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NEURAMINIDĂZA —- INHIBIČNÍ TEST 'U CHŘIPKY A IEHO VYUŽITI

Plk. MUDr. V. HRONOVSKÝ, CSc., mjr. MUDr. Z. MORÂVEK
Vojenský ústav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie Praha

(náčelník: plk. MUDr. Vladimír Kotlář, CSc.)

Zásadní význam v imunolo-gii a epidemiologii Hemaglutinin [HA] jako Základní obalový
chřipky mají obalové glykoproteinové antigeny antigen, představovaný 550-600 tyčinkovitými
chřipkového viriónu, jejichž lokalizace .a morfo- výběžky na povrchu virové částice, podmiňuje
logie vyplývá Ze Schémzatu na obr, 1., infekci buňky a indukuje hlavni typ protektiv-
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Obr. 1 (legenda na konci článku)

ních protilátek. jeho geneticky Vpodmíněné změ-
ny, Způsobené rekombinacemi nebo bodovými
mutacemi, jsou podstatou Výjimečné antigenní
variability, jejímž výrazem jsou Zvláště Shifto-
vé, resp. driftové Změny chřipky typu A.

Neuraminidáza (NA) ‘— druhý, zcela odlišný
a nezávislý obalový antigen chřipky A a B, je
představována houbovitými Výběžky Složenými
Ze 4 pe'ptidových Subjednotek ıo celkové mole-
kulární hmotnosti 240 000 daltonü. Podléhä ob-
dobným antigenním variacím jako HA, ale je
výrazně Stabilˇnější. .

Funkčně jde o hydrolytický enzym, který 0d--
štěpováním hemaglutininu od N-acetyl-neurami-
nové 'kyseliny buněčných receptorů uvolňuje vi-
rus S povrchu buněk. In Vivo Se podílí na ochra-
ně Virové infektivity štěpením neuraminové ky-
Seliny mukoproteinových inhibitorů v sekretech
respiračního traktu, hlavní roli však má v ter-
minálních fázích infekce buňky, kdy záìbranou
spontánní agregace umožňuje uvolňování zra-
lých infekčních Viriónů a jejich šíření na další
buňky. Z této Zřejmě nejvýznamnější funkce en-
Zymu Vyplývá Současně do Značné míry i úloha
antineuraminidázových protilátek indukovaných
infekcí nebo imunizací. Mají omezený protekční
účinek, protože nezabraňují infekci, ale inhibi-
cí šíření viru z rodičovských buněk lokalizují
infekční proces, čímž zmírňují průběh, popřípa-
dě Zcela zabraňují klinickému onemocnění. Ty-
to poznatky podnítily mimo jiné vývoj tzv. neu-
raminidázových vakcín, zejména Vakcín S puri-
fikovanými neuraminidázovými antigeny, jimž
se přisuzuje značná perspektiva. Protilátky
k neuraminidáze Se mohou uplatňovat zvláště
při absenci Specifických anti-HA protilátek, tj.
u epizdemií vyvolaných Variantami Viru S výraz-
něji změněným hemaglutininem při zachování
antigenně nezměněné neuraminidázy, což bý-
Vá -- Vzhledem k její relativně větší stabilitě ——
v interpandemických obdobích dosti častá Si-
tuace.

Rozvoj poznatků oprotekčním významu an-
ti-NA protilátek, zvláště o jejich úloze v epide-
miologii chřipkové infekce, Se odráží v labora-
torní praxi jednak využíváním cíleně připrave-
ných zvířecích protilátek -k antigenní charakte-
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rizaci chřipk-ových izolátů, jednak Zaváděním a
využíváním metod měření hladin těchto proti-
látek zejménra při Sledování imuno-logického Sta-
vu populace V rámci chřipkové surveillance a
při kontrolách postvakcinační protilátkové
odezvy.

Základní technikou 'průkazu a určování hla-
din těchto protilátek je~ neuraminidáza — inhi-
biční test [NIT]. Ie Založen na měření Stupně
inhibice hydrolýzy glykopr-oteinového Substrá-
tu [obvykle alfa-Z-glolbuli'nové frakce fetálního
telecího Séra —— tzv. fetuinu] ıpředem Stanove-
nou Standardní dávkou Virové ıneuraminidázy
[u chřipky A Zpravidla Ve formě vhodné Virové
rekombinanty S potřebným Subtypem neurami-
nidázo'Vého antigenu]. Při reakci se úměrně
hladině Sérových protilátek neutra'lizuje NA ak-
tivita a ve Srovnání S kontrolním Svérem reduku-
je uvolňování N-acetylneuram/inové kyseliny ze
Substrátu. její relativní obsah Se po převedení
na barevnou složřku a extrakci do butanolu Sta-
novuje Spektroflfotometricky.

Tento technicky poměrně náročný, ale citlivý
Subtypově Specifický test jsme v vposledních le-
tech zavedli na našem pracovišti. Kromě Iněkte-
rých modifikací originální metodiky [1] jsme
Ovládli racionální přípravu fetuinového Substrá-
tu z albuminové i globulinové frakce fetálního
telecího Sér-a a rovněž práci S potřebným Spek-
trem rekombinovanýeh kmenů chřipky A. jde
o antigenní hybridy obsahující hemaglutinin
Zvířecí —— obvykle koňské —- A chřipky a pří-
slušný aktuální Subtyp lidské neuraminidázy.
Učelem je zabránit tzv. VStérické inhiıbici Vliv-em
Současné reakce mezi virovým hemaglutininem
a jeho Sérovými protilátkami, 'která může vést
ke zkreslení a falešně pozitivním nálezům v NI
testu. S tímto fenoménem je třeba počítat u NI
testü S chřipkou B, kde podobné rekombinanty
nejsou k dispozici.

NIT Využíváme již několik let ve prospěch vo-
jenského terénu. Spolupráce Vázaná na pracov-
ní program 1. a 4. OHEO přinesla některé cen-
né Výsledky Ia Zkušenosti.

Spolupráce S Virologickou Skupinou 1. OHEO
Plzeň Se týká každoroˇčního hodnocení účinnos-
ti aktuálních inaktivovaných chřipkových vak-
cín, prováděného u Vybraného Souboru vojáků
Základní Služby dlouhodobě Sledovaného útva-
ru. Vyšetřování dynamiky a perzistence hladin
postvakcinačních Sérových protilátek k NA an-
tigenům Ve Vakcíně obsažených virových Sub-
typů Vhodně doplňuje běžně prováděné sledo-
Vání protilátek hemáaglutinačně-inhibič-ních. Při-
spívá ke komplexnímu posouzení imunogenity
Všech Slzožek Vakcíny, dovoluje objelktiflvněji hod-
notit její protekční efekt a umožňuje S Větší
mírou spolehlivosti předvídat stupeň navozené
'kolektivní imunity [2]. Výsledky za poslední 3
roky ověřily mimo jiné individuální a celkově
Slabší Stupeň rozvoje antineuraminidázové imu-
nity, nepochybně pro nižší imunogenitu Zejmé-
na N1 antigenů virových kmenů obsažených ve
vakcinách Adinvira. Dále jsme prokaz-o-vali vý-
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raznou závislost protilátko'vé odezvy na přítom-
nosti prevakci'načních protilátek k neuramini-
dázovým antigenům, tzn. na předchozí imuno-
logické Zkušenosti podmiňující anamnestickou
reakci očkovanců. Opakované jsme rovněž ově-
řili málo průkazný vliv reva'kcinace na hladiny
antineuramiˇnidázových protilátek při běžně
uživaném imu'nizačním Schém'atu.

Druhým Směrem praktické aplikace NIT jsou
imunologioké přehledy chřipky v ČSLA. jde
o spolupráci Se 4. OHEO České Budějovice, kde
se každoročně centralizovaně vyšetřují hladiny
hemaglutinačně-inhibičních protilátek v sérech
vybraných kontingentů vojáků Základní služby
Ze Spádů jednotlivých OHEO. Toto séroepide-
miologické sledování kolektivní protilátkové re-
zistence k aktuálním i dřívějším subtypům,
resp. variaflntám chřipky A a B přináší podkla-
dy pro analýzu, event. dílčí prognózu epidemio-
logické situace fi 'pro rozhodování o Způsobu a
rozsahu očkování v nadcházející chřipkové se-
Zóně. jsou cenným zdrojem informací i pro
Ústřední protichřipkovou komisi. Testování neu-
raminidáza-inhibičních protilátek, které Se -
Samozřejmě jen u části souboru - provádí
S použitím rekombinant základních subtypů
chřipky A již 5. rok a od r. 1981 přímo na 4.
OHEO, dovoluje metodu 'imunologických pře-
hledů dále objektivizovat a přispívá k Zpřesně-
ní eˇpidemio-logického prognózflování.

Sledování neurami-nidáza-inhibičních protilá-
tek má podle novějších poznatků specifický vý-
znam zejména u chřipky typu B, která je -
proti chřipce A - charakterizována relativně
vysokou antigenní stabilitou a imunogenitou
neuraminidázy a vyššími hladinami i delší per-
Zistencí NI protilátek [3). Tyto nálezy, které
evidentně Souvisejí se známými epidemiologie-
kými i klinickými zvláštnostmi chřipky typu B,
nás přiměly připravit, metodický zajistit a od
r. 1982 do imunologického přehledu zařadit
i NIT s kmeny chřipky B u vybraných vzorků
vojenské populace.

Z předložené informace lze uzavřít, že ovlád-
nutí a zavedení laboratorního vyšetřování NI
protilátek technikou NIT významně obohacuje
metodiku hodnocení Stupně -kolektivní imunity
a je přínosem při Séroepidemiologické kontrole
chřipky ve vojenských kolektivech.

Souhrn

Sdělení podává charakteristiku metody neu-
raminidáza-inhibičního testu u chřipky a Shrnu-
je Zkušenosti s jeho využitím při hodnocení
protilátkové odezvy u chřipkových vakcí-n a při
Sledování hladin protilátek ve vojenských ko-
lektivech.
Poznámka: Předneseno na vědecké konferenci k 25. vý-

ročí založení VÚHEM v Září 1982 v Sázavě u Žďáru
nad Sázavou.
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Obr. 1.' Schéma Struktury chřipkouého virı'ónu
1, 2 - glykoproteinové podjednotky hemaglutininu [HA1 -
molek. hmotnost 50 000 a HA2 - m. h. 25 000); 3 - kompletní
hemaglutinin [trimér - m. h. 210 000); 4- RNK-polymerá-
zové proteiny [P1, P2, P3 - m. h. 81-94 000); 5 - neura—
minidáza [tetramér - m. h. 240 000); 6 - peptidovâ pod-
jednotka neuraminidäzy (m. h. 58000); 7 - M [membrá-
nový, matrix)-protein (m. h. 26000); 8 - ribonukleovâ
kyselina [RNK]; 9 - nukleoprotein [NP - m. h. 60000];
10 - lipidická dvouvrstvá.


