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NEURAMINIDAZA — INHIBICNI TEST U CHRIPKY A JEHO VYUZITI

Plk. MUDr. V. HRONOVSKY, CSc., mjr. MUDr. Z. MORAVEK
Vojensky tstav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie Praha
(néacelnik: plk. MUDr. Vladimir Kotla¥, CSc.)

Zasadni vyznam v imunologii a epidemiologii Hemaglutinin (HA) jako z4kladni obalovy
chfipky maji obalové glykoproteinové antigeny antigen, pfedstavovany 550—600 ty&inkovitymi
chripkového viriénu, jejichZ lokalizace a morfo- vyb&Zky na povrchu virové &astice, podmiiiuje
logie vyplyva ze schématu na obr, 1, infekei buiiky a indukuje hlavni typ protektiv-
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Obr. 1 (legenda na konci Eldnku)

nich protilatek. Jeho geneticky podminéné zmé-
ny, zptsobené rekombinacemi nebo bodovymi
mutacemi, jsou podstatou vyjimecné antigenni
variabhility, jejimZ vyrazem jsou zvlasté shifte-
vé, resp. driftové zmény chfipky typu A.

Neuraminidaza (NA) — druhy, zcela odliSny
a nezavisly obalovy antigen chfipky A a B, je
pfedstavovdna houbovitymi vybéZky sloZenymi
ze 4 peptidovych subjednotek o celkové mole-
kuldrni hmotnosti 240 000 daltoni. Podléha ob-
dobnym antigennim variacim jako HA, ale je
vyrazné stabilnéjsi. .

Funkéné jde o hydrolyticky enzym, ktery od-
Stépovanim hemaglutininu od N-acetyl-neurami-
nové kyseliny bunéénych receptorii uvoliiuje vi-
rus s povrchu bunék. In vivo se podili na ochra-
né virové infektivity §t8penim neuraminové ky-
seliny mukoproteinovych inhibitorci v sekretech
respiraéniho traktu, hlavni roli vS8ak m4 v ter-
mindlnich fazich infekce buiiky, kdy zdbranou
spontdnni agregace umoZiuje uvoliiovani zra-
lych infekénich viridonl a jejich Sifeni na dalsi
buriky. Z této zfejmé nejvyznamnéjsi funkce en-
zymu vyplyva soucasné do znacné miry i iiloha
antineuraminidazovych protilatek indukovanych
infekci nebo imunizaci. Maji omezeny protekéni
ucinek, protoZe nezabrartiuji infekci, ale inhibi-
ci Sifeni viru z rodic¢ovskych bunék lekalizuji
infekgéni proces, ¢imZ zmiriiuji pribéh, popfipa-
dé zcela zabraiiuji klinickému onemocnéni. Ty-
to poznatky podnitily mimo jiné vyvoj tzv. neu-
raminidazovych vakein, zejména vakcin s puri-
fikovanymi neuraminiddzovymi antigeny, jimZz
se prisuzuje znacné perspektiva. Protilatky
k neuraminiddze se mohou uplatiiovat zvlaste
pfi absenci specifickych anti-HA protilatek, tj.
u epidemii vyvolanych variantami viru s vyraz-
neéji zmén&nym hemaglutininem p¥i zachovani
antigenné nezméné&né neuraminidazy, coZ by-
vad — vzhledem k jeji relativné vétsi stabilité —
v interpandemickych obdobich dosti ¢astd si-
tuace.

Rozvoj poznatkli o protekénim vyznamu an-
ti-NA protilatek, zvlasté o jejich tloze v epide-
miologii chripkové infekce, se odréaZi v labora-
torni praxi jednak vyuZivdnim cilen& priprave-
nych zvifecich protilatek k antigenni charakte-
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rizaci chfipkovych izolatd, jednak zavddénim a
vyuZivinim metod meéreni hladin téchto proti-
latek zejména pri sledovani imunologického sta-
vu populace v rdmci ch¥ipkové surveillance a
pfi kontroldch postvakcinaéni protilatkové
odezvy.

Zakladni technikou priikazu a urdovani hla-
din t&chto protildtek je neuraminidaza — inhi-
bi¢éni test (NIT). Je zaloZen na mé&feni stupng
inhibice hydrolyzy glykoproteinového substra-
tu (obvykle alfa-2-globulinové frakce fetdlniho
teleciho séra — tzv. fetuinu) piedem stanove-
nou standardni ddvkou virové neuraminiddzy
(u chripky A zpravidla ve formé& vhodné virové
rekombinanty s potfebnym subtypem neurami-
niddzového antigenu). PFi reakci se Gmérné
hlading sérovych protildtek neutralizuje NA ak-
tivita @ ve srovnani s kontrolnim sérem reduku-
je uvoliiovani N-acetylneuraminové kyseliny ze
substratu. Jeji relativni obsah se po pfrevedeni
na barevnou sloZku a extrakci do butanolu sta-
novuje spektrofotometricky.

Tento technicky pomé&rné& naroény, ale citlivy
subtypové specificky test jsme v poslednich le-
tech zavedli na naSem pracovisti. Kromé& né&kte-
rych modifikaci origindlni metodiky (1) jsme
ovladli raciondlni p¥ipravu fetuinového substra-
tu z albuminové i globulinové frakce fetdlniho
teleciho séra a rovnéZ préaci s potfebnym spek-
trem rekombinovanych kmeni chiipky A. Jde
0 antigenni hybridy obsahujici hemaglutinin
zvifeci — obvykle koiiské — A chfipky a pfi-
slusny aktudlni subtyp lidské neuraminidazy.
Ucelem je zabrénit tzv. stérické inhibici vlivem
soucasné reakce mezi virovym hemaglutininem
a jeho sérovymi protildtkami, kterd miZe vést
ke zkresleni a fale$né& pozitivnim nédlezdm v NI
testu. S timto fenoménem je ti¥eba pocitat u NI
testdi s chripkou B, kde podobné rekombinanty
nejsou k dispozici.

NIT vyuZivame jiZ nékolik let ve prospéch vo-
jenského terénu. Spoluprdace vdzand na pracov-
ni program 1. a 4. OHEO pfinesla n&které cen-
né vysledky a zkuSenosti.

Spolupréace s virologickou skupinou 1. OHEO
Plzeii se tyka kaZdoro¢niho hodnoceni ii¢innos-
ti akiualnich inaktivovanych ch¥ipkovych vak-
cin, provddéného u vybraného souboru vojaki
zédkladni sluZby dlouhodob& sledovaného ttva-
ru. VySetfovdni dynamiky a perzistence hladin
postvakcinacnich sérovych protildtek k NA an-
tigentim ve vakciné obsaZenych virovych sub-
typti vhodné dopliiuje b&Zné& provadé&né sledo-
vani protilatek hemaglutinaéné-inhibi¢nich. Pii-
spivd ke komplexnimu pesouzeni imunogenity
vSech sloZek vakciny, dovoluje objektivné&ji hod-
notit jeji protekéni efekt a umoZiiuje s vetsi
mirou spolehlivosti predvidat stupeii navozené
kolektivni imunity (2). Vysledky za posledni 3
roky ovérily mimo jiné individudlni a celkové&
slabsi stupeii rozvoje antineuraminiddzové imu-
nity, nepochybné pro niZsi imunogenitu zejmé-
na N1 antigenidi virovych kmenti obsaZenych ve
vakcindch Adinvira. D4le jsme prokazovali vy§-
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raznou zavislost protildtkové odezvy na pritom-
nosti prevakcinaénich protildtek k neuramini-
ddzovym antigentim, tzn. na pfedchozi imuno-
logické zkuSenosti podmiiiujici anamnestickou
reakci ockovancii. Opakované jsme rovnéZ ove-
rili malo prikazny vliv revakcinace na hladiny
antineuraminiddzovych protilatek pri bézné
uZivaném imuniza¢nim schématu.

Druhym smérem praktické aplikace NIT jsou
imunologické piehledy chiipky v CSLA. ]de
o spolupraci se 4. OHEO Ceské Budéjovice, kde
se kaZdorotné centralizované vySetfuji hladiny
hemaglutinaéné-inhibiénich protilatek v sérech
vybranych kontingenti vojakd zdkladni sluZby
ze spadl jednotlivych OHEO. Toto séroepide-
miologické sledovani kolektivni protilatkové re-
zistence k aktudlnim i drivéjSim subtyptm,
resp. variantdm chripky A a B prinaSi podkla-
dy pro analyzu, event. dil¢i prognoézu epidemio-
logické situace i pro rozhodovani o zpidsobu a
rozsahu o€kovéani v nadchéazejici chripkové se-
zoné. Jsou cennym zdrojem informaci i pro
Ustfedni protichfipkovou komisi. Testovani neu-
raminiddza-inhibi¢nich protilatek, které se —
samozfejmé jen u Casti souboru — provadi
s pouZitim rekombinant zdkladnich subtypil
chFipky A jiZ 5. rok a od r. 1981 primo na 4.
OHEO, dovoluje metodu imunologickych pre-
hled®i dale objektivizovat a prispiva k zpresné-
ni epidemiologického prognodzovani.

Sledovani neuraminiddza-inhibi¢nich protila-
tek md podle novéjSich poznatki specificky vy-
znam zejména u ch¥ipky typu B, kterd je —
proti chfipce A — charakterizovdna relativné
vysokou antigenni stabilitou a imunogenitou
neuraminidazy a vy3Simi hladinami i delSi per-
zistenci NI protilatek (3). Tyto nalezy, které
evidentné souviseji se zndmymi epidemiologic-
kymi i klinickymi zvlaStnostmi chripky typu B,
nds pFimeély pripravit, metodicky zajistit a od
r. 1982 do imunologického prehledu zaradit
i NIT s kmeny chfipky B u vybranych vzorki
vojenské populace.

Z predloZené informace lze uzavrit, Ze ovlad-
nuti a zavedeni laboratorniho vySetfovani NI
protilatek technikou NIT vyznamné obohacuje
metodiku hodnoceni stupné kolektivni imunity
a je prfinosem pFi séroepidemiologické kontrole
chFipky ve vojenskych kolektivech.

Souhrn

Sdéleni podava charakteristiku metody neu-
raminiddza-inhibi¢niho testu u ch¥ipky a shrnu-
je zkuSenosti s jeho vyuZitim pfi hodnoceni
protilatkové odezvy u chfipkovych vakcin a pri
sledovani hladin protilatek ve vojenskych ko-
lektivech.

Poznamka: PFedneseno na v&decké konferenci k 25. vy-
ro¢i zaloZeni VOHEM v z&Fi 1982 v Sé&zavé u Zdaru
nad Séazavou.
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Obr. 1: Schéma struktury chiipkového viriénu

1, 2 - glykoproteinové podjednotky hemaglutininu (HA1L -
molek. hmotnost 50 000 a HA2 - m. h. 25 000); 3 - kompletni
hemaglutinin (trimér - m. h. 210 000); 4 - RNK-polymera-
zové proteiny (P1, P2, P3 — m.h. 81—94 000); 5 - neura-
miniddza (tetramér — m. h. 240 000); 6 - peptidova pod-
jednotka neuraminiddzy (m.h. 58 000); 7 - M (membra-
novy, matrix)-protein (m. h. 26 000); 8 - ribonukleova
kyselina (RNK); 9 - nukleoprotein (NP - m.h. 60000);
10 - lipidicka dvouvrstva.



