none of the 39 STs

found matches clonal complex cc6.

Key words: H. influenzae - clonal analysis - multilocus sequence typing - MLST - molecular

epidemiology.

Uvod

Haemophilus influenzae (H. influenzae) je
mal4, nepohybliva gramnegativni bakterie, ktera
kolonizuje lidsky nosohltan. Kmeny mohou byt
opouzdiené nebo neopouzdiené. U opouzdienych
kmenu se rozliSuje Sest sérotypu: a, b, c, d, e, f.
Neopouzdiené kmeny se nazyvaji netypovatelné
(HiNT) a vyvolavaji vétsSinou jen lokalni infekce,
jako je otitida, sinusitida, konjuktivitida a bron-
chitida. Puvodcem zavaznych onemocnéni, jako je
sepse nebo meningitida, jsou jen ojedinéle, vétsi-
nou u malych déti véetné novorozencti a u star-
gich lidi. Pfed zavedenim povinného o¢kovani byl
opouzdieny kmen Haemophilus influenzae b
(Hib) hlavnim ptavodcem hemofilovych zavaznych
onemocnéni zvlasté u malych déti do péti let véku
(meningitida, epiglotitida, bakteriémie nebo sep-
se, pneumonie, artritida). Ostatni opouzdiené
kmeny H. influenzae vyvolavaji zavazna onemoc-
néni jen vyjimecné.

V Ceské republice byl od roku 1987 sledovan
vyskyt hemofilovych meningitid, nemocnost se
pohybovala v rozmezi 0,5-0,7/100 000 obyvatel.
V roce 1999 byl zahajen celorepublikovy program
surveillance zavaznych onemocnéni ptisobenych
Hib, ktery se zaméril na sledovani nejen meningiti-
dy, ale i dalsich klinickych forem (epiglotitida, bak-
teriémie — septikémie, pneumonie, artritida, jiné
zavazné definované syndromy) [6]. RozSifeni sledo-
vanych Kklinickych obrazi prineslo v r. 1999 dvojna-
sobnou nemocnost (1/100 000 obyvatel) oproti pied-
chozim rokum. Nemocnost Hib meningitidy zastala
prakticky na stejnych hodnotach, coz svédéilo o dob-
ré kvalité puvodniho hlasiciho systému.

Na zakladeé vysledkt surveillance a doporuéeni
Poradniho sboru pro preventabilni nakazy
byla v ¢ervenci roku 2001 zavedena rutinni Hib
vakcinace déti do jednoho roku véku formou
tetravakciny (Tetract-Hib) [20]. Zakladni ockova-
ni se provadi ¢tyrmi davkami. V roce 2006 byla
tetravalentni vakcina nahrazena hexavalentni
vakcinou (Infanrix Hexa) [21]. Program surveil-
lance byl po zavedeni o¢kovani rozsiten o sledo-
vani pripadného selhani Hib vakciny [5]. Piipady
selhani Hib vakcinace jsou zatim ojedinélé. Od
zavedeni rutinni vakcinace v roce 2001 do roku

2009 bylo celkem hlaseno jen 19 piipadu selhani
Hib vakcinace, z toho 14 piipadu skute¢ného
selhani, 1 zdanlivé a 4 pravdépodobna selhani.

V prosinci 2008 byl program surveillance Hib
zavaznych onemocnéni na zakladé vyhlasky
Ministerstva zdravotnictvi CR rozsifen i o sledo-
vani vyskytu invazivnich onemocnéni zptsobe-
nych Haemophilus influenzae non-b (Hi non-b)
[22]. Od poéateéniho zavedeni programu surveil-
lance v roce 1999 odpovida definice sledovanych
hemofilovych invazivnich onemocnéni evropské
definici: etiologie musi byt laboratorné prokazana
z klinického materialu, ktery je za normaélnich
okolnosti sterilni [19].

Po zavedeni rutinni vakcinace doslo v Ceské
republice k poklesu celkové nemocnosti Hib inva-
zivnich onemocnéni. V roce 2009 byly hlaseny jen
dva pripady (1 meningitida, 1 sepse). Celkova
Hib nemocnost byla 0,02/100 000 obyvatel
a pri porovnani s rokem 1999 doslo k jejimu
poklesu 0 98 %. V roce 2009 bylo hlaseno také 13
onemocnéni zptasobenych Hi non-b: H. influenzae
e (1 sepse, 1 artritida), H. influenzae f (1 artriti-
da, 1 pneumonie), HiNT (2 meningitidy, 4 sepse,
3 pneumonie) [2].

Metoda multilokusové sekvenéni typizace
(MLST) umoznuje mezilaboratorni pienos typi-
zatnich dat a celosvétové srovnavani vysledku.
Muze se vyuzit v celosvétové molekularni epide-
miologii. V roce 1998 byla metoda MLST vyvinu-
ta pro klonélni studium Neisseria meningitis [3],
pro kterou je k dispozici v souc¢asné dobé nejroz-
sahlejsi celosvétova MLST databaze sekvenénich
typa (ST) a klonalnich komplext (cc) [http://pub-
mlst.org/neisseria/l], na jejimz zékladé lze velmi
presné urcéovat, zda jednotlivé kmeny patii do
hypervirulentnich komplext. MLST byla postup-
né aplikovana i na dalsi bakterialni agens
[http://www.mlst.net/databases/]. Pro H. influen-
zae se celosvétova MLST databaze teprve tvoii
[http://haemophilus.mlst.net/].

V Ceské republice byla dosud publikovana
MLST charakterizace 28 kmentu H. influenzae,
ktera naznacuje klonalni homogenitu Hib [1].
Cilem soucasné studie je klonalni analyza roz-
sadhlého souboru kment H. influenzae, izolova-
nych z invazivniho i neinvazivniho onemocnéni
v Ceské republice v letech 2001-2009.
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Material a metodika

Metoda MLST

Metoda MLST byla provedena sekvenaci oblasti sedmi hou-
sekeeping gent (adk, atpG, frdB, fucK, mdh, pgi, recA) postu-
pem podle [4], s analyzou alelickych variant v ustiedni data-
bazi [http://haemophilus.mlst.net/eburst/] a klonalni analyzou
sekvenénich typt v aplikaci eBURST [ ]. Sekvenaé¢ni amplifi-
kace byly provedeny kitem BigDye v.3.1 s detekci fragmentt
analyzatorem 3130xl podle protokolt vyrobce (Applied Bio-
systems, Foster City, USA), k ziskani vyslednych sekvenci byl
uzit software Lasergene (DNASTAR, Madison, USA).

Vybér izolatu

Pro sekvenc¢ni charakterizaci H. influenzae metodou MLST
bylo v ramci projektu CZ0127 ,Sekvenc¢ni charakterizace
vybranych bakterialnich agens ptisobicich zavazna onemoc-
néni v CR [http:/www.sekvenace.cz/] vybrano 207 izolati,
které byly do Narodni referen¢ni laboratoie pro hemofilové
nakazy poslany mikrobiologickymi laboratofemi ze vSech
kraju Ceské republiky k ovéfeni a dalsi charakterizaci pomo-
ci specializovanych metod. P¥ednostné byly vySetfovany
aktualni kmeny izolované od pacientti v prubéhu roku 2007
az do poloviny roku 2009. Dale byly doplnény kmeny Hib izo-
lovanymi v obdobi bezprostiedné po zahajeni rutinni Hib
vakcinace.

Kultivace a biochemické testy

Izolaty H. influenzae byly uréeny standardnimi metodami:
podle morfologie kolonii na Levinthalové agaru nebo ¢okola-
dovém agaru pro hemofily, podle ptitomnosti hemolyzy na
krevnim agaru s 5 % konské krve, podle simultannich poza-
davkt na X a V rustové faktory a podle biochemickych testa
[15]. Pozadavek na faktor X byl testovan satelitnim rustem
kolem stafylokokové ¢ary na krevnim agaru. Z biochemickych
testa byly pouzity testy fermentace glukdzy, laktozy, mandzy,
sachardzy a tvorba sirovodiku. Pro uréeni biotypu byla zjisto-
vana tvorba indolu, ureazy a ornithin dekarboxylazy. Séroty-
pizace byla provadéna monovalentnimi antiséry a, b, c, d, e, f
(Remel Inc., Lenexa, KS, USA).

Vysledky

Metodou MLST bylo testovano 207 kmenu
H. influenzae, z toho bylo 153 H. influenzae b
(Hib), 2 H. influenzae e, 2 H. influenzae f a 50 neo-
pouzdienych H. influenzae (HiNT) — tabulka 1.

$

Analyza H. influenzae b

Bylo testovano 153 izolatt z let 2001-2009,
témér polovina z nich byla izolovana v prvnich
trech letech: 24 kment v roce 2001 (16 %), 27
kment v roce 2002 (18 %) a 18 kment v roce 2003
(12 %). 144 kmeny Hib (94 %) byly izolovany
z invazivniho onemocnéni, jako je meningitida (87
kmenu), epiglotitida (40 kment), sepse (11 kme-
nu), artritida (3 kmeny) a pneumonie (3 kmeny).
7Z neinvazivniho onemocnéni bylo testovano 8
kmenu Hib (5 %) a jeden kmen (1 %) byl izolovan
od zdravého jedince. 143 kmeny (93 %) byly vySet-
feny ve vékové skupiné 0-9 let, z toho bylo ve
vékové skupiné 0-11 mésict testovano 16 kmenu
(11 %), ve vékové skupiné 1-4 roky 97 kmenu
(68 %) a ve vékové skupiné 5-9 let 30 kmenu
(21 %). Ve vékové skupiné nad 10 let bylo vyset-
feno 10 kmenu (7 %). U kmenu Hib pievazoval
biotyp I (151 kment, tj. 99 %), biotyp II a biotyp
IV byl jen u jednoho kmene.

Vysledky MLST charakterizace Hib jsou uve-
deny v tabulce 2: u 111 kment byl zjistén ST-6
(73 %) au 23 kment ST-83 (15 %). Dale byl u Hib
zjistén ST-92 (2 kmeny), ST-95 (1 kmen), ST-108
(2 kmeny), ST-190 (6 kmenu), ST-326 (1 kmen).
Bylo zjisténo 5 novych ST, kterym byla p¥ifazena
nova ¢isla a byly poslany do celosvétové MLST
databaze k ovéieni a zarazeni (ST-663 az
ST-667). Nové ST byly zjistény jen u jednotlivych
kmendu.

Metodou MLST bylo vySetfeno 12 kmenti izolo-
vanych z klinického materidlu u skuteéného
selhani Hib vakeciny: 9 kment vykazovalo ST-6,
2 kmeny ST-83 a jeden kmen ST-190 — tabulka 3.

Analyza H. influenzae e a H. influenzae f

H. influenzae e byly vySetfeny 2 kmeny, které
byly izolovany od nemocnych vyssi vékové kate-
gorie (nad 10 rokt véku), jeden z likvoru u menin-
gitidy a jeden z krve u sepse. Jeden kmen mél bio-
typ I a jeden biotyp IV. Oba izolaty vykazovaly
ST-18 — tabulka 4.

H. influenzae f byly vySetfeny 2 kmeny. Byly
rovnéz izolovany od nemocnych vys$si vékové
kategorie (nad 10 roka véku), jeden z likvoru

Tab. 1. Soubor izolatt H. influenzae vybrany k MLST charakterizaci, Ceska republika, 2001-2009

Table 1. H. influenzae isolates selected for MLST characterization, Czech Republic, 2001-2009

Sérotyp Invazivni onemocnéni Neinvazivni onemocnéni Celkem
0-11 m 14r 5-9r 10 +r 0-11m 1-4r 5-9r 10 +r

Hib 15 91 28 10 1 6 2 153
Hie 2 2

Hif 2 2
HiNT 4 3 9 1 15 17 1 50
Celkem 19 94 28 23 2 21 19 1 207
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Tab. 2. Sekvenéni typy izolatt H. influenzae b, Ceska republika, 2001-2009

Table 2. Sequence types of H. influenzae b isolates, Czech Republic, 2001-2009

Sekvenéni Invazivni onemocnéni

Neinvazivni onemocnéni
Celkem

typ 0-11 m 14r 5-9r 10 +r

0-11 m 1-4r 59r 10 +r

ST-6 10 71 19 5

5 1 111

ST-83 3 10 5

1

N
w

ST-92

ST-95

ST-108 1

ST-326

ST-663

2
1
1
ST-190 2 3 1
1
1
1

ST-664 1

ST-665 1

ST-666 1

ST-667

| m| R =] e e =]

Celkem 15 91 28 10

153

Tab. 3. Sekvenéni typy izolatt H. influenzae b z piipadt selhani Hib vakcinace, Ceska republika, 2001-2009

Table 3. Sequence types of H. influenzae b isolates from Hib vaccination failure cases, Czech Republic, 2001-2009

Sekvenéni typ

Invazivni onemocnéni

Celkem

0-11 m 14r

59r 10 +r

ST-6 3 5

1 9

ST-83

2
ST-190 1
Celkem 3 8

u meningitidy a jeden z krve u sepse. Oba kmeny
mély biotyp I a oba vykazovaly ST-124 (viz tab. 4).

Analyza H. influenzae NT

Metodou MLST bylo testovano 50 kment HiNT,
které byly izolovany v letech 2006—-2009. 22 kme-
nu bylo izolovano v roce 2008 (44 %), 14 kment
v roce 2009 (28 %), 13 kment v roce 2007 (26 %),
1 kmen v roce 2006 (2 %). Z invazivniho onemoc-
néni bylo testovano 15 kment HiNT (30 %):
meningitida (4 kmeny), sepse (10 kment) a amni-
ova tekutina (1 kmen). Z neinvazivniho onemoc-
néni bylo testovano 35 kment HiNT (70 %), 32
kment pochazi z hornich cest dychacich, po jed-
nom kmeni z otitidy, konjuktivitidy, vulvitidy. 40
kment HiNT (80 %) bylo izolovano ve vékové sku-
piné 0-9 let, z toho ve vékové skupiné 0—11 mési-
ct bylo izolovano 5 kment, ve vékové skupiné 1-4
roky 18 kmenu a ve vékové skupiné 5-9 let 17
kment. 10 kment (20 %) bylo izolovano od star-
gich osob. U kmenta HiNT bylo zastoupeno vice
biotyptit nez u Hib: 20 kment mélo biotyp II

(40 %), 10 kmen# biotyp III (20 %) a 10 kment
biotyp V (20 %), dale 9 kment biotyp I (18 %) a 1
kmen biotyp VI (2 %).

Metodou MLST bylo zjisténo, Ze jeden kmen
HiNT izolovany z likvoru, vykazoval ST-6 typicky
pro Hib. U tohoto kmenu by se mohlo jednat
o Hib, ktery ztratil schopnost tvoiit pouzdro. Dal-
ich 49 testovanych kment HiNT vykazovalo 37
ruznych ST — viz tabulka 4: nejéastéji zastoupeny
byl ST-276 (4 kmeny), ST-556 (3 kmeny), étyii ST
se vyskytovaly u dvou izolatd HiNT, 25 ST se
vyskytovalo jen jednotlivé. ST-393 byl zjistén u 2
izolatt z vytéru z krku, které byly provedeny
v rozpéti jednoho mésice od stejného pacienta.
Bylo zjisténo 9 novych ST, kterym byla piifazena
nova ¢isla a byly poslany do celosvétové MLST
databaze k ovéreni a zarazeni (ST-668 az ST-676),
nové ST byly zjistény jen u jednotlivych kment.

Klonalita populace H. influenzae
V souboru 207 izolata bylo zjisténo celkem 51
ST, z nichz 12 ST zjisténych u Hib (153 izolata)
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Tab. 4. Korelace typu a ST izolatt H. influenzae, Ceska republika, 2001-2009

Table 4. Correlation between the type and ST of H. influenzae isolates, Czech Republic, 2001-2009

Klonalni komplex |Sekvenéni typ Hib Hie

Hif

HiNT

Celkem

ST-6 111

1%

112

ST-83

[\
w

[\
w

ST-92

ST-95

ST-108

ST-190
ccb

ST-326

ST-663

ST-664

ST-665

ST-666

NN N DN

ST-667

ST-11

ST-14

D[ =

ST-18 2

ST-57

ST-98

ST-103

ST-105

=== o

ST-124

ST-139

ST-145

ST-155

ST-170

ST-180

ST-196

ST-203

ST-241

ST-264

ST-266

ST-276

ST-280
UA

ST-368

ST-389

ST-393

ST-395

ST-408

ST-422

ST-425

ST-531

ST-555

ST-556

ST-668

ST-669

ST-670

ST-671

ST-672

ST-673

ST-674

ST-675

ST-676

e N e I I I I I R I I Y Y S E NI RS R S ST I (Y (S IS IS I (Y TSY IS I NC) S

I I I G I R NI N Y NI I G R R R N I NI I R I N I T R N R I Y R R I I R Y

Celkem 153 2

[
(=]

207

*Pravdépodobné se jedna o Hib, ktery ztratil schopnost tvofit pouzdro.
UA = unassigned = ST nezaiazen do klonalniho komplexu
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nalezi do klonalniho komplexu cc6 (viz tab. 4).
Zjisténé piibuzné varianty centralniho ST-6, tedy
ST-83, ST-92, ST-95, ST-108, ST-190 a ST-326
a nové ST-663 az ST-667, jsou jednolokusovymi
variantami v ramci komplexu cc6. Populace ces-
kych izolatt Hib je velmi homogenni a nalezi do
jediného klonalniho komplexu cc6. Oproti tomu
populace Hi non-b je velmi heterogenni. Vyjimkou
byl jeden kmen HiNT izolovany z likvoru, ktery
vykazoval ST-6 typicky pro Hib. U tohoto kmene
by se mohlo jednat o Hib, ktery ztratil schopnost
tvorit pouzdro. V souboru dalsich 53 izolatt bylo
zjisténo 39 ST a zadny z nich nenéalezi do klonal-
niho komplexu cc6 — zustavaji tedy oznaceny jako
UA = unassigned = nezarazeny — viz tabulka 4
a obrazek 1.

Metoda MLST ukézala genetickou odliSnost
populaci Hib versus Hi non-b.

Diskuse

Ve svétové literatuie se uvadi, ze az 80 %
zdravych osob v populaci ma ve vytérech z noso-
hltanu H. influenzae — hovoifime o zdravych
nosi¢ich [8, 12, 15]. V Ceské republice byla pro-
vedena studie, ktera se zabyvala nosiéstvim
potencidlnich patogentu Streptococcus pneumo-
niae, Haemophilus influenzae, Moraxella ca-
tarrhalis a Staphylococcus aureus izolovanych
z nazofaryngu od zdravych déti navstévujicich
16 mateiskych $kolek v Ceské republice v obdo-
bi zimy na konci roku 2004 a poéatkem roku
2005 [23]. Bylo vysSetieno 425 zdravych déti ve
stari 3-6 let. U 24,9 % déti byl zjistén ve vytéru
H. influenzae, vétsina kment byla neopouzdie-
na (94,3 %). Mezi opouzdienymi kmeny byly izo-
lovany 3 kmeny H. influenzae e a 3 kmeny
H. influenzae f, nebyl izolovan zadny H. influen-
zae b. Nosi¢stvi hemofilid u dospélych neni
v Ceské republice zmapovano.

Metoda MLST byla vyvinuta v Anglii v 90. le-
tech minulého stoleti [3]. Pouziva se pro studium
klonality bakteridlnich agens. Je univerzalné
pouzitelna, umozriuje mezilaboratorni pienos dat
a lze ji pouzit v celosvétové molekularni epide-
miologii [18]. Tato metoda pomaha analyzovat
vyvoj bakterialnich populaci a detekovat viru-
lentni bakterialni komplexy. Pro H. influenzae se
celosvétova MLST databaze teprve tvori a publi-
kace popisujici MLST analyzu populaci H. influ-
enzae jsou zatim ojedinélé.

V Ceské republice bylo metodou MLST v pted-
chozich letech zatim otypovano 28 kmentu
H. influenzae. Pro tehdejsi studium byly vybrany
kmeny H. influenzae izolované v Ceské republice
z invazivnich onemocnéni v prvnim ¢étvrtleti roku

$
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Obr. 1. Genetickd piibuznost sekvenénich typa zjisténych
u 207 izolatd H. influenzae
Analyza SPLIT TREE, Ceska republika, 2001-2009

Fig. 1. Genetic relatedness of sequence types identified in 207
H. influenzae isolates
SPLIT TREE analysis, Czech Republic, 2001-2009

2001, tj. pired zatazenim vakciny proti H. influen-
zae b do ocfkovaciho schématu. Prvni vysledky
charakterizace téchto kment metodou MLST
ukéazaly jejich klonalni homogenitu. Pro H. influ-
enzae b izolované z invazivnich onemocnéni
v Ceské republice se ukazal byt typickym ST-6.
Touto metodou byly popsany nové sekvenéni typy:
ST-83 a ST-84, ST-85 [1].

P#i charakterizaci 153 Hib metodou MLST bylo
v nyni prezentované studii zjisténo, ze 73 % kme-
na vykazuje ST-6 a 15 % piibuzny ST-83. Dalsi
sekvenéni typy (ST-92, ST-95, ST-108, ST-190,
ST-326 a nové ST-663 az ST-667) byly zjistény jen
ojedinéle. Z nasSich vysledku je ziejmé, Ze pravé
tento sekvenéni typ ST-6 u Hib, respektive jeho
alelicky profil, je centralnim genotypem komple-
xu definovaného pomoci MLST, respektive meto-
dou BURST analyzy. Tudiz, dany komplex je
z tohoto pohledu mozZno nazvat klonalnim kom-
plexem cc-6.

Vyskyt kmenu nalezZejicich ke komplexu cc6 byl
v souborech Hib izolatt kromé Ceské republiky
zjistén téz v postvakcinaénich podminkach
v men$i mite autory v Kanadé a v USA [17, 11],
ve vyznamnéj$Sim zastoupeni mezi Hib izolaty
v Nizozemsku [13] a Velké Britanii [9]. V ramci
stata stiedni a vychodni Evropy, kde plosna vak-
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cinace proti Hib neprobiha, byly izolaty nalezejici
do komplexu cc6 popsany v Polsku [14] a v Rusku
[7, 10]. Pritomnost kment komplexu cc6 v hemo-
filové populaci naopak nebyla zjisténa v podmin-
kach Ciny [16].

Metoda MLST c¢eskych izolatt H. influenzae
z let 2001-2009 ukazala genetickou odlisSnost
populaci Hib versus Hi non-b. Tento néalez je
vyznamny pro vyvoj novych vakein proti H. influ-
enzae a pro urfovani vakcinaéni strategie jak
z narodniho, tak z mezinarodniho hlediska.

Charakterizace izolata Hib sekven¢nimi meto-
dami rovnéz piispéla k objasnéni selhani Hib
vakcinace. Metodou MLST bylo vySetieno 12
kmenu izolovanych z klinického materialu u sku-
teéného selhani Hib vakciny: 9 kmenu vykazova-
lo ST-6, 2 kmeny ST-83 a jeden kmen ST-190.
Vsechny ST zjisténé u izolata z pripadt selhani
vakciny nalezely do komplexu cc6.

Charakterizace dvou kment H. influenzae e
a dvou kmenu H. influenzae f metodou MLST
ukazala, ze se ziejmé jedna také o homogenni
populace. Je ale potieba vysetiit vice izolatu, aby-
chom mohli potvrdit tyto vysledky.

Jeden kmen HiNT izolovany z likvoru vykazo-
val ST-6 typicky pro Hib. U tohoto kmenu by se
mohlo jednat o Hib, ktery ztratil schopnost tvoiit
pouzdro.

Charakterizace dalsich 49 kment HiNT meto-
dou MLST prokéazala, Ze se jedna o heterogenni
populaci, geneticky odliSnou od populace Hib.
Sekvenéni typy jsou velmi diferencované, Zadny
nenalezi do klonalniho komplexu cc6 a ztstavaji
nezatazeny do klonalniho komplexu (oznaceni
UA).

Charakterizace H. influenzae metodou MLST,
ktera byla provadéna v ramci projektu CZ0127
~Sekvenéni charakterizace vybranych bakterial-
nich agens ptisobicich zavazna onemocnéni v CR¥,
prispéla nejen k objasnéni epidemiologie zavaz-
nych forem hemofilovych invazivnich onemocnéni
(meningitida, sepse) ohroZujicich zejména déti
a mladistvé, ale i k objasnéni onemocnéni hornich
cest dychacich a i dal8ich neinvazivnich onemoc-
néni.

Ziskana data byla vlozena do celosvétové
MLST databaze. Globalni analyza sekvenénich
dat umozni vyvoj novych vakcin genetickymi
metodami. Mezinarodni sdileni sekvenénich dat
bakterialnich kment izolovanych v Ceské repub-
lice je pro vyvoj vakcin velmi vyznamné proto, Ze
éeské bakterialni populace jsou odlisné od popu-
laci zapadoevropskych a iesitelské pracovisté dis-
ponuje rozsahlymi sbirkami izolati pokryvajici
obdobi tficeti let.

Vysledky ziskané ieSenim projektu budou
poskytovany Ministerstvu zdravotnictvi CR a sta-
nou se podkladem k aktualizaci programt sur-

$

veillance jednotlivych infekénich onemocnéni
vCetné vakcinac¢nich strategii.

Literatura

1. Krizova, P., Kalmusova, J., Lebedova, V., Felsberg,
J., Haugvicova, R. Charakterizace kment Haemophilus
influenzae metodou multilokusové sekvenaéni typizace.
Epidemiol. Mikrobiol. Imunol., 2004, 53, 2, p. 74-717.

2. Lebedova, V., Benes, C., Kalmusova, J., Kiizova,
P. Zavaina onemocnéni zpusobena Haemophilus
influenzae v Ceské republice v roce 2009. Zprdvy EM,
2010, 19, 1-2, p. 31-34.

3. Maiden, M. C., Bygraves, J. A., Feil, E., Morelli, G. et
al. Multilocus sequence typing: a portable approach to
the identification of clones within populations of
pathogenic microorganisms. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
1998, 95, 6, p. 3140-3145.

4. Meats, E., Feil, E. J., Stringer, S., Cody, A. J. et al.
Characterization of encapsulated and noncapsulated
Haemophilus influenzae and determination of
phylogenetic relationships by multilocus sequence
typing. J. Clin. Microbiol., 2003, 41, 4, p. 1623-1636.

5. Metodickd opatieni — Metodicky navod k zajisténi
surveillance  programu invazivnich onemocnéni
zptsobenych H. influenzae b. Veéstnik MZ CR, prosinec
2002, éastka 13, p. 15-19.

6. Metodicka opatieni — Zajisténi surveillance programu
invazivnich onemocnéni zpusobenych H. influenzae b.
Vestnik MZ CR. Duben 1999, ¢astka 3, p. 1-4.

7. Mironov, K. O., Platonov, A. E., Nikolaev, M. K.,
Koroleva, L. S., Shipulin, G. A. Genetic characteristic of
Haemophilus influenzae type B strains isolated in
Russian regions. Mikrobiol. Epidemiol. Immunobiol.,
2010, 1, p. 24-28.

8. Mukundan, D., Ecevit, Z., Patel, M., Marrs, C. F,,
Gilsdorf, J. R. Pharyngeal colonization dynamics of
Haemophilus influenzae and Haemophilus haemolyticus
in healthy adult carriers. J. Clin. Microbiol., 2007, 45, 10,
p. 3207-32117.

9. Oh, S.Y., Griffiths, D., John, T., Lee, Y. C. et al. School-
aged children: a reservoir for continued circulation of
Haemophilus influenzae type b in the United Kingdom. oJ.
Infect. Dis., 2008, 197, 9, p. 1275-1281.

10. Platonov, A. E., Mironov, K. O., Iatsyshina, S. B,
Koroleva, I. S. et al. Multilocus sequence-typing for
characterization of Moscow strains of Haemophilus
influenzae type b. Mol. Gen. Mikrobiol. Virusol., 2003, 2,
p. 21-25.

11. Sacchi, C. T., Alber, D., Dull, P.,, Mothershed, E. A. et
al. High level of sequence diversity in the 16S rRNA
genes of Haemophilus influenzae isolates is useful for
molecular subtyping. J. Clin. Microbiol., 2005, 43, 8,
p. 3734-3742.

12. Sa-Leco, R., Nunes, S., Brito-Avo, A., Alves, C. R. et
al. High rates of transmission of and colonization by
Streptococcus pneumoniae and Haemophilus influenzae
within a day care center revealed in a longitudinal study.
oJ. Clin. Microbiol., 2008, 46, 1, p. 225-234.

13. Schouls, L. M., van der Ende, A., van de Pol, 1.,
Schot, C. et al. Increase in genetic diversity of
Haemophilus influenzae serotype b (Hib) strains after
introduction of Hib vaccination in the Netherlands.
oJ. Clin. Microbiol., 2005, 43, 6, p. 2741-2749.

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie

195

—



Epidemiologie 4-

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

010 6.12.2010 11:02 Str. 196

Skoczynska, A., Kadlubowski, M., Empel, J.,
Hryniewicz, W. Characteristics of Haemophilus
influenzae type b responsible for meningitis in Poland
from 1997 to 2004. J. Clin. Microbiol., 2005, 43, 11,
p. 5665-5669.

Slack, M. P. E. Haemophilus. In Parker, M. T., Collier, L.
H. (eds). Topley & Wilsones principles of bacteriology,
virology and immunity. 8t ed. Philadelphia and Ha-
milton: B. C. Decker Inc., 1990, 2, p. 355-382, ISBN
1-55664-290-3.

Tian, G., Zhang, L., Li, M., Wang, X. et al. Genotypic
characteristics of Haemophilus influenzae isolates from
pediatric pneumonia patients in Chengdu city, Sichuan,
China. J. Microbiol., 2009, 47, 4, p. 494-497.

Tsang, R. S., Mubareka, S., Sill, M. L., Wylie, J. et al.
Invasive Haemophilus influenzae in Manitoba, Canada,
in the postvaccination era. J. Clin. Microbiol., 2006, 44, 4,
p- 1530-1535.

Urwin, R., Maiden, M. C. Multi-locus sequence typing:
a tool for global epidemiology. Trends Microbiol., 2003, 11,
10, p. 479-487.

Uftedni véstnik Evropské unie 2008/426/ES, Rozhodnuti
komise ze dne 28. dubna 2008, kterym se méni
rozhodnuti 2002/253/ES, kterym se stanovi definice
pripadi pro hlaseni prenosnych nemoci do sité
Spoleéenstvi podle rozhodnuti Evropského parlamentu
a Rady ¢ 2119/98/ES (oznameno pod ¢&islem K(2008)
1589), L 159/46-159/90.

Vyhlaska MZ CR ze dne 6. prosince 2000, o otkovani proti
infekénim nemocem. Sbhirka zakonu ¢. 439/2000, éastka
121, s. 5788-5792.

Vyhlaska MZ CR ze dne 29. listopadu 2006, o o¢kovani
proti infekénim nemocem. Sbirka zakonu €. 537/2006,
castka 174, s. 7282-7288.

$

22. Vyhlaska MZ CR ze dne 17. prosince 2008, o systému
epidemiologické bdélosti pro vybrané infekce. Shirka
zékonu ¢. 473/2008, ¢astka 151, s. 8010-8043.
Zemliékova, H., Urbaskova, P., Adamkova, V.,
Motlova, J. et al. Characteristics of Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella
catarrhalis and Staphylococcus aureus isolated from the
nasopharynx of healthy children attending day-care
centres in the Czech Republic. Epidemiol. Infect., 2006,
134, 6, p. 1179-1187.

23.

Podékovani: Sekvenéni charakteristika izolati H. influen-
zae byla podporena projektem CZ0127 ,Sekvencni charakteri-
zace vybranych bakteridlnich agens ptisobicich zdvaZna one-
mocnéni v CR“ [hitp://www.sekvenace.cz/]. Definovdni alel
a sekvencnich typit bylo provedeno srovnanim sekvenénich dat
s hemofilovou MLST databdzi [http: // haemophilus.mlst.net/].
Za technickou pomoc autori dékuji laborantkam Oddéleni
vzdusdnych bakteridlnich ndkaz OML SZU Praha. Autofi déku-
Ji vsem mikrobiologtim, epidemiologiim a klinickym lékariim
za spoluprdci pri realizaci programu surveillance invazivniho
hemofilového onemocnéni v Ceské republice a zejména za posi-
lani izolati H. influenzae do NRL.

Do redakce doslo 22. 7. 2010.

MUDr. Vera Lebedovad

Narodni referenéni laborator pro hemofilové ndkazy
Oddéleni vzdusnych bakteridlnich ndakaz

Statni zdravotni ustav

Srobdrova 48

100 42 Praha 10

e-mail: lebedova@szu.cz

DRUHE ROZSIRENE VYDANI

KAPESNI SLOVNIK

MEDICINY

Martin Vokurka *+ Jan Hugo

3500 NEJDOLEZITESSICH HESEL

KAPESNI SLOVNIK MEDICINY (2. VYDANI)

Martin Vokurka, Jan Hugo

Druhé roz$ifené vydani kapesni verze lékafského slovniku obsahuje pfi-

zakladnich informaci o zdravi a nemocech pro nejsirsi ¢tenafskou obec.

Wdalo nakladatelstvi Maxdorf v roce 2008, 192 str.. cena 195 K¢, formdt A6,
broz., ISBN: 978-80-7345-163-9.

Objednavky muzete posilat na adresu: Nakladatelské a tiskové
stiedisko CLS JEP, Sokolska 31, 120 26 Praha 2, fax: 224 266 226,
e-mail: nts@cls.cz. Na objednavce laskavé uvedte i jméno ¢asopi-
su, v némz jste se o knize dozvédéli.

196

—



