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Sledovani rezistence chfipkovych vir(i na oseltamivir

- nase dosavadni zkuSenosti

Monitoring oseltamivir resistance in influenza viruses — experience gained to date

Ludmila Novakova

— Souhrn

Sledovani rezistence chiipkovych virti k inhibitorim neuraminidazy patfi k rutinni soucast surveillance chfipky.
Béhem sezény 2013/2014 bylo vysetfeno celkem 23 (10 HIN1 a 13 H3N2) pozitivnich virovych izolatl, v sezéné
2014/2015 dalsich 115 (13 HIN1, 82 H3N2 a 20 B) materiald. Rezistence na antivirovy preparat (Oseltamivir)
byla vysetfovdna kitem NA-Star Influenza Neuraminidase Inhibitor Resistance Detection Kit (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA). Pouze u jednoho vzorku z celého testovaného souboru byla tato rezistence zjiSténa. Hod-
nota IC50 byla v priméru 100x vétsi neZ u ostatnich méfeni a tento nalez byl potvrzen sekvenaci, kde byl zjistén
mutacni gen H275Y.

Monitoring resistance of influenza viruses to neuraminidase inhibitors is a routine part of influenza surveillance.
In the season 2013/2014, 23 positive virus isolates (10 HINI and 13 H3N2) were investigated and in the season
201472015, other 115 isolates (13 HINI, 82 H3N2, and 20 B) were recovered. Resistance to the antiviral medica-
tion oseltamivir was tested by the NA-Star Influenza Neuraminidase Inhibitor Resistance Detection Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Only one isolate of the set tested turned out to be oseltamivir resistant. It had a 100
fold higher IC50 value than other isolates and its resistance was confirmed by sequencing and detection of the
H275Y mutation which confers resistance to oseltamivir.
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UVOD

Neuraminidaza (NA) a hemaglutinin (HA) jsou zakladni
membranové glykoproteiny chfipkového viru. Hemagluti-
nin zprostfedkovava vstup viru do hostitelské buiiky pro-
stfednictvim vazby virové partikule na glykoproteiny ob-
sahujici kyselinu sialovou. Kromé toho je hemaglutinin
hlavnim antigenem, proti némuz jsou tvofeny obranné vi-
rus neutralizacni protilatky, které brani ndkaze antigenné
shodnym virem. Jeho nézev vyplyva ze schopnosti agluti-
novat ¢ervené krvinky in vitro. Neuraminidaza (sialiddza)
mé enzymatickou aktivitu. Stépi glykosidickou vazbu ky-
seliny sialové, ¢imZ umozni virionim proniknout k buii-
kam. Kromé toho se neuraminidaza uplatiiuje na konci re-
plika¢niho cyklu, kdy enzymaticky zajistuje uvolfiovani
ster et al. 1992; Gubareva et al. 2000; Lamb a Krug, 2001
McKimm-Breschkin, 2012]. Oba glykoproteiny jsou vel-
mi proménlivé a podmiiuji rozliSovani antigennich subty-
pu a variant. Do dnesni doby bylo identifikovano 18 riz-
nych typt hemaglutininu (H1 az H18) a 11 rznych typt
neuraminidazy (N1 az N11) [Lieral. 2012; Wu et al. 2014].

Pfi 1é¢bé chiipky se vyuZivaji antivirové preparaty, které
muzZeme rozdélit do dvou stéZejnich skupin:
— 1. generace: inhibitory M2 proteinu 1. generace — ada-
mantany (amantadin a rimantadin)

— 2. generace: inhibitory neuraminidazy (oseltamivir, za-
namivir, peramivir, lanimivir)

Adamantany funguji jako inhibitory proteinového ka-
nalu M2 chiipky typu A a zptsobuji tak zastaveni replika-
ce viru. V praxi v8ak byl problémem snadny vznik rezis-
tence a navic tyto preparaty nefungovaly na lécbu chiipky
typu B. Virus chfipky typu B sice ma BM2 protein podob-
ny M2 proteinu, ten ale neni citlivy na M2 inhibitory [Ro-
senberg a Casarotto, 2010]. Proto byly adamantany postup-
né zcela nahrazeny inhibitory neuraminidazy. Tato skupina
1ékt odstépuje v misté sialové vazby cukernou skupinu
z glykokonjugatu na povrchu viru a dojde tak k preruSeni
replikace viru. Dale znemoziuji vystup vira z infikované
buiiky a rozptyleni infikovanych ¢astic na dalsi buriky. Jsou
ucinné jak proti viru chiipky A, tak i viru chfipky B a navic
jsou velmi dobfe tolerovany [Adabala et al. 2013]. Patii
sem oseltamivir (Tamiflu), zanamivir (Relenza), peramivir
(PeramiFlu) a laninamivir (Inavir) [Singh a Soliman, 2015].
V Ceské republice je k dispozici pfedevsim Tamiflu (pero-
ralni uziti) a v omezené mife Relenza (inhala¢ni aplikace).
Peramivir a laninamivir zde nejsou registrovany. Perami-
vir se podava intraven6zné a v soucasné dobé je povolen
pouze v USA, Japonsku, Koreji a Cin& [Takashita et al.
2013]. Laninamivir je k dipozici pouze v Japonsku [Sho-
bugawa et al. 2012]. Velmi nadéjnym antivirovym prepa-
ratem dalsi generace, ktery ptisobi nejen na viry chiipky
A, B a C, ale i na mnohé dalSi RNA viry, je fanipiravir -
oréalni pyrazinecarboxamid - jehoZ antivirovy efekt je za-
loZen na inhibici RNA-dependentni RNA polymerazy.
V soucasné dobé probihd v Japonsku faze III klinického
testovani. Velkou vyhodou tohoto preparatu, jehoZ mecha-
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nismus ucinku je zcela odlisny od preparati 1.1 2. genera-
ce, je moznost jeho pouZiti i tam, kde inhibitory neuramini-
dazy selhavaji. Bylo popséno i jeho synergické ptisobeni
v kombinaci s oseltamivirem [Li et al 2015].

Masivnéj$i pouZivani inhibitorli neuraminidazy s sebou
prineslo nutnost pribéZného monitoringu piipadné rezisten-
ce, podobné jako je tomu v problematice antibiotické. K dis-
pozici jsou dva testovaci pfistupy: sekvenace neuraminida-
zovych a hemaglutinanich genli (genotypové testovani)
a dale testy zaloZené na méfeni enzymatické aktivity neura-
minidazy (fenotypové testovani). Sekvenace je relativné nova
biochemicka metoda, jejimz prostfednictvim se zjiStuje pora-
di nukleovych bazi v sekvenci DNA nebo RNA. Jednodussi
a zatim v praxi pouZivanéj$i metodou na méfeni citlivosti
virl chiipky vic¢i inhibitorim NA jsou enzymatické testy.
Prvni test vyuziva fluorescencni substrat, kyselinu 20-(4-
methylumbelliferyl)-a-D-N-acetylneuraminidazovou (MUN-
ANA). Druhy moZny pfistup pracuje s chemiluminiscentnim
substratem, kyselinou 20-(4NA-Star)-a-D-N-acetylneurami-
niddzovou (NA-Star) (www.isirv.org). Oba testy kalkuluji
tzv. hodnoty IC50, tj. koncentrace inhibitoru, pfi které za
danych podminek dochazi k 50 % poklesu aktivity sledova-
ného enzymu [WHO, 2012]. Vyhodné je zvolit oba ptistupy
zéaroven v poradi fenotypové testovani — nasledné pak sek-
venace. Hlavnim diivodem je fakt, Ze nejsou zndmy vSech-
ny mutace vedouci k rezistenci. Testy na citlivost inhibitort
NA nas miZou navést na nové zmény v genomu a mohou
rovnéZ poukazat i na CasteCné rezistentni vzorky, které na
zékladé doposud znamych sekvencnich zmén vedoucich
k rezistenci, nemusi byt objeveny.

MATERIAL A METODY

Jednotlivé izolaty vird chfipky typu A i B byly postupné
ziskany mnoZenim v MDCK buiik4dch béhem sezén 2013/
/2014 a 2014/2015. Pro nase ucely jsme potiebovali viry
chfipky, které mély hemaglutinacné inhibicni titr alesponi
1:8. Rezistence na antivirovy preparat (v naSem piipade se
jednalo o oseltamivir) byla vySetfovana kitem NA-Star In-
fluenza Neuraminidase Inhibitor Resistance Detection Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA), ktery se sklada
7 NA-Star Substrate (10mM koncentrace), NA-Star Assay
Buffer (26 mM Morpholinoethanesulfonic acid, 4mM
CaCL,), NA-Star Accelerator a 96 jamkovych desticek.
Postupovalo se podle protokolu, ktery je soucasti kitu. Lu-
miniscence byla zméfena pristrojem INFINITE 200 PRO
(TECAN) ovladaného pomoci pocitace softwarem iCon-
trol. Naméfena data byla exportovana do MS Excel. Pro
vypocet IC50 byl pouZit software MyAssays Analysis Soft-
ware Solutions, ktery je volné€ dostupny na internetu [http:/
/www.myassays.com/home.aspx].

VYSLEDKY

Béhem sez6ény 2013/2014 bylo vySetfeno celkem 23 (10
HINT1 a 13 H3N2) pozitivnich materiald od riznych pacien-
th. Zaroven s témito materidly jsme na zkousku vySetfili
2 kmeny, A/Californie 7/2009 (HIN1) a A/Victoria 361/
/2011 (H3N2). V sezéné 2014/2015 jsme vySetiili 115 (13

HINI1, 82 H3N2 a 20 B) izolat. Jednotlivé vzorky byly
testovany duplicitn€. Data, kterd jsme ziskali, byla zpri-
mériiovana a nasledné vyhodnocena softwarem.

Pouze u jednoho vzorku (4094/13) se prokézalo, Ze
pacient byl rezistentni na oseltamivir. Hodnota IC50 byla
v praméru 100x vétsi nez u ostatnich vzorkt (viz tabulka
1) a rovnéZ vysledna kiivka se liSila od ostatnich (Obra-
zek 1). Rezistence byla potvrzena sekvenaci, kde byl obje-
ven mutacni gen H275Y.

Hodnoty IC50 pro jednotlivé vzorky jsou uvedené
v tabulce 1.

DISKUSE

Antivirova terapie chfipky s sebou samoziejmé prinesla
i mozZnost rozvoje rezistence. Adamantany jsou v soucas-
né dobé zcela prekonané, recentné cirkulujici viry chiipky
jsou ve vice jak 99 % jsou nositeli mutace S31N a tedy
jsou vici nim viceméné zcela rezistentni.

V poslednich letech se zacinaji objevovat i kmeny re-
zistentni na oseltamivir i zanamivir. Na pocatku roku 2008
se norské urady poprvé zminily o vysoké mife odolnosti
viru na oseltamivir. Béhem roku 2007 bylo v Norsku tes-
tovano 16 izolata chiipky A(HIN1) a 12 (75 %) jich bylo
rezistentnich na oseltamivir. Beéhem této sezény byly re-
zistence identifikované i v dalSich evropskych zemi, a to
s riznou prevalenci (0-60 %). Nejvice rezistentnich kme-
nu bylo zachyceno ve Francii a Norsku [WHO, 2008]. Tato
epizoda byla casové omezena a jeji pfi¢iny nebylo mozné
bliZe specifikovat. Aktudlni data tykajici se zejména rezis-
tence na inhibitory neuraminidazy jsou pravidelné zvefej-
flovana na strankach ECDC i WHO. I kdyzZ se zatim nejed-
na zdaleka o takové mnozstvi jako u skupiny adamantanti,
minimum pfipadi béhem jednotlivych sezén se vzdy obje-
vi [Sheu et al. 2008, Murtaugh et al. 2013, Takashita et al.
2014]. Pocet rezistentnich kment zatim osciluje v interva-
lu od 1 do 3 %. Rezistence na oseltamivir a zanamivir je
zpisobend mutacemi neuraminidazy, kterd se u jednotli-
vych (sub)typt chripky lisi. Napiiklad u chiipky A(HIN1)
se jedna obvykle o H275Y, pro A(H3N2) je typickd E119V
a u chfipky typu B jde o R371K [Sheu et al. 2008]. AvSak
ne vSechny mutace jsou zndmé a z tohoto divodu je ne-
zbytné provadét oba typy testl — tedy fylogeneticky scree-
ning a nasledou sekvenaci tam, kde se screeningovy vysle-
dek vymyka predpoklddanym hodnotam. Na naSem
pracovisti jsme za dvé vySetiované sezony zachytili pouze
jeden pripad, kdy byl vzorek zcela rezistentni na oseltami-
vir. Tento izolat byl ziskdn od pacienta s hematoonkolo-
gickou diagnézou, jez méla fatalni pribéh.

Indikace oseltamiviru je v CR velmi stfidmé a je témé&¥
vyluéné vazana na pfipady hospitalizovanych pacientt
s t€ZSim prabéhem infekce. Tuto filosofii 1ze vnimat jako
spravnou, ma vSak sva tskali. Nejvetsi problém v téchto
situacich je skutecnost, Ze antivirova 1écba je zahajovana
relativné pozdé — Casto déle nez 48 hodin od prvnich pfi-
znakti. RovnéZ nutnost peroralniho podani preparitu je
u mnohych pacientt slozité proveditelna. Dostupnost in-
travenézné aplikovanych forem (peramivir, i.v. zanamivir)
by terapeutické moZnosti nepochybné zlepsila.
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Tabulka 1: HODNOTY IC 50 PRO MERENE VZORKY - ukézka

1C50
276/15 441,50
503/15 215,84
507/15 148,82
525/15 63,94
543/15 38,15
546/15 72,13
552/15 132,53
566/15 84,37
587/15 66,14
594/15 53,77
9/15 106,67
502/15 135,72
509/15 15,49
613/15 81,46
632/15 110,72
664/15 72,30
716/15 75,67
751/15 80,98
752/15 107,00
758/15 111,34
760/15 139,97

H1N1 H3N2

1C50 IC50

4094/13 3685,76 197114 17,01
189/14 18,42 201114 30,63
256/14 12,85 221/14 32,96
194/14 19,13 230/14 73,23
89/14 9,84 251/14 52,11
249114 10,03 257114 14,68
250/14 9,58 258/14 14,66
269/14 5,74 270/14 8,49
198/14 10,65 294/14 13,62
113/14 16,84 297/14 49,21
A/Californie 50,72 309/14 8,00
84/15 30,99 313/14 12,96
125/15 29,60 35/14 13,39
624/15 21,52 AlVictorie 55,09
59/15 6,96 64/15 8,47
287115 12,77 71115 18,39
301/15 11,62 110/15 11,27
452/15 13,05 139/15 8,76
601/15 14,68 154/15 12,52
633/15 14,79 227115 18,37
673/15 16,25 232/15 17,87
676/15 7,78 245/15 17,04
741/15 7,20 275115 28,80
807/15 16,01 195/15 8,61
223/15 22,26

625/14 11,55

627/14 15,24

660/14 11,85

689/14 16,83

27115 8,04

32/15 8,23

55/15 6,04

65/15 6,87

78/15 11,16

88/15 6,90

95/15 6,78

99/15 10,67

94/15 7,06

100/15 10,59

101/15 8,02

103/15 11,10

105/15 7,37

155/15 13,23

162/15 18,07

H3N2

IC50
163/15 21,24
167/15 11,08
176/15 10,99
179/15 14,57
190/15 32,72
201/15 13,52
209/15 20,13
211115 7,03
213/15 16,92
214/15 30,29
254/15 12,95
259/15 10,74
260/15 101,45
272/15 12,44
27315 22,50
298/15 21,51
299/15 13,32
300/15 18,98
308/15 22,44
309/15 24,88
328/15 23,80
340/15 19,54
341/15 20,62
401/15 6,47
412/15 16,34
415/15 22,20
445/15 9,43
471/15 17,36
513/15 12,03
523/15 27,55
581/15 10,21
619/15 7,69
626/15 15,84
662/15 11,89
684/15 10,88
704/15 21,11
756/15 12,62
767/15 12,64
785/15 15,59
817/15 15,74
820/15 26,95
840/15 21,00
857/15 20,85
854/15 9,91
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Obrézek 1: GRAF REZISTENCE NA ANTIVIROTIKA

A) Chfipka A(H1N1); B) Chfipka A(H3N2); C) Chfipka B; D) Rezistentni izolat 4094/13

[—— 8415
— 28715

—_— 125/15
— 30115

— §24(15
452/15

59/15
601/15

% NEURAMINIDASE ACTIVITY
co BN 8 & 8 8388 8

139/15
245/15

T10/15
—— 232]15

—_— 7115
— 22715

—— o5
| — 154/15

% NEURAMINIDASE ACTIVITY

01 0.1 1 10 100 1000 0.01 0.1 1 10 100 1000
A) DRUG CONCENTRATION (nM) B) DRUG CONCENTRATION (nM)
276/15 === 503[15 === 507/1S 525/15 ——— 4094/13  =——  35/14 —_— 11314 189/14

[— 543/15 — 546115 §52/15 566/15 | — 197/14 — 201f14 — 22114 230/14

1007 10071 -

901 %01
E a0t £ 8ot
3 E 5

m . .
g :
g or g “r
[=] . (=] .
g 50 = 50
z 01 5 W
g n - E n -
& 21 & 21

10%: 10

0 0

0.01 0.1 1 10 100 1000 0.01 0.1 1 10 100 1000
C) DRUG CONCENTRATION (nM) D) DRUG CONCENTRATION (nM)
LITERATURA

Adabala PJ, LeGresley EB, Bance N, Niikura M, Pinto BM. 2013.
Exploitation of the catalytic site and 150 cavity for design of
influenza A neuraminidase inhibitors. The Journal of Organic
Chemistry 78(21): 10867-10877

Gubareva LV, Kaiser L, Hayden FG. 2000. Influenza virus neu-
raminidase inhibitors. The Lancet 355: 827-835

Lamb RA, Krug RM. 2001. In: Knipe, DM, Howley PM. (Eds.).
Orthomyxoviridae: The viruses and their replication; in Fields
Virology, fourth ed., vol. 1. Lippincott Williams & Wilkins,
pp. 1487-1531

Li Q, Sun X, Li Z, Liu Y, Vavricka CJ, Qi J, Gao GF. 2012.
Structural and functional characterization of neuraminidase-
like molecule N10 derived from bat influenza A virus. Proce-
edings of the National Academy of Sciences of the United Sta-
tes of America 109(46): 18897-18902

Li TCM, Chan MCW, Lee N. 2015. Clinical implication of anti-
viral resistence in influenza. Viruses, 7(9), 4929-4944

McKimm-BreschkinJL. 2012. Influenza neuraminidase inhibi-
tors: antiviral action and mechanisms of resistance. Influenza
and Other Respiratory Viruses 7(1): 25-36

Murtaugh W, Mahaman L, Healey B, Peters H, Anderson B, Tran
M, Ziese M, Carlos MP. 2013. Evaluation of three influenza
neuraminidase inhibition assays for use in a public health la-
boratory setting during the 2011-2012 influenza season. Pub-
lic Health Reports 128: 75-87

Sheu TG, Deyde VM, Okomo-Adhiambo M, Garten RJ, Xu X,
Bright RA, Butler EN, Wallis TR, Klimov Al, Gubareva LV.
2008. Surveillance for neuraminidase inhibitor resistance
among human influenza A and B viruses circulating world-
wide from 2004 to 2008. Antimicrobial Agents and Chemo-
therapy 52(9): 3284-3292

Shobugawa Y, Saito R, Sato I, Kawashima T, Dapat C, Dapat IC,
Kondo H, Suzuki Y, Saito K, Suzuki H. 2012. Clinical effecti-
veness of neuraminidase inhibitors-oseltamivir, zanamivir, la-
ninamivir and peramivir-for treatment of influenza A(H3N2)
and A(HIN1)pdmO9 infection: an observational study in the
2010-2011 influenza season in Japan. Journal of Infection and
Chemotherapy 18(6): 858-864

Singh A, Soliman ME. 2015. Understanding the cross-resistance
of oseltamivir to HIN1 and H5N1 influenza A neuraminidase
mutations using multidimensional computational analyse. Drug
Design, Development and Therapy 9: 4137-4154

Takashita E, Ejima M, Itoh R, Miura M, Ohnishi A, Nishimura
H, Odagiri T, Tashiro M. 2014. A community cluster of influ-
enza A(HIN1)pdmO9 virus exhibiting cross-resistance to oselt-
amivir and peramivir in Japan, November to December 2013.
Eurosurveillance 19(1):20666

Webster RG, Bean WJ, Gorman OT, Chambers TM, Kawaoka Y.
1992. Evolution and ecology of influenza A viruses. Microbi-
ological Reviews 56: 152-179

267



ZPRAVY CENTRA EPIDEMIOLOGIE A MIKROBIOLOGIE (SZU, PRAHA) 2015; 24(8)

WHO, 2012. Meetings of the WHO working group on surveil-  http://www.isirv.org/site/index.php/methodology/nai-assay-ic50
lance of influenza antiviral susceptibility-Geneva, November  http://www.who.int/influenza/patient_care/antivirals/oseltami-

2011 and 2012. Weekly epidemiological record 87, 369-373 vir_faqgs/en/

WuY, Wu, Tefsen B, Shi Y, Gao GF. 2014. Bat-derived influen- Mgr. Ludmila Novdkovd
za-like viruses H17N10 and H18N11. Trends in Microbiology NRL pro ch¥ipku a nechripkovd
22(4): 183-191

virovd respiracni onemocnéni

SZU - CEM

268



