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Souhrn

Virus chřipky typu A je důležitým vyvolavatelem akut-
ních respiračních infekcí (ARI). Klinické projevy této 
infekce se pohybují od mírných či středně těžkých 
průběhů až po život ohrožující stavy vyžadující inten-
zivní péči. S ohledem na segmentovaný genom, velký 
přírodní rezervoár dalších subtypů i selekční tlak pro-
tilátek v populaci se jedná o virus proměnlivý a gene-
ticky nestabilní. Fylogenetická analýza a genotypizace 
virů chřipky A/H3N2 izolovaných od pacientů hospi-
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talizovaných s příznaky ILI v Nemocnici Na Bulovce 
v sezoně 2011/2012 podporuje názor, že patogenita 
je polygenní znak, který je modifikován aktuálním 
zdravotním stavem hostitele a pravděpodobně není 
jednoznačně svázaný s konkrétními mutacemi.
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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 

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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Úvod
Chřipkové viry typu A jsou důležitými vyvolava-
teli infekcí u lidí i zvířat, které svými klinickými 
projevy oscilují od lehkých forem až po závažné, 
život ohrožující stavy. Chřipkový virus je charak-
teristický segmentovaným genomem tvořeným 
8 molekulami jednovláknové RNA. Segmentovaný 
charakter genomu v kombinaci s absencí editač-
ních mechanismů při replikaci virové RNA vytváří 
základ pro ohromnou genetickou proměnlivost. 
Tato genetická variabilita spočívá buď v postupné 
kumulaci bodových mutací vedoucích ke změně 
antigenních vlastností, zvýšení patogenity či re-
zistence na antivirotika, nebo umožňuje hybridi-
zaci odlišných virionů při koinfekci. Hybridizace 
virionů, tzv. genetický reassortment je podle 
současných znalostí základním mechanismem 
mezidruhového přenosu infekce a vzniku pande-
mických variant viru [3]. V současnosti v lidské 
populaci cirkulují tři základní subtypy viru chřipky 
A, a to H3N2, H1N1 a od roku 2009 tzv. pandemická 
H1N1. Chřipková sezona 2011/2012 byla v ČR stejně 
jako v jiných evropských státech charakterizována 
dominancí subtypu A/H3N2 s minoritní cirkulací 
typu B [1]. Subtyp A/H3N2 se v této sezoně prosadil 
jako epidemický kmen téměř po dvouleté odmlce, 
během které cirkulovala pandemická varianta    
A/H1N1. Cílem našeho krátkého sdělení je charak-
teristika genetické variability virů chřipky typu  
A/H3N2, které byly izolovány od pacientů přijatých 
k hospitalizaci v Nemocnici Na Bulovce v sezoně 
2011/2012.

SoUBoR A METodIKA
Soubor vzorků pocházel od 19 pacientů pozitiv-
ních na virus chřipky A/H3N2. Všichni pacienti 
měli příznaky ILI a byli přijati k hospitalizaci do 
Nemocnice Na Bulovce v období únor až květen 
2012. Při příjmu byl u pacientů odebrán stěr z  
nosohltanu a z obou nosních průduchů a použit 
pro molekulární detekci a izolaci viru chřipky A. 
Molekulární detekce a typizace byla provedena 
s využitím metody RT-qPCR (Center for Disease 
Control, Atlanta, USA) a izolace viru pak pomocí 
buněčného systému MDCK SIAT-1 [10]. Nakonec 
byly získané izoláty podrobeny celogenomovému 
sekvenování a následné fylogenetické analýze a ge-
notypizaci. Pro celogenomové sekvenování byly 
použity vybrané oligonukleotidy z naší knihov-
ny primerů pokrývající všechny segmenty viru 
chřipky A. Po editaci, sestavě a kvalitativní ana-
lýze sekvencí všech izolátů bylo provedeno jejich 
srovnání [6] a určení stupně sekvenční identity 
na nukleotidové i aminokyselinové úrovni [5]. 
Fylogenetická analýza pro každý segment byla 
provedena s využitím Neighbour-Joining nebo 

Maximum Likelihood metod [2]. Dendrogramy se 
graficky upravily s využitím TreeExplorer aplika-
ce programu MEGA 4 [9]. Výsledky fylogenetické 
analýzy se shrnuly s využitím principů digitální 
genotypizace [8]. Všechny sekvence byly zadány 
do databáze GenBank.

vÝSLEdKY
Z 19 A/H3N2 pozitivních vzorků bylo úspěšně izolo-
váno deset reprezentativních kmenů, na základě 
kterých se provedla fylogenetická analýza a geno-
typizace. Průměrný věk těchto deseti hodnocených 
pacientů byl 57 let, věkové rozmezí 28–95 let. Tři 
nejstarší pacientky měly základní interní chronic-
ké onemocnění (ischemická choroba srdeční, ate-
rosklerotická demence). Nejčastěji pozorovanými 
symptomy byly kašel a horečka, klinický průběh 
byl mírný až středně závažný. Všichni pacienti 
byli léčeni symptomatickou terapií, virostatikum 
nebylo podáváno. U dvou pacientek byl průběh 
komplikován sekundární bakteriální infekcí dý-
chacích cest typu bronchitidy, které byly léčeny 
antibiotiky. Nebyl evidován ani jeden fatální 
průběh. Doba hospitalizace se pohybovala v roz-
mezí dva až pět dní (tab. 1). Porovnání sekvencí 
získaných kmenů na nukleotidové úrovni odhalilo 
překvapivě vysokou sekvenční variabilitu mezi 
určitými segmenty (tab. 2). Na aminokyselinové 
úrovni byla sekvenční variabilita výrazně nižší, 
s rozdíly hlavně u proteinu NS2, H3, PB2 a N2. 
Mapování molekulárních markerů majících vztah 
k patogenitě v genomu H3N2 izolátů indikovalo 
uniformní přítomnost celé škály patogenních 
mutací popsaných u jiných subtypů viru chřip-
ky A a v jiných, převážně ptačích hostitelských 
systémech. Za pozornost stojí mutace PB2 E627K 
a dále mutace v proteinech NA a M1 indikujících 
rezistenci na antivirotika. Dalším zajímavým 
zjištěním je diferenciální exprese proteinu PB1-F2 
mezi izoláty, a to úplné a zkrácené verze (34 ami-
nokyselin) v poměru 4 : 6. 
Nukleotidová variabilita se odrážela i v analýze 
fylogenetických vztahů, kde v závislosti na seg-
mentu byla pozorována separace sekvencí na dvě 
až čtyři příbuzné, ale jasně rozlišitelné sublinie. 
Dendrogram zkonstruovaný na základě vybra-
ných H3 sekvencí [4] odhalil, že všech deset izo-
látů patří do linie A/Victoria/208 (s referenčním 
kmenem A/Victoria/208/09), sublinií 3B, 3C a 6 
a výrazně se odchylují od vakcinačního kmene 
A/Perth/16/09 (obr. 1). Porovnání sekvencí HA1 
domén našich izolátů oproti A/Perth/16/09 odkrylo 
11–15 aminokyselinových rozdílů, z nichž šest až 
osm bylo lokalizovaných ve známých antigenních 
oblastech molekuly H3. Shrnutí výsledků fyloge-
netických analýz všech genomických segmentů 
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ve formě genotypizace indikovalo přítomnost 
pěti rozlišitelných genotypů, přičemž jeden vy-
kazoval původ z intrasubtypového reassortmentu 
v poměru 7 : 1.

DISKUSE A ZÁVĚR
Ačkoliv prezentovaný soubor je v důsledku mírné 
epidemické sezony početně velmi limitovaný, 
předkládáme následující pracovní závěry:

• Analýza chřipkových kmenů ze sezony 2011/2012 
ukázala, že byly již evolučně jasně odděleny od 
vakcinálního kmene A/Perth/16/2009.

• Relativně výrazná nukleotidová, ale nízká ami-
nokyselinová variabilita indikuje převládající 
synonymní kodonovou variabilitu mezi ana-
lyzovanými kmeny. To ukazuje na kocirkulaci 
funkčně i antigenně relativně ekvivalentních 
segmentů, které se odlišují na genotypové 
úrovni. 

Tabulka 1. Demografické a klinické ukazatele pacientů, u nichž byl izolován a geneticky analyzován virus chřipky A/H3N2
Table 1. Demographic and clinical characteristics of patients from whom A/H3N2 influenza virus was isolated and genetically analyzed

Pohlaví Věk Interní komorbidita, 
gravidita

Název kmene viru Poslechový nález RTG plic a srdce 
– nález

Komplikace

Žena 43 depresivní syndrom A/CzechRep20/2012 zostřené dýchání fyziologický -

Muž 37 - A/CzechRep76/2012 fyziologický neproveden -

Žena 84 ICHS A/CzechRep130/2012 bazální chrůpky fyziologický bakteriální 
superinfekce 
dýchacích cest

Žena 28 - A/CzechRep121/2012 fyziologický fyziologický bakteriální 
superinfekce 
dýchacích cest

Žena 37 gravidita  
31. t.

A/CzechRep98/2012 fyziologický fyziologický -

Muž 37 - A/CzechRep114/2012 zostřené dýchání fyziologický -

Žena 55 hypertenze, 
hypercholesterolémie

A/CzechRep138/2012 bazální chrůpky fyziologický -

Muž 71 - A/CzechRep126/2012 fyziologický neproveden -

Žena 86 AS demence A/Vsetin119/2012 fyziologický neproveden -

Žena 95 ICHS, AS demence A/Vsetin120/2012 bazální chrůpky kardiální městnání -

ICHS – ischemická choroba srdeční, AS – aterosklerotická demence
CHD – coronary heart disease, AS – atherosclerotic dementia 

Tabulka 2. Sekvenční variabilita analyzovaných kmenů chřipky A/H3N2 na nukleotidové a aminokyselinové úrovni v absolutních  
 a procentuálních hodnotách
Table 2. Sequence variability in A/H3N2 influenza strains at the nucleotide and amino acid level given in the absolute and percent  
 values

Segment

PB2 PB1 PA H3 NP N2 MP NS

Variabilita 
(nt)

61/2308
2,64%

50/2309
2,17%

30/2200
1,36%

43/1728
2,37%

18/1529
1,18%

21/1431
1,45%

10/991
1%

18/855
2,11%

Variabilita 
(amk)

12/759
1,58%

6/757
0,79%

3/716
0,42%

16/566
2,83%

100%
7/469
1,49%

M1 100%
M2 100%

NS1 4/230; 1,74%
NS2 4/121; 3,31%

Každý segment kóduje 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      Fylogenetická analýza molekuly hemaglutinínu H3
Referenční kmeny v jednotlivých liniích (Perth/16 a Victoria/208) a subliniích jsou zvýrazněný tlustě. Analyzované A/H3N2 izoláty 
z chřipkové sezony 2011/2012 jsou zvýrazněné podtržením.
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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• Fenotypově identické, ale genotypově rozdílné 
segmenty umožňují intenzivní intrasubtypový 
reassortment, pozorovaný i v našem souboru, 
jehož intenzita a význam v evoluci viru chřipky 
A se teprve objasňuje. 

• Identifikace pěti rozdílných genotypů indikuje 
významnou genetickou heterogenitu viru chřip-
ky A na relativně malém geografickém území 
s vysokou hustotou a intenzivním pohybem 
obyvatelstva (Praha).

• Dichotomie v expresi proteinu PB1-F2 je vzhle-
dem k jeho polyfunkčnímu charakteru [7] ne-
jasná.

• Přítomnost mnohých markerů patogenity po-
psaných v jiných systémech kontrastuje s benig-
ním charakterem našich izolátů. Z toho plyne, 
že patogenita je pravděpodobně polygenní znak, 
který zůstává stále v mnoha směrech neobjas-
něn a přímo souvisí s  aktuálním zdravotním 
stavem hostitele. 

• Mutace, které jsou popisovány u některých těž-
kých průběhů chřipky, jsou nacházeny i u prů-
běhů klinicky mírných a jejich interpretace je 
proto nejednoznačná. V současné době nelze 
jednoznačně doložit, že by některé mutace – 
s výjimkou těch, které nesou rezistenci na inhi-
bitory neuraminidázy – byly jasně a pravidelně 
spjaty s určitou klinickou formou infekce.

Tato práce vznikla za podpory grantu IGA MZ ČR 12493-3: 
Virologická a genetická charakteristika viru chřipky A ve 
vztahu ke klinické závažnosti infekce.
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