Studijni material — speciél ¢. 30
Prosinec 2006

Nove respiracni viry: protiepidemicka opatieni
(Emerging Respiratory Viruses: Challenges and Vaccine Strategies)

Laura Gillim-Ross, Kanta Subbarao (Laboratory of Infectious Diseases, National Institute of
Allergy and Infectious Diseases, National Institut of Health, Bethesda, Maryland 20892)
Clinical Microbiology Reviews, Oct. 2006, p. 614-636

Volné preloZil a zkratil MUDr. Vladimir Plesnik

V poslednich 10 letech byla zjisténa fada novych vira, vyvoldvajicich u lidi respira¢ni
onemocnéni, coz vedlo Kk jejich lepSimu poznani a k vyvoji opatieni proti nim. Na identifikaci
novych vira se podili jak uzivani novych, mnohem citlivéjSich detek¢nich metod v praukazu
vira, jiZ 1éta cirkulujicich v lidské populaci, tak prikaz vira nové pronikajicich mezi lidi.

Nové a nové identifikované respiraéni viry

SARS-CoV. V roce 2002 dosly zjizni Ciny zpravy o neobycejné velké incidenci atypické
pneumonie. Diky spolupréaci laboratofi raznych stati byl jako ptavodce této epidemie
identifikovan novy koronavirus, pojmenovany jako ,,koronavirus vyvolavajici tézky akutni
respiracni syndrom (SARS-CoV)“. Piedpokladd se, Ze na lidi byl pienesen za zvirat.
Epidemie trvala asi 3 mésice, hlaSeno bylo ze 29 stata 8096 potvrzenych piipadu se 774
amrtimi. Cty#i ptipady infekce SARS byly zjistény v letech 2003-4 a v dubnu 2004 byly
hlaSeny dveé laboratorni nakazy SARS-CoV z Tajwanu a Singapuru. DalSi laboratorni infekce
vznikla v Ciné a méla za nasledek pienos na &leny rodiny. Od té doby nebyl hlasen zadny
dalsi pripad infekce SARS-CoV a jeji rezervoar nebyl dosud spolehlivé zjisten.

Virus ptaéi chiipky. Roku 1997 se objevila epidemie vyvolana virem ptaci chiipky H5N1,
pii niz zemiel v Hongkongu tiilety chlapec. V této epidemii bylo potvrzeno celkem 18
onemocnéni lidi, z nichz Sest zemielo. Zatim co viry ptac¢i chiipky se vyskytuji endemicky
v populacich divoce Zijicich vodnich ptaki a ke sporadickym infekcim lidi dochazelo jen po
piimém styku s virem, tato epidemie byla prvym prokdzanym ptipadem vniknuti viru ptaci
chitipky mezi lidi a jejich onemocnéni. Pozdéji dochazelo k opakovani. V letech 1998-99 viry
pta¢i chiipky subtypu H9 infikovaly n&kolik lidi v Hongkongu a v Cing a vyvolaly chipce
podobné, neletalni onemocnéni. Dalsi piipad neletalni infekce ¢lovéka virem ptaci chiipky H9
byl hlagen roku 2003. Séroprevalence H9-protilatek u lidi v jizni Ciné byla nejméng 2 %.
V roce 2003 doslo v Nizozemi pti epizoocii viru ptaci chripky H7 v chovech dribeze také
k onemocnéni lidi. Prokazano bylo 89 konjuktivitid, 13 chiipce podobnych onemocnéni a
jedno umrti. DalSi pripady infekce virem ptaci chripky H5 byly roku 2003 zjistény v Asii.
Viry H5N1 se roz8itily mezi drubeZi v Asii a Evropé a pokracuje Siieni téchto vira do dalSich
oblasti svéta. AZ dosud bylo potvrzeno vic nez 200 infekci lidi témito viry v deseti statech.
Mortalita p¥i nich presahla 50 %. Sieni viri pta¢i chripky H5N1 predstavuje trvalé ohroZeni
lidské populace a muzZe byt signdlem nové pandemie chiipky.

Lidsky metapneumovirus. Roku 2001 prokézali v Nizozemi prvé onemocnéni ¢loveka,
vyvolané metapneumovirem. Od té doby byl tento virus, o némZ se predpoklada, Ze je
puvodcem az 10 % respiracnich infekci u déti mladSich péti let, identifikovan také v Austrélii,
ve Spojeném Kralovstvi a v Severni Americe. VySetieni archivovanych sekrett dychacich
cest naznacilo, Ze metapneumovirus cirkuluje v lidské populaci nejméng 25 let.




Lidské koronaviry NL63 a HKU1. V roce 2004 byly u pacienti s onemocnénim dychacich
cest zjiStény dva nové lidské koronaviry (HCoVs). HCoV-NL63 byl pak prokazan u osob
s typickymi respira¢nimi nemocemi v Evropé, Japonsku, Cing, Australii a v Severni Americe.
HCoV-HKUL byl izolovan od pacientd s pneumonii. Lidské koronaviry, diive oznacované
jako HCoV-229E a HCoV-0OC43, se mohou podilet az na 30 % respirac¢nich nemoci lidi.

V této praci jsou uvedeny obecné platné zasady pro opatieni vaci novym virovym
onemocnénim a pojedndva se o vyvoji vakcin proti SARS-CoV a viraim pta¢i chtipky.
K prvym krokam patii:

1.

Rozpoznani nového onemocnéni ¢i syndromu a vypracovani jeho definice.
Onemocnéni vyvolavana respiraénimi viry z riznych ¢eledi maji podobné piiznaky.
Dnedni moZnosti diagnostiky umozuji rychlé vylouceni b&Znych agens.

Urceni pavodce byva obtiznéjsi pro omezeny pocet moznych hostitelt, jeho tkanovy
tropismus, i pro nemoznost jeho kultivace soucasné uzivanymi postupy. Uplatiuje se
mezinarodni spoluprace specializovanych pracovist.

Zjisténi biologickych vlastnosti nového viru je nezbytné pro volbu mozné G¢inné
Iécby a preventivnich opatreni. Je treba zjistit mista replikace viru v organismu,
kinetiku replikace, brany vstupu do organismu i vylu¢ovani viru.

Stanoveni diagnostickych postupd a surveilance slouZzi k rychlému odhaleni
infikovanych osob a ke sledovani Sifeni viru ve vnimavé populaci. Pomoci
polymerazové fetézové reakce s vyuzitim reverzni transkriptazy (RT-PCR) k prakazu
infekce SARS-CoV muZe vést, za piedpokladu odbéru vhodného materidlu a
manipulace snim, krychlému zjisténi tohoto viru a ke v¢asnému zahdjeni
protiepidemickych opatieni. Znalost cirkulace viru ve vnimavé populaci zvifat umozni
rychlejsi identifikaci piipada infekce i u lidi a omezeni dalSiho Siteni viru.

Terapeutickd intervence spoc¢iva u virovych infekci, proti nimz neni ani vakcina, ani
specifické antivirotikum, v uzivani nespecifickych postupu s cilem zabranit t¢Zkému
prabéhu infekce a umrti.

Nalezeni ukazateli imunity je Z&douci jeSté pied dostupnosti vakcinace. U vétSiny
respirac¢nich vira se na imunité¢ vaci nim podili protilatky v séru a na sliznicich, je
véak dalezité védét, zda k ochrané je nutna i bun&na imunita. Uginné vakciny
stimulujici T-bunky navozuji také imunitni pamét’. Hlavni Glohu pfi hledani ukazatelu
imunity maji pokusy na modelovych zvitatech.

Vyvoj vakcin a antivirotik startuje hned po té, co jsou naplnény vySe uvedené kroky.
Idedlni G¢innd vakcina ma navodit a udrzet signifikantni koncentraci specifickych
protilatek v séru a v brané vstupu (tj. na sliznicich), stejné jako specifickou buné¢nou
imunitu T-bunék. Efekt vakciny ¢asto zavisi na biologickych vlastnostech viru a na
typu specifické imunitni odpovédi organismu. Nestaci jen, aby vyroba vakciny byla
snadna a jeji distribuce a aplikace byla rychla v kazdé ohrozené populaci. Pii hrozici
pandemii je pro jeji potlaceni rozhodujicim ¢initelem rychld dodavka vakciny. Nelze
vSak predpovédét jaka bude antigenni heterogennost cirkulujicich virt, proto vakcina
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by méla zajistit vznik zktiZzené imunity proti moznym variantam viru.




SARS-CoV
Priabéh epidemie v ¢ase

V listopadu 2002 byla hla3ena z provincie Guangdong Vv jizni Ciné epidemie atypické
pneumonie a koncem unora 2003 se onemocnéni rozsitilo do okoli i vzdalenych oblasti,
véetné Hongkongu, Tajwanu, Singapuru a Kanady. Dne 12.biezna 2003 vydala SZO zpravu
upozornujici cestovatele a dalSi osoby na priznaky SARS. Diky okamzité a koordinované
spolupraci laboratoii a pracovnika ochrany veiejného zdravi z celého svéta se podaiilo
identifikovat pavodce epidemie — novy koronavirus, SARS-CoV. Rychlé zjisténi nemocnych
a jejich izolace, vyhledavani a karantenovani kontakti nemocnych, skrinigové vySetrovani
cestujicich na ptitomnost ptiznaka SARS, umoznilo jiZz za 5 mésica po varovani SZO prerusit
pienos nemoci mezi lidmi. V postiZzenych oblastech vSak méla epidemie téZké ekonomické
dopady. Smrtnost infekce SARS-CoV byla roku 2003 odhadnuta na 13,2 % u osob mladSich
60. let a na tém¢r 50 % u Sedesatiletych a starSich osob. Ze 29 statu ohlasili celkem 8.096
piipadt infekce SARS-CoV, majicich za nésledek celkem 774 amrti.

Biologické vlastnosti viru

Koronaviry (¢eled Nidovirales, rod Coronaviridae) jsou RNA viry sobalem a
s unikatnim, komplikovanym mechanismem replikace. Podle antigennich a genetickych
kritérii je délime do tii skupin. Zatim co sekvenéni analyza nékolika izolatd SARS-CoV
zjistila u nich zna¢né odliSnosti nukleotida od ostatnich znamych lidskych koronavird
(HCoV), fylogenetickd analyza prokazala, Ze vzdalen¢ patii do 2. skupiny lidskych
koronaviria (spolu s HCoV OC43, s virem hepatitidy mySi a s bovinnim koronavirem).
Koronaviry infikuji Siroky okruh Zivogicha, veetné psu, kocek, prasat, mysi, netopyra a lidi.
VétSina kmena mé vSak omezeny okruh hostitela. Koronaviry pronikaji do cilovych bunek
endocystézou pomoci vazby glykoproteinu S (spike — hrot), vy¢nivajiciho z povrchu virionu,
na receptor bunky. Protein S je hlavni vazebnou bilkovinou viru, nezbytnou pro uchyceni a
fazi. Interakce receptoru bunky s S-proteinem rozhoduje o vybéru hostitele a tkanovém
tropismu viru. Sekvenéni analyza kment izolovanych pti malé epidemii z Guangzhou v letech
2003-4 ukézala na zoonoticky puvod SARS-CoV, protoZze geneticky material viru
izolovaneho od nemocnych lidi je geneticky bliZsi viru izolovanému od cibetek, neZ kmenam
SARS-CoV izolovanym od jinych pacientd.

Pro vyvoj vakciny je ke zkoumani pribéhu nakazy a ochrany pied ni nezbytny vybér
vhodného zviteciho modelu. Prace s riznymi, vétSinou nedostatkovymi druhy opic, je slozZita
a nékladna, proto se uZivaji mySi BALB/c. U mlédat je pribéh infekce SARS-CoV témér
asymptomaticky, ale v jejich plicich a nosnich dutinach dosahuje replikovany virus vysokych
titri a v jejich plicich i strevé Ize prokdzat RNK viru. Infikované dospélé mysSi onemocni za
projeva Ubytku na vaze, zjezeni srsti a povlaku na jazyku. Po 2-5 dnech od nakazy maji
vysoky titr viru v plicich a jatrech. Podobné probiha infekce SARS-CoV u syrskych kieckii.,
fretek, jinych linii mySek, nebo u koc¢ek. K thynu téchto modelovych zvitat nedochazi.

Ukazatelé imunity
U nékterych modelovych zviiat vyvolava infekce SARS-CoV tvorbu neutraliza¢nich
protilatek, které je chrani pied opakovanou ¢elendzZi timto virem. Podani rekonvalescentniho
séra chrani vnimavé mysi pred nédkazou. Byly identifikovany monoklondlni protilatky
neutralizujici SARS-CoV vazbou na jeho S-protein. Poznatky i dalSich ukazatelich imunity
jsou neuplné, podobné jako o mechanismu, vedoucim k vymizeni viru z organismu. Ur¢itou
roli ma i vrozena imunita.



Vakciny proti SARS-CoV

VeétSina dosud publikovanych praci o pripravé téchto vakcin se zabyva navozenim
humoralni imunity, zaloZzené na ptitomnosti specifickych protilatek proti S-proteinu viru.
Vyvinuto bylo jiz nékolik G¢innych vakcin proti zvirecim koronaviram. U kocek které proZily
infekci virem kocic¢i infekéni peritonitidy, nebo dostaly specifické protilatky, ¢i byly
ockovany, vSak doslo po infekci timto koronavirem k téZkému onemocnéni. Pfi¢ina tohoto
jevu neni zcela jasna, zdd se vSak, Ze dochazi krychlejSimu proniknuti a Sifeni viru
v organismu nasledkem vzniku imunokomplexu viru s protilatkami proti S-proteinu. U mysi a

kiecka k tomu nedochazi, ale je ziejma nezbytnost dalSiho vyzkumu.

Inaktivované celovirionové vakciny proti SARS-CoV jsou u modelovych zvitat celkem
imunogenni a efektivni, jedna z nich je ovérovana u lidi v klinické studii. Vyroba tohoto typu
vakciny vSak vyZaduje produkci velkych mnoZstvi viru, coZ je spojeno poZadavky na vysokou
bezpecénost vyrobniho postupu a navic piipadna neuplna inaktivace vakcinalniho viru je
dal$im ohroZenim zdravi.

Zivé atenuované vakciny nebyly pii infekci SARS-CoV dosud ovéiovany. Zatim co tento
typ vakcin proti respiracnim viram, konkrétn¢ proti ch¥ipkovym viram a adenoviram, byl jiz
schvélen pro ockovani lidi, zjisténi, Ze infikované osoby vyluéuji infekéni SARS-CoV stolici,
vyvolava obavy z mozného pienosu vakcinalniho viru na neockované osoby. DalSi riziko
spociva v pripadné rekombinaci vakcinalniho viru s divokym typem SARS-CoV.

Subjednotkovou vakcinu pripravenou z termindlniho N-fragmentu S-proteinu SARS-CoV,
exprimovaného baculovirem, byly v pokuse intranazalné ockovany mysSi. Mimo anti-S
vznikly i vysoke titry neutralizacnich protilatek. Vakcina poskytovala spolehlivou ochranu
pied naslednou intranazalni ¢elendzZi koronavirem SARS-CoV.

Vektorové vakciny byly testovany nékolika skupinami badatelt v preklinickych studiich.
Geny pro proteiny SARS-CoV byly vloZeny do jinych virg, slouZicich k jejich ptenosu.
Pouzili chiméru viru parainfluenzy, rabického viru, viru vesikularni stomatitidy a adenoviru.
Nadgjné jsou prace schimérou bovinniho/huménniho viru parainfluenzy 3, pouZzité jako
vektor strukturdlnich proteini SARS-CoV, vcetné proteini S, N, M (matrixovy) a E
(obalovy). Pripravena Zivé, atenuovana vakcina, stejné jako jiné vektorové vakciny prokézala,
Ze ke vzniku imunity staci navozeni specifickych neutralizacnich protilatek proti S-proteinu
koronaviru.

DNA vakciny vykazuji v pokusech na zviratech, zejména na mySich, vyraznou imunitni
odpovéd. Chybi vSak zatim poznatky o ucinnosti DNA vakcin u lidi. Jako neja¢inngjsi
imuniza¢ni postup u mysi se ukdzalo kombinované ockovani, spocivajici ve dvou davkach
DNA vakciny, kodujici S-protein a v nasledném podani inaktivované celovirionové vakciny.

Soucasné poznatky o vakcinach proti SARS-CoV prokazuji vznik specifickych
neutraliza¢nich protilatek proti S-proteinu, coZ postacuje k ochran¢ pred ¢elendzi timto virem.
A¢ se dosud SARS-CoV znovu neobjevil je mozné, Ze sam, ¢i pribuzny virus, znovu pronikne
z n&jakého nezndmého rezervoaru mezi lidi. Vyvoj vakcin muze prispét k omezeni Siteni této
infekce drive, nez zpusobi Skody v socialni a ekonomické oblasti.



Virus ptaci chiipky

Biologicke vlastnosti chiipkovych virt

Chtipkové viry patii do ¢eledi Orthomyxoviridae, zahrnujici étyti rody: Influenza A virus,
Influenza B virus, Influenza C virus a Thogotovirus. Chripkové viry B a C infikuji lidi,
chiipkové viry A, kterymi se dale zabyvame, infikuji mimo lidi také rizné ptaky, prasata a
jiné savce. Viry chripky A maji obal obklopujici 8 segmentt jednovlaknité RNK, kddujici 11
proteinti. Obal viru obsahuje povrchové glykoproteiny hemaglutinin (HA) a neuraminidazu
(NA), které jsou hlavnimi antigennimi determinantami chtipkovych vira. HA umoZnuje vazbu
viru na bunku tim, Ze se vadZe na jeji povrchové receptory, obsahujici kyselinu sialovou.
Proteézy Stépi polypeptid HA na dva dva peptidy (HA; a HA,), coZ je nezbytnou podminkou
pro patogenitu viru. Dnes je znamo 16 antigennich subtypad HA (H1 az H16). VSechny lze
najit u vodniho ptactva. Opakujici se epidemie mezi lidmi vSak puasobi jen subtypy H1, H2 a
H3. Neuraminiddzu piedstavuje enzym sialidaza, ktera Stépi molekuly kyseliny sialové
v obalu bungk a je nutnd pro vystup viriont z infikované burnky. Identifikovano bylo devét
subtypt NA (N1 aZz N9). Viry chiipky lidi maji subtyp N1 a N2. Glykoproteiny HA a NA na
povrchu chiipkovych vira jsou pro vznik imunity proti nim nejdutleZitéjsi.

Antigenni sloZeni chiipkovych vira se ¢asem postupné obménuje (antigenni posun — drift)
v dusledku hromadéni drobnych bodovych mutaci, vyvolavanych imunitou populace v niz
viry cirkuluji, nebo v disledku chybného sefazeni virové RNA polymerazy. Rychlé a
mnohem vétsi Siteni chripkovych vira muze také vzniknout po proniknuti viru s novym HA
mezi lidi. Takova zména nastava kdyZz zvireci nebo ptaci virus chiipky je schopny piimo
infikovat ¢lovéka, nebo je nésledkem soucasné infekce dvéma raznymi viry chiipky.
Vymeénou nékolika segmentt gena mezi nimi vznikne nové potomstvo, majici pieskupenou
genovou vybavu. Antigenni posun ma za nésledek vznik generace virti s novym HA, vaci
némuz vétsina lidi neni imunni. Ma-li virus navic schopnost snadného pienosu mezi lidmi
muZe se stat puvodcem nové chiipkové pandemie. Ackoliv rekombinace chiipkovych virt
neni ¢astd, u vira H7 bylo jiz zjisténo preskupeni jak HA, tak jinych segmentd virového
genomu, snad i buné¢né DNA.

Historie chtipkovych pandemii
Ptirodni rezervoar chiipkovych vira typu A piedstavuji hlavné ptaci Zijici na pobiezich a ve
vodach jezer a mofi, kteti maji vyznamnou Ulohu v ekologii téchto vira. U vodnich ptaka bylo
nalezeno vSech 16 HA a 9 NA subtypu chripkovych vira. Ty jsou u nich pavodci zpravidla
asymptomatické infekce, limitované na stievni trakt. Virus v exkretech vodnich ptaka muze
ve vod¢ piezit i nékolik tydnu, coZ usnadnuje jeho pienos fekalné-oralni cestou na jesté
neinfikované ptaky. Pii pravidelné migraci taznych ptaka dochézi podél tras tahu k prenosu
chitipkovych vira jejich exkrety na dalSi divoké i domaci ptactvo, véetné krut a slepic. Viry
chripky typu A mohou byt také vodnimi ptaky pieneseny na savce, vcetné lidi, tulend, velryb,
konu, prasat a driabezZe. Ekologické studie naznacuji, Ze vSechny viry chripky typu A nalézané
u savcu jsou odvozeny od vira ptaci chiipky. Ptac¢i i lidské kmeny se piednostné vaZou na
molekuly kyseliny sialové pomoci specifického postranniho oligosacharidového fetézce
s mustky a2,3 nebo a2,6. Predpoklada se, Ze specifi¢nost receptord je vyznamnym cinitelem
pro spektrum hostitelt viru. To dokazuje i vzacnost Gspésné experimentalni infekce lidi viry
ptaci chiipky. Zpravy o nékaze lidi viry H5N1, HON2 a H7N7 vSak svéd¢i o tom, Ze
specifi¢nost receptora neni absolutni piekdzkou vzniku infekce lidi. Posledni vyzkumy take
nadly v bunkach epitelu dychacich cest lidi buiky nesouci molekuly kyseliny sialové
s mustky 02,3 a a2,6. Prasata jsou diky pritomnosti téchto molekul v epitelu trachey vnimava
k ndkaze viry chripky ptaka i lidi. Mohou se stat prostiedim, v némz dochazi k vyméné
n¢kterych segmentd genomu ptacich a lidskych vira chripky. Takové kmeny byly zjistény u




prasat v Japonsku, Evropé i USA, ale dosud nikdy nevyvolaly epidemii mezi lidmi. Kmeny
viru chiipky prasat zptsobily sporadicka onemocnéni lidi, nikdy vsak epidemii.

/////

Obvykle zacinaji v pozdni zimé a trvaji 1-2 mésice. Pandemie se v poslednich staletich
objevovaly nepravidelné v intervalech od 10 do 50 let a provéazela je vySSi Umrtnost.
V poslednim stoleti vznikly tii ch¥ipkové pandemie. Roku 1918 tzv. Spanélska chiipka, 1957
Asijska chiipka a 1968 Hongkongska chiipka. Nastup Spanélské chtipky zacal 1918, jeji
rychlé Siteni vedlo k téméi soucasnym epidemiim v Severni Americe, Evropé a Africe. Byt
vétSinou bylo onemocnéni lehké, onemocnélo 25-40 % populace a u vysokého podilu
nemocnych vznikla téZka pneumonie. Na rozdil od pozdgjSich chripkovych epidemii a
pandemii, u nichZ na excesu umrti se ze 36-49 % podilely osoby starsi 65let, v pandemii
Spanélské chiipky bylo mezi zemielymi 99 % osob mladSich 65let. Nejtézsi prabéh méla
onemocnéni osob ve véku 20-40 let. Pavodcem pandemie byl virus ptaci chripky adaptovany
na lidi. Chiipkove viry HIN1 cirkulovaly mezi lidmi 39 let, aZ do objeveni se nového
pandemického viru, ktery mél na svém povrchu dva nové glykoproteiny H2 a N2. Vznikl
vyménou genetického materidlu lidského kmene chiipky A HIN1 svirem ptaci chtipky
H2N2. Novy lidsky kmen H2N2 se nasledkem chybg¢jici imunity lidstva vaci nému rychle
Sitil a v roce 1957 vyvolal pandemii. Nejvice postiZzeny byly osoby ve véku 5-19 let. DalSi
pandemicky kmen chiipkového viru se objevil v cervenci 1968 v Hongkongu. Vznikl
pieskupenim mezi cirkulujicim kmenem H2N2 a pta¢im kmenem s H3, od kterého prevzal
segmenty genu HA a PB1. Nejvyssi nemocnost byla u osob ve véku 10-14 let, ale pandemie
neprobihala tak téZce jako piedchozi pandemie. Bylo to diky tomu, Ze mnoho lidi jiz mélo
protilatky proti N2. Viry H3N2 cirkuluji mezi lidmi dodnes. Roku 1977 byl od nemocnych
opét izolovan chtipkovy virus blizce ptibuzny HIN1, nevyvolal vSak pandemii. V soucasnosti
cirkuluji mezi lidmi viry chiipky HIN1 i H3N2 a navic i viry chripky typu B

Znédmé priipady infekce lidi virem ptaéi chripky. Az donedavna se soudilo, Ze rozdily

/////

viry ptaci chripky. V poslednich letech prokéazany piimy pienos vira pta¢i chiipky H5N1,

H7N7 a HIN2 od ptaka na lidi vSak ukazuje, Ze odliSny receptor zcela nevylucuje vznik
infekce a Ze k pienosu na lidi neni vZdy nezbytny vhodny mezihostitel.

a) Ptaci chiipka H5N1 : V kvétnu 1997 byl izolovan z trachealniho aspirétu triletého

chlapce, ktery zemiel v Hongkongu na respira¢ni selhani, virus chiipky H5N1. Byl to

prvy virus ptaci chripky, ktery vyvolaval téZka respiraéni onemocnéni lidi. DalSich 17

nemocnych s prakazem infekce virem chiipky H5N1 zjistili v dobé od listopadu 1997

do ledna 1998, Sest z nich zemielo. Na slepi¢ich farmach v Hongkongu probihaly

epizoocie vyvolané vysoce patogennim virem HS5N1, provdzené 75% Uhynem

nemocnych slepic. Prokazalo se, Ze viry od lidi i slepic jsou si geneticky a antigenné

velmi blizké, coZz naznacuje, Ze dochazelo k piimému pienosu od ptaka na lidi.

Interhumanni pienos byl malo pravdépodobny, vétSina nemocnych prisla do styku

s kufaty na mistnich trzich sdrabeZi. Tento vysoce patogenni virus vznikl

pieskupenim segmenta gent viru H5N1, cirkulujiciho mezi husami, a viry H6N1 a

HINZ2, nalézanymi u kachen a kiepelek. Virus byl eradikovan hromadnou likvidaci

infikované drabeZe, avSak jeho piedpokladani piedci stale cirkuluji v populaci ptéka.

Roku 2001 vznikla na trzisti s Zivou drubeZzi v Hongkongu dalSi epizoocie virem

H5N1 piibuzného viram, které cirkulovaly mezi vodnimi ptdky pred dvéma lety.

V roce 2003 onemocnéli pii navstéve piibuznych v provincii Fujian tii ¢lenové rodiny

z Hongkongu, dva z nich zemieli na respira¢ni selhani. Viry H5N1 byly izolovany od

zemielého otce a od syna, ktery onemocnéni piezil. Na pielomu let 2003-2004 byly




hlaSeny velké epizoocie ptaci chiipky H5N1 v drabezich chovech zJizni Korey,
Japonska, Indonésie, Vietnamu, Thajska, Laosu, KambodZe a Ciny. Od prosince 2003
do 6. cervna 2006 bylo z deseti stata hlaSeno 225 prokazanych ptipada se 128 umrtimi
na infekci virem ptaci chiipky H5N1. Virus stale koluje v populacich ptaka a je nyni
zjisten ve 33 statech, vcetné Chorvatska, Kazachstanu, Mongolska, Filipin,
Rumunska, Japonska, Koreje, Laosu, Malajsie a Ruska. Pfi jeho prokéazané
nakazlivosti pro lidi vyvolava rychlé Siteni téchto vysoce patogennich H5N1 vira
obavy, Ze mohou zpasobit pandemii.

b) Virus ptaci chiipky HIN2. V biteznu 1999 byl v Hongkongu isolovan tento virus
chitipky od dvou déti (ve véku 1 a 4 roky), majicich lehké, spontanné ustupujici
horec¢naté onemocnéni. Mezilidsky pienos nebyl zjistén, ale neutralizacni protilatky
vaci chiipkovym viram HON2 byly detekovany v sérech dobrovolnych darca krve
z Hongkongu. Roku 2003 byl od hospitalizovaného pétiletého chlapce s ARO opét
zachycen virus HON2. Dosud kazdy piipad zjisténé infekce lidi virem chiipky HON2
probihal pod obrazem lehkého, benigniho onemocnéni. Velké rozsiteni tohoto viru u
drubeZe v Asii a jeho soucasna cirkulace s viry chiipky H3N2 u prasat v jihovychodni
Cind muze vést preskupenim jejich genetického materialu ke vzniku patogennich,
potencialné pandemickych viru.

c) Virus pta¢i chiipky H7N7. Od pocatku roku 1975 jsou hlaSeny epizoocie u ptakd,
vyvolavané vysoce patogennim virem ptac¢i chiipky H7N7. Byla hlaSena sporadicka
onemocnéni lidi timto subtypem viru po jeho pienosu od ptaku a tulenu. V Unoru 2003
dosSlo v Holandsku k epizoocii zpusobené vysoce patogennim virem ptaci chripky
H7N?7, které se rozSitila do chovia drubeZze v Némecku a Belgii. Béhem nésledujicich
téi mesict prokazali 89 pripada infekce timto virem u pracovnika, ktefi Skubali pefi
infikované drabeZze. Byly zjistény piipady pienosu viru do rodin téchto pracovniki.
Zpoc¢tu 89 prokazateln¢ infikovanych mélo 78 konjunktivitidu, u péti byla
konjunktivitida provazena chiipce podobnou nemoci, dva méli chiipkovité potiZe, u
CtyF potize neodpovidaly definici pripadu, jeden pacient — veterindi- zemiel.
Sérologicke vySetieni z nedavné doby prokazalo infekci virem ptaci chiipky H7N7 u
49 % osob, které prisly béhem epizoocie do styku s infikovanou drubeZi a u 64 %
osob exponovanych H7-infikovanym osobam.

Patogeneze

Vysoce patogenni viry chiipky H5N1 se od svého objeveni v roce 1997 stale vyvijeji,
zvysuji svou patogenitu pro experimentaln¢ infikované mysi a fretky. Virulence chiipkovych
vira souvisi s nékolika jejich geny. U drabeZe je hlavnim faktorem virulence protein
hemaglutininu. U mélo patogennich chiipkovych vira se HA Stépi protedzami, které jsou
piitomny jen ve stievnim traktu ptakua a v respira¢nim traktu savcu. Avsak vysoce patogenni
viry H5 a H7 maji navic nekolik aminokyselin v okoli mista rozstépu HA, coZz umoZnuje
Stépeni HA vSude piitomnymi proteazami z okruhu subtilisinu a pranik viru do tkani. Byly
zjisteny i dalSi zmeény. Napi. specificka nahrada aminokyseliny v subjednotce PB2
polymerazy je spojena s rychlejsi replikaci viru a s letdlnim pribéhem infekce mysi; zména
aminokyseliny v proteinu NS1 chiipkového viru H5N1 koreluje in vitro s resistenci viru na
jeho inhibici interferony a tumor nekrotizujicim faktorem alfa.

Ukazatelé imunity vaci viram ptaci chiipky
Pomérné dobie jsou znami ukazatelé imunity vaci lidskym viram chiipky. Rozhodujici
roli maji protilatky proti jejich povrchovému glykoproteinu HA. Titr hemaglutinaci



inhibujicich (HI) protilatek 1 : 40 a vysSi je povaZovan za prukaz ochrany. Studie s vakcinami
proti lidskym chiipkovym viram prokazaly jejich G¢innost jen v situacich, kdy si HA
vakcinalniho kmene a epidemického kmene byly antigenn¢ blizké.

Vakciny proti viru ptaéi chiipky

Jsou zaloZeny na zkuSenostech s vakcinami proti lidskému viru chripky. Tato ¢ast se
zabyva vyvojem vakcin proti viru ptaci chripky H9 a H7, protoZe tyto dva subtypy infikovaly
takeé cloveka.

Inaktivovana vakcina proti lidskému viru chiipky obsahuje po 15 mkg hemaglutininu H1,
H2 a viru chtipky B, aplikuje se nitrosvalové. SloZeni vakciny je kaZzdy rok uréeno podle
vysledkt celosvétové surveillace vyskytu chiipkovych vird, koordinované SZO. Vyrabi se
jako celovirionové vakcina, kterd v8ak u déti vyvolava nezadouci reakce a proto je malo
vyuzivana. Castgji se o¢kuje vakcinami, v nichZ je lipidovy obal viru rozstépen detergentem a
odstranén (split-vakciny), nebo subjednotkovymi vakcinami, které obsahuji jen purifikované
antigeny hemaglutininu a neuraminidazy. Uginnost tdchto ti typa inaktivovanych vakcin je
v riznych popula¢nich skupindch odlisna. Zatim co jedina davka kazdého typu staci u osob
ostatni osoby (tzv. imunologicky naivni) jsou nutné 2 davky vakciny. Celovirionové vakciny
jsou u imunologicky naivnich osob mnohem imunogennéjsi nez split- nebo subjednotkové
vakciny, ale tato vy3Si imunogenita je spojena s jeji vysSi reaktivitou u déti.

Inaktivované HIN2 vakciny byly testovany na modelovych zviiatech i lidech. Byly
zjisteny tii genetické linie vira H9 s prototypovymi viry G1, G9 a Y439 (korejsky). | kdyZ
tyto viry nebyli pavodci smrtelného onemocnéni lidi, byly viry linie G1 a G9 izolovany od
0sob s benignim respiragnim onemocnénim. V Cing cirkuluji mezi drtibeZi a jsou moznymi
puvodci onemocnéni ¢lovéka. Nitrosvalova aplikace inaktivované monovalentni HIN2
celovirionové vakciny, odvozené od A/HK/1073/99 (G1) sadjuvans nebo bez ngj, byla
v klinické studii dobie snaSena a bezpec¢na. Pozoruhodné bylo, Ze polovina ockovanci,
narozenych pied rokem 1968, méla bazalni zndmky imunity na HON2 viry, coZ napovidalo, Ze
jiz meéli preexistujici, nebo zk¥izenou imunitu. K dosaZzeni ochranného titru >1:40 HI
protilatek potrebovaly ,,naivni* osoby (mladsi 32let) dvé davky vakciny, kdeZto pro osoby se
stopami imunity k HON2 (starsSi 32let) stacila jedna davka. Podle téchto pozorovani by béhem
pandemie jedna davka celovirionové vakciny sadjuvans nechrénila imunologicky naivni
osoby a velky podil mladSich osob by nebyl chranény. Vyvoj vakciny s virem HON2 linie G9
je obtizngjsi, protoZe tato linie Spatné roste na kuiecich embryich. Proto preskupili nékteré
segmenty jeho genomu s dobte rostoucim chiipkovym virem PR8 tak, Ze ziskali virus
exprimujici HA a NA od viru ptaci chiipky HIN2 linie G9, ktery m& vnitini proteiny viru
PR8. Tato vakcina je nyni zkouSena v 1. etapé klinickeé studie.

Byla vyvinuta fada inaktivovanych, kandidatnich vakcin proti viram ptaci chripky HSNZ1.
Pro jejich velkou patogenitu vyZaduje vyroba téchto vakcin piisnd bezpecnostni opatieni.
Proto pouZili jako ndhradu nepatogenni viry a kmeny s preskupenymi segmenty genomu.
Ukézalo se vSak, Ze vakciny stémito antigenné ptibuznymi ,,ndhradnimi“ viry jsou malo
imunogenni. Jsou-li vSak podany aspon dvé davky, nebo je-li pridano adjuvans, mohou
navodit tvorbu zkiiZzené reagujicich protilatek

Zivé atenuované vakciny. Jejich vyvoj byl usnadnén pomoci reverzniho genetického
systétmu K piipravé rekombinantnich vakcinalnich vira, které jsou bezpecné a diky
plasmidové DNA maji Zadouci sloZeni genomu. FluMist, trivalentni, Ziva, oslabena vakcina
proti chtipce u lidi byla licencovana vroce 2003. Obsahuje rekombinované kmeny




chiipkovych vira adaptovanych na niZsi teplotu, které maji povrchové antigeny ocekavaného
epidemického viru a Sest genia proteina jadra z darcovského nepatogenniho kmene A(Ann
Arbor/6/60 ca (cold-adapted). Pritomnost nékolika mutaci zvySuje stabilitu atenuace viru a
zmensuje riziko pripadného zvratu avirulence po kontaktu s cirkulujicim, virulentnim virem.
V soucasnosti jsou vakciny s Zivymi, oslabenymi a chladové adaptovanymi viry ptaci chiipky
testovany v preklinickych studiich na zvitatech a ptipravuji se studie u lidi.

Subjednotkové vakciny proti viram ptaéi chtipky. Byla sledovana Gginnost
subjednotkové vakciny sHA kmenu A/HK/156/97, ktery je piedstavitelem vysoce
virulentniho H5N1 viru ptaci chripky. K dosazeni lepSiho ochranného efektu obsahovala
vakcina také adjuvans a lipid obsahujici imunogen. Na dobrovolnicich testovali bezpeénost a
imunogenitu rekombinantni  vakciny s baculovirem, exprimujicim H5  zminéného
virulentniho viru ptaci chripky. Vysledky ukazaly, Ze tato vakcina je malo imunogenni.

DNA vakciny jsou s ohledem na velké riziko prace s vysoce patogennimi divokymi H5N1

vV s

neposkytuje pii celendZi letdlnim kmenem H5N1 viru ptaci chtipky potiebnou ochranu.
V dobé¢ pandemie ptaci chiipky muze DNA vakcina, kddujici HA, nebo jiné virové proteiny
antigenng¢ pribuzné pandemickému kmeni, ¢&ste¢né chranit pied téZkym prabéhem nebo dmrti
na tuto infekci.

Vyvoj vakcin proti pta¢i chripce je pti Siteni viru HSN1 ptaky do dalSich oblasti svéta
stale naléhav¢jsi. Sveédci o tom i rostouci pocet onemocnéni ptaci chiipkou u lidi v Asii a
v Evropé. Posledni zkuSenosti s chiipkovymi vakcinami ukazuji, Ze pirednost by mél mit
vyvoj celovirionovych vakcin, inaktivovanych nebo Zivych. Ackoliv DNA vakciny jsou u
zvitecich modelu vyhodngjsi, jejich ucinek u lidi je slabsi.

Moderni postupy dnesni virologie ¢asto umoznuji rychlejsi identifikaci ptavodce nemoci,
odhaleni jeho vlastnosti a podminek patogenity. To v8e je nutné k vypracovani strategie
vhodnych epidemiologickych opatieni. Piesto doba od vyvoje prve kandidatni vakciny az do
licencovani komeréni vakciny je v praméru stale jesté deli neZ 10 let. To je ovSem v piipadé
hrozici pandemie velky problém. Vyzkum a vyvoj vakcin je nékladny, slozZity proces,
zahrnujici preklinické a klinické testovani jejich bezpecnosti a u¢innosti. Presto jsou vakciny
tim nejlepSim feSenim prevence celé fady infekci.
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Aktualni dodatek

V poslednim roce se v Ciné objevil novy kmen ptaci chiipky H5N1. Vyzkumnici varuji,
Ze soucasne vakciny nemusi pred nim drabeZ chrénit a Ze nejspiSe vyvola v Asii tieti vinu
ptaci chripky. Virus je znac¢né rozSiren zvlasteé v chovech kachen a husi v Sesti provinciich
jizni Ciny. Novy subtyp H5N1dostal jméno ,virus Fujian* a byl nalezen v 95 % vzorki
exkretu drabeze, sebranych od dubna do ¢ervna 2006. Zda se, Ze zcela vytésnil starsi subtypy
vira ptaci chiipky H5N1. Viry izolované v poslednich mésicich od pacientt v Cing patii také
do okruhu viru Fujian, coZz dokazuje, Ze tento virus muze infikovat i lidi. Byl zjistén u
nemocnych v Hongkongu, Laosu a Malajsii. Séra obsahujici neutralizacni protilatky proti
starSim kmenam H5N1 méla minimalni efekt na virus Fuijan. Diskutuje se, zda tento novy
virus nevznikl v dasledku masivniho ockovani dribeze proti pta¢i chtipce v jizni Cing.
( Dennis Normile: New H5N1 Strain Emerges in Southern China. SCIENCE, 3.November
2006, s. 742)
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