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SOUHRN

Cil prace: Provést fylogenetickou a molekularni analyzu vir(
chripky A/H1 N1, izolovanych v epidemické sezoné 2012/2013
od pacientl hospltallzovanych s priznaky ILI (influenza-like
illnes).

Material a metodiky: Analyzovany soubor predstavoval 34
kmen( viru pandemicke chripky A/H1N1 -V epidemicke sezone
2012/2013 v CR. Kmeny byly podrobeny paraalnlmu nebo ce-
logenomovému sekvenovani. Jednotlivé genomoveé segmenty
se porovnaly na nukleotidové i aminokyselinové urovni, urcila
se absolutni i procentni sekvenéni identita a identifikovaly se
fylogenetické vztahy. V poslednim bodu se analyzovaly rozdily
v molekule H1 oproti aktudlnimu vakcinaénimu kmenu a iden-
tifikovala se genotypova struktura a pritomnost molekuldrnich
markerd majicich vztah k patogenité a rezistenci na antivirotika.
Vysledky: Fylogeneticka analyza molekuly H1 naznacila pri-
slusnost vsech 34 A/H]N] izolatl reprezentujicich sezonu
2012/2013 v CR do H1 skuplny 6 s ¢lenénim do dvou H1 sublinif
6A a 6B. Mapovani rozdilll do znamych antigennich oblasti
molekuly H1 ukdzalo dvé stabilni zmény oproti aktudlnimu
vakcinacnimu kmenu, a to v antigennich oblastech Sb a Cal.

ABSTRACT

Nagy A., Jifincova H., Havlickovd M., DZzupova O.,
Herrmannova K., Trojanek M., Kyncl J., Blechova Z.,
MaresSova V.: Phylogenetic and molecular analysis
of A/HIN1,,,, influenza viruses isolated in the epidemic
season 2012/2013 from hospitalised patients with
symptoms of influenza-like illness

Aim: To perform phylogenetic and molecular analysis
of A/HINT.4m influenza viruses isolated in the epidemic sea-
son 2012/2013 from hospitalised patients with symptoms of
influenza-like illness (ILI).

Material and methods: The study set included 34 strains of
the A/H1N1 influenza virus isolated in the Czech Republic
in the epldemlc season 2012/2013. The strains were analy-
sed by partial or whole-genome sequencing. The genome
segments were compared at the nucleotide and amino acid
levels, absolute and percentage sequence identity were

Dale byly identifikovany sporadické mutace spadajici do anti-
genni oblasti Ca2, Cb a Sb. Genotypizace odhalila ko-cirkulaci
dvou pribuznych, ale jasné rozlisitelnych genotypt A/H1N1
VSechny izoldty se vyznacovaly citlivosti na oseltamivir. U Jed—
noho kmene byly identifikovany dvé N1 subpopulace oselta-
mivir senzitivni a rezistentni v priblizné ekvimolarnim poméru.
Zaveér: Vsechny A/HH\H ., 1zolaty reprezentujici epidemickou
sezonu 2012/2013 v CR predstavova\y fenotypové jednotnou
skupinu. Na nukleotidové urovni byla divergence relativneé vy-
raznéjsi s moznosti identifikace H1 sublinii i diskrétnich genotypu.
Molekuly H1 se vyznacovaly vysokou identitou s vakcinacnim
kmenem A/California/7/2009 (HIN1), coz dokazovalo dosta-
tec¢nou protektivitu aktualni vakciny. Vsechny kmeny se vyzna-
Covaly citlivosti na oseltamivir, nicnéné v nékterych pripadech
dochazelo k selekci oseltamivir-rezistentnich N1 subpopulaci.

KLICOVA SLOVA
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determined, and phylogenetic relations were identified. The
last steps were the comparison of the H1 molecule with that
of the most recent vaccine strain and identification of the
genotypic structure and molecular markers linked to the
pathogenicity and antiviral resistance.

Results: Phylogenetic analysis of the HI molecule suggested
that all 34 A/H1N1 isolates from the 2012/2013 season in
the Czech Republwc shou\d be assigned to H1 group 6 divided
into sublineages 6A and 6B. The comparison of the known
antigenic regions of the H1 molecule with those in the most
recent vaccine strain revealed two stable changes in antigenic
regions Sb and Cal. Furthermore, sporadic mutations were
identified in antigenic regions Ca2, Cb, and Sb. Genotyping
revealed co-circulation of two related but clearly distiguishable
genotypes of A/H1N1 . All isolates showed sensitivity to
oseltamivir. One strain conswsted of two N1 sub-populations,
one oseltamivir sensitive and the other oseltamivir resistant,
in nearly equimolar proportions.
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Conclusion: All A/H]N isolates from the epidemic season
2012/2013 in the Czech Repubhc formed a phenotypically uni-
form group. At the nucleotide level, the divergence was relative-
ly more pronounced and H1 sublineages and discrete genotypes
were possible to identify. Hl molecules were highly identical to
those of the vaccine strain A/California/7/2009 (HINT) which
showed that the current vaccine was protective enough. All

uvobD

Chripka predstavuje akutni febrilni virové onemocnéni, jez
atakuje predevsim horni cesty dychaci - s maximem vyskytu
v zimnich mésicich roku. U vét§iny nemocnych miva infekce
stfedné tézky prubéh, obvykle postaci symptomaticka 1éc¢ba
a po 5-7 dnech dochézi k tstupu ptiznaki. Rekonvalescenci
vSak miiZze doprovazet inavovy syndrom, ¢asto i nékolik tyd-
nd. Nicméné, u ¢asti nemocnych se chiipka miZe projevit
jako zavazna infekce, ktera se manifestuje postizenim dolnich
cest dychacich (primarni chfipkova pneumonie) a neztidka
iprojevy mimoplicnimi. ZavaZnost pribéhu je obtizné odhad-
nutelna, ¢asto se miiZe tézka infekce objevitiu velmi mladého
pacienta bez jakychKkoliv rizikovych faktor. Chfipkova sezéna
2012/2013 se, na rozdil od sezony 2011/2012, vyznacovala delSim
trvanim i vyskytem tézkych forem infekce [1]. Dominujicim
subtypem byla chnpka A/HIN1 om? subtyp A/H3N2 a typ B ko-
-c1rkulovaly vmensi mife ve druhe poloviné epidemické viny.
Cilem nasi studie byla charakteristika genetické variability
vird chfipky subtypu A/HIN1 pam? pacientt ktefi byli hospi-
talizovani s pfiznaky ILI v sezoné 2012/2013.

MATERIAL A METODY

Analyzovany soubor pfedstavoval 34 kment viru pandemické
chiipky A/HINL . . Z uvedeného poctu bylo od 26 pacientll
hospitalizovanych s pfiznaky ILI v Nemocnici na Bulovce v ob-
dobi od 1. 10. 2012 do 30. 4. 2013 ziskano 28 kmenti (2 pacienti
byli z dvodi prolongované hospitalizace odebrani dvakrat),
6 kment pochdzelo od pacientli indikovanych k vySetfeni
mimo Nemocnici na Bulovce v ramci standardni diagnostic-
ké ¢innosti NRL a z toho 2 kmeny byly ziskany post mortem
od pacientli s perakutnim priibéhem chtipky vedoucim k exitu
(tab. 1). Pfi pfijmu byl u nemocnych rutinné odebran stér
znosohltanu a z obou nosnich praduchi, ktery byl nasledné
pouzit pro ucely molekularni detekce a typizace a rovnéz pro
izola¢ni pokus na tkanovych kulturdch MDCK. Molekularni
detekce a typizace byla provedena s vyuzitim metody RT-gPCR
(Center for Disease Control, Atlanta, USA). Kmeny A/HIN L,

byly izolovany v bunécném systému MDCK SIAT-1[2]. lekane
izolaty byly podrobeny parcidlnimu nebo celogenovému sekve-
novani a fylogenetické analyze. Sekvenovani probéhlo na pfi-
stroji GA 3130 (Life Technologies) za pouziti selektovanych
oligonukleotid z nasi knihovny primer@ pokryvajici vSechny
segmenty viru chfipky A (sekvence pouzitych primert jsou
dostupné na zdkladé vyzadani). Editace, sestava a kvalitativni
analyza sekvenci se uskutecnila pomoci programi SeqScape
(Life Technologies) a BioEdit [3] a ziskané sekvence se nasled-
né srovnaly s vyuzitim MAFFT analyzy [4]. Dale se stanovil
stuperi sekven¢ni identity véech segmentti na nukleotidové
iaminokyselinové irovni ve formé tzv. ,sequence difference
count” (SDC) matrixu [3]. Fylogeneticka analyza pro kazdy
segment byla provedena s vyuzitim Neighbour-Joining nebo
Maximum Likelihood aplikaci programu PHILIP [5] - obr. 1.
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strains were sensitive to oseltamivir; however, the selection of
oseltamivir resistant N1 subpopulations was observed.
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Dendrogramy se graficky upravily s vyuzitim TreeExplorer
aplikace programu MEGA 4 [6]. Reprezentativni sekvence byly
zadany do databaze GenBank.

VYSLEDKY

V nasi studii bylo analyzovano 34 izolatfi viru A/H1N1 . pocha-
zejicich od 32 pac1entu ve veku 4- 78 let prumer i medlan véku
1nfe1<ce se schvacenosti, dusnosti, protrahovanym kaslem
a horeckou nebo 1<omorbidity. Tﬁnéct pacientd bylo 1éCeno
oseltamivirem, Sest pacientd bylo pfijato na JIP a u patnacti
pacientd doslo k rozvoji pneumonie a respiracniho selhavani.
Sest pacienttl infekci podlehlo, z toho ve dvou piipadech se
jednalo o perakutni priibéh infekce.

Fylogenetickd analyza molekuly H1, provedena na zakladé
reprezentativnich sekvenci databaze GISAID [7] naznacila pfi-
sluSnost vSech 34 A/HIN1 , . izolatli reprezentujicich sezonu
2012/2013 v CR do H1 skupmy 6 [8]. Studium fylogenetlckych
vztaht dile naznacilo, Ze v rdmci skupiny 6 jsou nase kmeny
separované do dvou jasné rozlisitelnych sublinii. Prvni subli-
nii, s oznacenim 64, tvofil jediny kmen s ¢islem 140, kdeZto
zbylych 33 kment bylo uniformné zac¢lenénych do druhé
sublinie 6B. Pozorované fylogenetické vztahy Hl segmen-
tl se na nukleotidové Grovni projevily relativné vyrazneé.
Konstrukce SDC matrixu ukazala rozdily mezi subliniemi
6A a 6B ve 23-29 pozicich na 1635 nukleotidl (1,41-1,77 %),
zatimco v ramci sublinie 6B byl stupen nukleotidové identity
relativné vysoky: 0-11/1635 (< 0,67 %). Na aminokyselinové
arovni byly rozdily méné vyrazné, a to 7-12/536 (1,31-2,24%)
mezi subliniemi 6A a 6B a 0-7/536 (< 1,31%) v ramci sublinie
B (tab. 2). Porovnani H1 segmentu studovanych kment
s vakcina¢nim kmenem A/California/7/2009(HIN1) odhali-
lo 12/536 (2,24 %) aminokyselinovych rozdild u sublinie 6A
a 11-13/536 (2,05-2,43%) u sub-linie 6B (tab. 2). Mapovani
rozdild do zndmych antigennich oblasti ukazalo dvé stabilni
zmény oproti aktudlnimu vakcina¢nimu kmenu, a to v an-
tigennich oblastech (H3 ¢islovani): Sb (S188T) a Cal (S206T).
Mutace v téchto antigennich pozicich jsou obecné znamé
a byly uniformné pfitomny u vSech analyzovanych kment
A/HIN1 , . Vedle stabilnich rozdild se dale identifikovaly
sporadické mutace spadajici do antigenni oblasti Ca2 (6A a2
kmeny sublinie 6B) a Sb a Cb (po jednom kmeni sublinie 6B).
Stanoveni sekvencni variability u zbyvajicich genomovych
segmenti ve formé fylogenetickych vztahti a SDC matrixu
(neuvedeno) dale naznacilo, Ze se dichotomie analyzova-
nych A/HINL ,_ kmeni, pozorovand na urovni molekuly HI,
zachovava. V ramc1 HI sublinie 6B byla pozorovana vysoka
sekvencni identita s hodnotami nukleotidové a aminokyse-
linové variability v rozmezi 0,3-1,12 %, respektive 0,40-1,37%
s nejvyraznéj$imi rozdily u segmentt kédujicich protein
NS1aN1. Naopak, A/HINL , kmen 140 se od zbyls’/ch kment
odliSoval ve vSech segmentech relativné vyrazné. Na trovni
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Tabulka 1. Zakladni charakteristika vy3etfovanych pacienti

Table1. Patient characteristics
k(r:r:selr?e p:?:fenr:lt(a Pohlavi Int:g;;vm Antivirotika Duivod hospitalizace Komplikace diaI;cr,%zy Vysledek
140/12 1980 F ne ne schvécenost 0 R509 Uzdrava
183/12 1974 F ne ne neuvedeno neuvedeno J209 neuvedeno
184/12 1973 M ne ne neuvedeno pneumonie J189 neuvedeno
185/13 1954 F ne ne schvacenost 0 B348 Uzdrava
186/13 1935 F ne ne polymorbidita, celkové zhorseni 0 B348 Uzdrava
187/13 1990 F ne ne komorbidita 0 B349 Uzdrava
188/13 1969 M ne ne schvacenost 0 R509 Uzdrava
189/13 1969 M ne ne schvacenost 0 R509 Uzdrava
190/13 1988 M ne ne schvdcenost, neurosymptomy 0 J069 Uzdrava
191/13 1986 M ne ne imunokompromis 0 B207 Uzdrava
192/13 1986 M ne ne imunokompromis 0 B207 Uzdrava
193/13 1958 M ne ne dusnost, neurosymptomy encefalopatie Jim Uzdrava
194/13 1969 F ne ne doporuceni praktického lékare 0 Jim Uzdrava
195/13 1938 M JIP ANO komorbidita pneumonie, kardidlni selhanf A419 amrtf
196/13 1968 M ne ne neuvedeno respiracni selhani J960 umrti
199/13 1940 F ne ANO porucha védomi pneumonie, encefalopatie Jim Uzdrava
20113 1990 F ne ne socialni ddvody 0 B349 Uzdrava
202/13 1964 M ne ANO schvdcenost, vysoké CRP pneumonie Jm Uzdrava
203/13 1987 F ne ne schvacenost, vysoké CRP 0 R509 Uzdrava
20413 1968 M ne ANO kolaps 0 J189 Uzdrava
206/13 1990 F JIP ANO tézké neurologické postizeni respiracni insuficience, edém mozku J209 amrti
207/13 1951 M JIP ANO dusnost pneumonie, respiracnf insuficience J189 Uzdrava
208/13 1950 M ne ANO dusnost pneumonie, kardidlni dekompenzace R509 Uzdrava
209/13 2009 F ne ne febrilni krece pneumonie, febrilni krece R509 Uzdrava
210/13 2007 M ne ne hyperpyrexie myositida R509 Uzdrava
2013 1973 M JIP ANO schvacenost, dusnost pneumonie, respiracnf insuficience J189 Uzdrava
21213 1959 M JIP ANO dusnost pneumonie JI00 Uzdrava
213/13 1965 M JIP ANO imunokompromis, dusnost pneumonie, respiracni selhani B207 amrti
214/13 1960 M ne ANO protrahovany kasel pneumonie R509 Uzdrava
215/13 1973 M ne ne neuvedeno respiracni selhani Jim amrti
30/13 1982 F ne ANO neuvedeno neuvedeno J189 neuvedeno
31/13 1951 M JIP ANO polymorbidita, dusnost kardidlni a respirac¢ni selhani R509 umrti
93/13 1993 M ne ne schvacenost 0 B348 Uzdrava
94/12 1979 F ne ne neuvedeno neuvedeno A419 neuvedeno

JIP - jednotka intenzivni péce

nukleotidli a aminokyselin byly v porovnani se sublinii B
rozdily vrozmezi1,13-2,42% a 0,53-3,09 %, a to hlavné v pro-
teinech N1, M2 a NS1 (viz tab. 2).

Analyza pritomnosti a distribuce molekuldrnich markert
majicich vztah k patogenité a rezistenci na antivirotika
odhalila, Ze vSechny kmeny az na kmen 207 se vyznacuji
citlivosti na inhibitory neuraminidaz. U kmene 207 byly
identifikovany dvé koexistujici N1 varianty lisici se v pozici
275, ktera je nejvyznamnéjsi v rezistenci na inhibitory ne-
uraminidaz. To naznacuje, ze u kmene 207 byly pfitomny
dvé N1 subpopulace, a to senzitivni H275 a rezistentni H275Y
v pfiblizné ekvimolarnim pomeéru. Dals$i molekuldrni znaky
byly shledany jako nevyznamné.

Vedle indikatord rezistenci a patogenity se vSechny analyzo-
vané kmeny vyznacovaly uniformni pfitomnosti typickych
A/HINL , znakd, a to M2 mutace S31IN a [43T a uzavienym
Ctecim ramcem pro protein PB1f2. Mutace S31N v protonovém
kanalu M2, indikujici rezistenci na adamantanové blokatory,
je charakteristickym znakem pandemické chfipky a kofeny
této mutace sahaji az k tzv. ,,Eurasian avian-like*“ HIN1 vi-

rim jako jednim z prekurzorli A/HINL ,  [9]. Cteci rimec pro
protein PB1-F2 je preruSen tfemi stop kodony, proto se tento
protein v analyzovanych kmenech neexprimuje. Dal§im
znakem pandemické chiipky je M2 mutace 143T. Ac¢koliv neni
tato mutace spojovana s patogennim fenotypem, pfedstavuje
znak, kterym se A/HINL ,  odliSuje od jinych subtypd a linii
chtipky A jako sezonni HIN1, H5N1apod. [9]. Z toho pohledu
stojiza pozornost, Ze kmen 140 (jediny kmen H1 sublinie 6A)
se v této pozici odliSuje, a to M2 aminokyselinovou mutaci
T43A.

DISKUSE A ZAVER

Vysledky nasich analyz prokazaly, Ze A/HIN1 ,_ kmeny repre-
zentujici chfipkovou sezonu 2012/2013 v CR tvorily antigenné
jednotnou skupinu. Na zdkladé klasifikace ECDC patfil hlavni
povrchovy antigen Hl1 do skupiny 6, ktera spolu se skupina-
mi 5 a 7 tvofila nejcastéji detekované H1 varianty v Evropé
v predchazejici sezoné 2011/2012 [8]. V ramci skupiny 6 bylo
mozné mezi analyzovanymi kmeny identifikovat dvé subli-
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AJ/California/07/2009
A/Bayern/69/2009

A/Odessa/5197/2011
L A/LvivING/2009

A/Dakar/11/2011
A/Klaipeda/1067/2011

—
A/Kazakhstan/2081/2011
A/Toulon/1173/2011

A/Hong Kong/3934/2011 3
A/Goteborg/1/2011
Allceland/59/2011
A/Umea/1/2011

 — A/Thessaloniki/1099/2011 4
A/Christchurch/16/2010

A/Ghana/763/2011
—‘Ii(:‘ham/ARIﬂBHZOﬂ 8
AJAbobo/GR753/2011
] A/Astrakhan/1/2011
AlTrieste/11/2011

_E'— A/Slovenia/1552/2011

A/Johannesburg/128/2011
—— A/Johannesburg/150/2011

A/Stockholm/35/2011
{AISong Khla/270/2011
A/Argentina/656/2011
A/Florida/35/2011
A/Vermont/16/2011
AJFlorida/27/2011

A/Paraguay/188/2011
A/Czech Republic/32/2011 ]2

A/Dnepropetrovsk/4929/2011
Al/Zaporizhzhya/5200/2011
A/Centre/869/2011
A/Minsk/1131/2011

A/St. Petersburg/27/2011

AMinsk/972/2011
[ AlParis/940/2011
AlLuhansk/5192/2011

A/Madagascar/9252/2011
Allceland/3/2011
Al/Colorado/18/2011
A/Norway/2379/2011

A/Wisconsin/26/2011 7
——Y A/Slovenia/861/2011
A/St. Petersburg/100/2011

A/Ontario/RV0003/2011
A/Grenoble/1772/2011
A/Stockholm/30/2011
A/Stockholm/27/2011

Allceland/52/2011

AJEstonia/53646/2011
A/Kaunas/988/2011

A/Mendoza/2672/2011
A/Neuquen/50677674/2011
A/Valparaiso/17275/2011
A/Mendoza/2685/2011
A/Paraguay/191/2011

A/Perth/533/2011
A/Kastamonu/TR-45/2011
A/Pennsylvania/14/2011

140113 7]6A

L Asstockholm/1/2012
AfFlorida/36/2011

0.001
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nie. Aminokyselinové pozice ve vSech epitopech
molekuly H1 se vyznacovaly vysokou identitou
s vakcinaénim kmenem A/California/7/2009
(HIN1), coz naznacuje dostatecnou protektivitu
aktualni vakciny. To dokazuji i séra pacientti
testovana za stejné epidemické obdobi (data
neuvedena).

Parcialni nebo kompletni sekvenovani jednot-
livych genomovych segmentd odhalilo, Ze se
rozdily mezi H1 subliniemi projevily na trov-
ni celého genomu, coZ umoznilo rozdélit
A/HIN1 ,  kmeny do dvou piibuznych geno-
typQ. Prvni genotyp tvoftil jediny kmen 140,
zatimco vSechny zbyvajici genomy spadaly
do genotypu 2. Kmen 140 byl na nukleotidové
urovni jasné rozlisitelny, a to u véech segmentt
s variabilitou 2-4krat vyssi, nezli byla pozoro-
vana v ramci genotypu 2. To indikuje odlisny
evolu¢ni pivod. Kmen 140 byl izolovan z vyté-
ru dospélé pacientky jiz v poloviné listopadu
2012, proto lze pfedpokladat i jistou odlisnost od
A/HINL , kment, které nasledné predomino-
valy v roce 2013. Pacientka neuvadéla pozitivni
cestovni anamnézu ani jiné epidemiologické
souvislosti. Na aminokyselinové trovni byly
rozdily mezi kmeny méné vyrazné. Z uvedeného
plyne, Ze A/HINL , | kmeny reprezentuj ici chfip-
kovou sezonu 2012/2013 v CR patti i fenotypove
do jednotné skupiny.

Analyza pfitomnosti a distribuce mutaci pod-
minujicich rezistenci na antivirotika identi-
fikovala, Ze vSechny studované kmeny si za-
chovaly citlivost na inhibitory neuraminidaz.
Z tohoto pohledu byl nejzajimavéjsi kmen 207,
ktery se vyznacoval senzitivni i rezistentni
variantou neuraminiddzy N1. Kmen 207 byl
ziskan od pacienta s bilateralni pneumonii,
ktery byl indikovan k virologickému vysetfeni
az paty den 1é¢by oseltamivirem, coz mohlo vy-
tvotit dostatecny prostor pro selekci rezistentni
N1 subpopulace. Pacient se uzdravil.

Dopad a charakter chiipkovych epidemii a prii-
béh infekci v dané epidemické sezoné neni
v mnoha ohledech pfedvidatelny a ¢etné sou-
vislosti doposud nejsou plné probadany. Priibéh
infekce chfipkovym virem muze byt u clovéka
velmi variabilni - od téméf asymptomatickych
prubéhil az po kritické, Zivot ohrozujici stavy.

Obr. 1. Fylogeneticka analyza molekuly
hemaglutininu H1

Strom byl sestrojen metodou Maximum
Likelihood (100replikaci) na zékladé
reprezentativnich H1 sekvenci z roku

2011 ziskanych z databdze GISAID [7]

a vztazen k vakcinaénimu kmenu A/
California/7/2009(HINT1). Pro pfehlednost jsou
analyzované viry uvedeny pod kmenovym
¢islem a zvyraznéné tucné.

Fig. 1. Phylogenetic analysis of the
hemagglutinin molecule H1

The tree was generated using the maximum
likelihood method (100 replications) on the basis
of representative H1 sequences 2011 obtained
from the GISAID database [7] and related to the
vaccine strain A/California/7/2009(H1NT1). Viruses
are shown under strain numbers in bold.



SOUHRNNA SDELENIi « PUVODNI PRACE * KAZUISTIKY

Tabulka 2. Sekvenéni rozdily u analyzovanych kmenti viru chfipky A/H1N1pdm reprezentujicich sezonu 2012-2013 v Ceské republice
na nukleotidové a aminokyselinové trovni v absolutnich a procentnich hodnotéach

Table 2.

Sequence differences in A/H1N1pdm influenza virus strains from the 2012/2013 season isolated in the Czech Republic at the

nucleotide and amino acid levels expressed in absolute values and percentages

Segment

NP

Variabilita 12/2181 7/2309 12/2141 11/1635 12/1570 /1412 VP B/ (0E150) NE /75 (010 )

(nt) (0,55%) (030%) | (0.56%) (0.67%) (0,76%) (0,78%) M1 5/759 (0.66%) NS1 4/660 (061%)

6B D sl o e R e M2 1/293 (0,34 %) NS2 4/357 (112%)
Variabilita 3/722 4/757 4/699 7/536 2/504 6/467 M13/282 (1,06 %) NS13/219 (1,37%)

(amk) (0,42%) (0,53%) (0,57%) (1,31%) (0,40%) (1,29%) M21/97 (1,03%) NS21/119 (0,84 %)
Variabilita | 36/2181 29/2309 41/2141 29/1635 30/1570 24/1412 P G’Bf) NS T 5 8 /;’)

(nt) (1,65%) (1,26%) (1,92%) .77%) (1,91%) (1,70%) bl TSI, NET /850 (24250

6A : ' ' ' ' ' M2 4/293(1,37%) NS2 5/357 (1,40 %)
Variabilita 10/722 4/757 10/699 12/536 3/504 12/467 M1 3/282 (1,06 %) NS14/219 (1,83 %)

(amk) (1,39%) (0,53%) (1,43%) (224%) (0.60%) 2.57%) M2 3/97 (3,09%) NS21/119 (0,84 %)

Kazdy segment kéduje jeden protein segment PB1, MP a NS jsou bicistronické.

nt - nukleotidy, amk - aminokyseliny

Pro sublinii 6A jsou uvedeny maximalni hodnoty sekvenéni variability. Pro sublinii 6B jsou uvedeny maximalni rozdily vzhledem ke kmenim

sublinie 6A.

Each RNA segment encodes one protein. PB1, MP, and NS segments are bicistronic.
nt-nucleotides, ama-amino acids. For sublineage 6A, the maximum sequence variability values are given. For sublineage 6B, the maximum

differences from sublineage 6A are shown.

Vzdy zalezi na vzajemné interakci viru a jeho popiipadé speci-
fickych mutaci s imunitnim systémem hostitele. 1z tohoto di-
vodu se izolaty de facto vyrazné neliSily u nekomplikovanych
a fatalnich pribéht infekce. Introdukce nového subtypu A/
HINL . vroce 2009 s sebou piinesla prakticky uplné vytésné-
ni plivodni varianty A/HINI a v soucasnosti virus A/HINL ,
ko-cirkuluje v lidské populaci spolu s A/H3N2. Oba subtypy
vyvolavaji sezonni epidemie se stfidavou dominanci. Z tohoto
pohledu je zajimavé, Ze H3N2i HIN1 ,  viry v lidské populaci
evoluji jako diskrétni paralelni linie bez stabilniho H3N2-
HINL , ,intersubtype reassortment”. Nicméné, geneticky
reassortment A/HINL . virdl s prasecimi viry chiipky A jsou
popisovany neustdle, a to i na evropském kontinentu [10].
Diverzifikace A/HINL , kmen jejich kiiZenim s prasecimi
viry a zpétna introdukce novych variant do lidské populace
proto predstavuje zvySené zdravotni riziko. Kromé toho A/
HINL . marelativné vysokou afinitu k epitelidlnim burikdm
dolnich cest dychacich, coz pfedstavuje jeden z divoda tézsich
prabéhtl chiipky tak, jak byly registrovany béhem uplynulé
sezony [1].

Vzhledem ke klinické i epidemiologické zavaznosti chtipky
i genetické nestabilité chfipkovych virQ je sledovani mo-
lekuldrnébiologickych vlastnosti tohoto mnohotvarného
patogenu naprostou nezbytnosti.
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