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PŮVODNÍ PRÁCE

HA zprostředkovává vstup viru do hostitelské buňky 
prostřednictvím vazby virové partikule na glykopro-
teiny obsahující kyselinu sialovou. Kromě toho je HA 
hlavním antigenem, proti němuž jsou tvořeny obranné 
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SOUHRN
Cíl práce: Sledování rezistence chřipkových virů patří k rutinní součásti surveillance viru chřipky v Národní referenční laboratoři 
pro chřipku a nechřipková respirační virová onemocnění (NRL/CHNCH) ve Státním zdravotním ústavu Praha (SZÚ). Cílem práce je 
prokázání rezistence k inhibitoru neuraminidázy (oseltamiviru) u pacientů s diagnostikovaným onemocněním chřipkou. 
Materiál a metodika: Vyšetřovaný soubor tvořilo 326 virů chřipky izolovaných na tkáňové kultuře. Zdrojem izolátů byly nazofa-
ryngeální stěry hospitalizovaných i ambulantních pacientů, které byly doručeny do NRL/CHNCH v průběhu sezon 2013/2014 až 
2019/2020 a u nichž byla polymerázovou řetězovou reakcí s reverzní transkripcí (RTPCR) prokázána přítomnost ribonukleové ky-
seliny (RNA) virů chřipky A a B. Pro izolaci virů z nazofaryngeálních stěrů byla použita tkáňová kultura MDCK (Madin-Darby canine 
kidney). Rezistence na oseltamivir byla vyšetřována pomocí kitu NA-Star Influenza Neuraminidase Inhibitor Resistance Detection 
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). 
Výsledky: U devíti z 326 vyšetřených pozitivních materiálů byla prokázána rezistence na oseltamivir. Hodnoty inhibiční koncentra-
ce (IC50) u rezistentních kmenů byly v průměru 100krát vyšší než u kmenů citlivých na oseltamivir.
Závěry: Sledování rezistentních chřipkových kmenů pomáhá kontrolovat účelnou indikaci antivirotik, a proto se v současnosti 
stává neoddělitelnou součástí virologické surveillance chřipkového viru. Sledování rezistence na antivirotika je nezbytné nejen 
u hospitalizovaných pacientů s antivirotickou léčbou, ale i u symptomaticky léčených ambulantních pacientů, neboť průkaz kmenů 
rezistentních na antivirotika v této skupině může signalizovat šíření rezistentního chřipkového kmene v populaci. 
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ABSTRACT
Nováková L., Havlíčková M.: Monitoring influenza virus oseltamivir resistance – our experience to date

Objective: The monitoring of influenza virus resistance is a routine part of influenza virus surveillance conducted by the National 
Reference Laboratory for Influenza and Non-Influenza Respiratory Viral Diseases (NRL/INI) at the National Institute of Public Health 
(NIPH). The aim is to detect neuraminidase inhibitor (oseltamivir) resistance in patients diagnosed with influenza. 
Material and methods: A  total of 326 influenza virus isolates from tissue culture were included in the study. They were ob-
tained from inpatient and outpatient nasopharyngeal swabs which were referred to the NRL/INI during the seasons 2013/2014 to 
2019/2020 and turned out to be RTPCR (reverse transcription polymerase chain reaction) positive for RNA (ribonucleic acid) of in-
fluenza virus A or B. The MDCK (Madin-Darby canine kidney) tissue culture cells were used for virus isolation from nasopharyngeal 
swabs. Oseltamivir resistance was tested using the NA-Star Influenza Neuraminidase Inhibitor Resistance Detection Kit (Applied 
Biosystems, Foster City, CA). 
Results: Nine of 326 positive specimens were oseltamivir resistant. Resistant strains showed IC50 values 100 times as high on aver-
age as those in oseltamivir sensitive strains.
Conclusions: Monitoring influenza virus resistance is helpful in controlling reasonable prescription of antivirals and thus becomes 
an integral part of influenza virus surveillance. Antiviral resistance monitoring is necessary not only in hospitalized patients on 
antivirals but also in symptomatically treated outpatients as the detection of antiviral drug resistant strains in the latter group can 
suggest the emergence and/or spread of antiviral drug resistance in the population. 
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ze v Japonsku. Kromě léčby je schválen i pro profylaxi 
a působí i na kmeny, které jsou rezistentní na oselta-
mivir [13, 14]. 

Dalším léčivem, které je nově schváleno v ČR, je ba-
loxavir (komerční název Xofluza) [11]. Baloxavir inhi-
buje cap-dependentní endonukleázu, enzym nezbyt-
ný pro transkripci a replikaci chřipkového viru [15]. Je 
schválen k  léčbě nekomplikované chřipky u  pacientů 
nad 12  let. Podává se perorálně, a  to nejpozději, jako 
u  jiných antivirových preparátů, do 48 hodin od prv-
ních příznaků. Kromě kurativy je schválený i  pro pro-
fylaxi [16]. 

Slibným antivirovým preparátem další generace 
schváleným v  Japonsku, který působí nejen na viry 
chřipky A, B a C, ale i na mnohé další RNA viry (Noro-
viry, Paramyxoviry, Flaviviry, virus Eboly atd.), je favi-
piravir – orální pyrazinecarboxamid, jehož antivirový 
efekt je založen na inhibici RNA-dependentní RNA 
polymerázy. Velkou výhodou tohoto preparátu, stej-
ně jako u  baloxaviru, je možnost jeho použití i  tam, 
kde inhibitory neuraminidázy selhávají. Bylo popsá-
no i  jeho synergické působení v  kombinaci s  osel-
tamivirem [17, 18, 19]. Účinky tohoto preparátu se 
zkoušely i na SARSCoV2 [20]. Negativum favipiraviru 
je, že preparát je teratogenní a může působit toxicky 
na embryo [21]. 

Kromě těchto popsaných 4 skupin inhibitorů se stále 
vyvíjejí a testují další skupiny antivirotik např. DAS181, 
arbidol (hojně používaný v Rusku a Číně, ale bez pro-
kázaného účinku), nitazoxanid nebo pimodivir [22, 23, 
24, 25]. 

Masivnější používání inhibitorů neuraminidázy s se-
bou přineslo nutnost průběžného sledování případné 
rezistence na antivirotika stejně jako u antibiotik. K dis-
pozici jsou dva testovací přístupy: sekvenace neura-
minidázových a  hemaglutinačních genů (genotypové 
testování) a dále testy založené na měření enzymatické 
aktivity neuraminidázy (fenotypové testování). Jedno-
dušší a zatím v praxi používanější metodou měření citli-
vosti virů chřipky vůči inhibitorům neuraminidázy jsou 
enzymatické fenotypové testy. 

První fenotypový test (MUNANA) využívá jako fluo-
rescenční substrát, kyselinu 20(4-methylumbelliferyl)-
-a-D-N-acetylneuraminidázovou. Druhý možný fenoty-
pový přístup (NA-Star) pracuje s chemiluminiscenčním 
substrátem, kyselinou 20(4NA-Star)-a-D-N-acetylneu-
raminidázovou [26]. Oba testy kalkulují tzv. hodnoty 
inhibiční koncentrace (IC50), tj. koncentrace inhibitoru, 
při které za daných podmínek dochází k 50% poklesu 
aktivity sledovaného enzymu [27]. Výhodné je zvolit 
oba přístupy zároveň. Hlavním důvodem jsou nezná-
mé mutace vedoucí k antivirové rezistenci. Fenotypové 
testy nám mohou ukázat nové změny v genomu a rov-
něž poukázat i na částečně rezistentní vzorky, které na 
základě doposud známých sekvenačních změn vedou-
cích k rezistenci na jednotlivá antivirotika, nemusí být 
rozpoznány. 

virus neutralizační protilátky, které brání nákaze anti-
genně shodným virem. Jeho název vyplývá ze schop-
nosti aglutinovat červené krvinky in vitro. NA (siali-
dáza) má enzymatickou aktivitu. Štěpí glykosidickou 
vazbu kyseliny sialové, čímž umožní virionům pronik-
nout k buňkám. Kromě toho se NA uplatňuje na konci 
replikačního cyklu, kdy enzymaticky zajišťuje uvolňo-
vání virionů z buňky, a podporuje tak jejich další šíření 
[1, 2, 3, 4]. Oba glykoproteiny jsou velmi proměnlivé 
a podmiňují rozlišování antigenních subtypů a variant 
chřipkového viru. Do dnešní doby bylo identifikováno 
18 různých typů HA (H1 až H18) a 11 různých typů NA 
(N1 až N11) [5, 6]. 

Při léčbě chřipkového onemocnění se využívají anti-
virové preparáty, které můžeme na základě jejich me-
chanismu účinku rozdělit do několika skupin: 
1.	generace: inhibitory M2 proteinu: adamantany 

(amantadin a rimantadin) 
2.	generace: inhibitory neuraminidázy (oseltamivir, za-

namivir, peramivir, laninamivir) 
3.	generace: inhibitory RNA-dependentní RNA polyme-

rázy (favipiravir) 
4.	generace: inhibitory cap-dependentní endonukleázy 

(baloxavir)
Adamantany fungují jako inhibitory proteinového 

kanálu M2 chřipky typu A, a způsobují tak zastavení 
replikace viru. V praxi však představoval problémem 
snadný vznik rezistence na adamantany a navíc tyto 
preparáty nefungovaly na léčbu viru chřipky typu B. 
Ten má sice BM2 protein podobný M2 proteinu, ale 
není citlivý na M2 inhibitory [7]. Adamantany proto 
byly postupně zcela nahrazeny inhibitory neuramini-
dázy. 

Inhibitory neuraminidázy odštěpují v místě sialové 
vazby cukernou skupinu z  glykokonjugátu na povr-
chu viru, a dochází tak k přerušení replikace viru. Dále 
znemožňují výstup virů z infikované buňky a rozptýle-
ní infikovaných částic na další buňky. Jsou účinné jak 
proti viru chřipky A, tak i viru chřipky typu B a jsou vel-
mi dobře tolerovány. Mohou být využity i  pro profy-
laktické podání osobám, které se setkaly s chřipkovým 
onemocněním [8]. Řadí se sem oseltamivir, zanamivir, 
peramivir a laninamivir [9, 10]. V České republice (ČR) 
je registrován oseltamivir, zanamivir a  peramivir, ale 
aktuálně jsou k  dispozici pouze první dva přípravky 
[11]. Oseltamivir (komerční název např. Tamiflu, Sego-
sana, Ebilfumin) má perorální užití a  je schválen pro 
všechny věkové skupiny. Zanamivir (komerční název 
např. Relenza, Dectova) se aplikuje inhalačně a je pou-
ze pro osoby starší 5 let. Pro oba přípravky platí nut-
nost podání první dávky do 48 hodin od prvních pří-
znaků [10]. Peramivir (komerční název např. Alpivab, 
Rapivab; intravenózní použití) se využívá pouze pro 
léčbu a ne k profylaxi a v současné době je k dispozi-
ci v Anglii, USA, Japonsku, Jižní Koreji a Číně [10, 12]. 
Laninamivir (komerční název např. Inavir; inhalační 
aplikace) není v ČR registrován, využívá se zatím pou-
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MATERIÁL A METODY

Vyšetřovaný soubor tvořilo 326 virů chřipky izolova-
ných na tkáňové kultuře. Zdrojem izolátů byly nazofa-
ryngeální stěry hospitalizovaných i  ambulantních pa-
cientů, které byly doručeny do NRL/CHNCH v průběhu 
sezon 2013/2014 až 2019/2020, a  u  nichž byla RTPCR 
prokázána přítomnost RNA virů chřipky A a B. Pro účely 
stanovení rezistence na oseltamivir byly vhodné izolá-
ty virů chřipky s  hemaglutinačním titrem minimálně 
1 : 16. Rezistence byla vyšetřena pomocí kitu NA-STAR 
a  výsledky zpracovány softwarem MyAssays Analysis 
Software Solutions [28]. 

Kultivace viru chřipky na tkáňové kultuře MDCK 
Účelem metody kultivace viru chřipky na tkáňových 

kulturách je pomnožení viru z klinického materiálu na 
vnímavých buňkách. Přítomnost viru v buněčné kultuře 
je prokázána pomocí hemadsorpčního testu, pro určení 
množství viru v izolátu slouží metoda titrace hemaglu-
tininu. Oba testy se provádějí s 0,5% roztokem morče-
cích erytrocytů [29]. Pro kultivaci virů chřipky se používá 
kontinuální linie MDCK buněk připravená Laboratoří pro 
tkáňové kultury SZÚ (LTK), tkáňové kultivační médium 
UltraMDCK™ Serum-free Medium (LONZA), TPCK-tryp-
sin a L-Glutamin 200 mM. První den pokusu se buněčná 
suspenze o hustotě 350 000 buněk/1 ml nasadila do 96 
jamkových mikrotitračních destiček v  objemu 0,1  ml/
jamku. Destička se umístila do inkubátoru (37  °C, 5  % 
CO2). Druhý den se po mikroskopické kontrole kon-
fluentního monolayeru (souvislá jednoduchá vrstva 
na povrchu kultivační destičky) a odsátí média z jamky 
inokuloval vyšetřovaný materiál v  objemu 0,05  ml na 
jamku. Po centrifugaci destičky (3  500 otáček/minutu, 
15 minut) se k inokulu doplnilo 0,15 ml média pro tká-
ňové kultury s přidaným trypsinem a destičky se umísti-
ly zpět do inkubátoru na 5–6  dní. 

NA-STAR 
Rezistence na oseltamivir byla vyšetřována kitem 

NA-Star Influenza Neuraminidase Inhibitor Resistance 
Detection Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA), kte-
rý doporučuje Světová zdravotnická organizace. Skládá 
se z  NA-Star Substrate (10 mM koncentrace), NA-Star 
Assay Buffer (26 mM Morpholinoethanesulfonic acid, 4 
mM CaCL2), NA-Star Accelerator a 96 jamkových des-
tiček. Dodržoval se postup podle protokolu, který je 
součástí kitu. 

K provedení testu bylo nutné nejprve naředit jednot-
livé chřipkové kmeny v  poměru 1 : 5 pufrem NA-Star 
Assay Buffer a  připravit 10 roztoků inhibitoru neur
aminidázy (koncentrace: 2000; 633; 200; 63,4; 20; 6,3; 
2; 0,64; 0,20; 0,06 nM) podle návodu výrobce. K  25 µl 
naředěného kmene se napipetovalo 25 µl příslušného 
roztoku inhibitoru neuraminidázy, následovala inku-
bace 10–20 minut při teplotě 37 °C. Potom bylo přidá-
no 10 µl NASTAR Substrate a opět proběhla inkubace 

(10–30 minut při pokojové teplotě). Po jejím skončení 
se destička umístila do luminometru INFINITE 200 PRO 
(TECAN), ovládaného prostřednictvím počítače a soft-
waru iControl. V dalším kroku injektor vstříknul do ka-
ždé jamky 60 µl NASTAR Accelerator, v důsledku čehož 
došlo k uvolnění světelného signálu, který byl následně 
změřen. Naměřená data byla exportována do MS Excel. 
Pro výpočet IC50 byl použit software MyAssays Analy-
sis Software Solutions [28]. 

VÝSLEDKY

Během sezon 2013/2014 až 2019/2020 bylo vyšet-
řeno na rezistenci celkem 326 (130x H1N1, 146x H3N2 
a 50x B) pozitivních materiálů od ambulantních i hospi-
talizovaných pacientů. Zároveň s těmito materiály byly 
vyšetřeny referenční kmeny získané z  WHO. Jednalo 
se o kmeny A/Texas/23/2012 (H1N1), A/Texas/12/2007 
(H3N2), B/Rochester/02/2001 a  B/Memphis/20/1996. 
Jednotlivé vzorky byly vždy testovány duplicitně a ná-
sledně vyhodnoceny softwarem MyAssays Analysis 
Software Solutions. 

Od roku 2013, kdy se začala rezistence na oseltami-
vir v  NRL/CHNCH vyšetřovat, bylo zachyceno celkem 
devět rezistentních kmenů a čtyři kmeny (1x H1N1, 1x 
H3N2 a 2x B), u kterých byla pozorována redukovaná in-
hibice (obr. 1 a 2). U rezistentních kmenů na oseltamivir 
se v pěti případech jednalo o pacienty, u kterých bylo 
prokázáno onemocnění chřipkou typu A/H1N1, v jed-
nom případě byla rezistence detekována u viru chřipky 
typu A/H3N2 a ve třech případech u viru chřipky typu 
B. Tyto rezistentní kmeny byly izolovány od hospitalizo-
vaných pacientů se závažným průběhem chřipky a bě-
hem léčby užívali lék Tamiflu. Naměřené hodnoty IC50 
rezistentních kmenů byly v průměru 100krát vyšší než 
u vzorků citlivých na oseltamivir a rovněž výsledné křiv-
ky rezistentních kmenů se lišily od těch citlivých kme-
nů. Rezistentní kmeny viru chřipky typu A/H1N1 byly 
následně sekvenovány. Sekvenace prokázala přítom-
nost mutace H275Y, která je typická pro subtyp H1N1 
a je zodpovědná za rezistenci na oseltamivir. 

DISKUSE A ZÁVĚR

Antivirová terapie chřipkového onemocnění s sebou 
přinesla i  možnost rozvoje rezistence na antivirotika. 
Adamantany jsou v  současné době zcela překonané, 
recentně cirkulující viry chřipky jsou ve více než v 90 % 
nositeli mutace S31N, a tedy jsou vůči nim zcela rezis-
tentní [30, 31]. 

V  posledních letech se začínají objevovat i  kmeny 
rezistentní na oseltamivir nebo zanamivir. Na počátku 
roku 2008 se norské úřady poprvé zmínily o vysoké míře 
odolnosti viru na oseltamivir. Během roku 2007 bylo 
v  Norsku testováno 37 izolátů viru chřipky A  (H1N1) 
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Obr. 1. Graf rezistence na oseltamivir: rezistentní kmeny viru chřipky A/H1N1
Figure 1. Graph of oseltamivir resistance: resistant strains of influenza A/H1N1 virus

Obr. 2. Graf rezistence na oseltamivir: rezistentní kmeny viru chřipky A/H3N2 a B
Figure 2. Graph of oseltamivir resistance: resistant strains of influenza A/H3N2 virus and B strains
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a  26 (70  %) z  nich bylo rezistentních na oseltamivir. 
Během sezony 2007/2008 byly tyto rezistence zjištěny 
i v dalších evropských zemích, a to s různou prevalencí 
(0–70  %). Nejvíce rezistentních kmenů na oseltamivir 
bylo zachyceno ve Francii, Norsku, Portugalsku a Finsku 
[32]. Tato epizoda byla časově omezená a  její příčiny 
nebylo možné blíže specifikovat. Aktuální data týkají-
cí se zejména rezistence na inhibitory neuraminidázy 
jsou pravidelně zveřejňována na stránkách Evropského 
střediska pro prevenci a kontrolu nemocí (ECDC) i Svě-
tové zdravotnické organizace (WHO). Zatím se nejedná 
zdaleka o takové množství rezistentních inhibitorů ne-
uraminidázy jako u skupiny adamantanů. Během jed-
notlivých sezon byl prokázán minimální počet případů 
[12, 33, 34]. Počet rezistentních chřipkových kmenů se 
pohybuje v intervalu od 1 % do 3 %. Rezistence na osel-
tamivir a zanamivir je způsobená mutacemi neurami-
nidázy, které se u  jednotlivých (sub)typů viru chřipky 
liší. Například u subtypu A/H1N1 je nejznámější muta-
ce H275Y, pro subtyp A/H3N2 je typická mutace E119V 
a u viru chřipky typu B se jedná o mutaci R371K [33]. 
Avšak ne všechny mutace jsou známé a z tohoto důvo-
du je nezbytné provádět oba typy testů – fylogenetický 
screening a sekvenaci tam, kde se screeningový výsle-
dek vymyká předpokládaným hodnotám. 

V Japonsku proběhla studie, ve které byla porovnává-
na jednotlivá antivirotika (oseltamivir, zanamivir, lanin
amivir a peramivir) při léčbě různých subtypů chřipky. 
U lidí, kteří onemocněli virem chřipky subtypu A/H3N2, 
z  daných preparátů nejrychleji zabíral peramivir. Prů-
měrná doba, za kterou teplota klesla pod 37,5 °C, byla 
17 hodin. Naopak u  pacientů, u  kterých byl prokázán 
subtyp A/H1N1, nejlépe účinkovaly oseltamivir a zan
amivir [13]. V  další srovnávací studii zkoumali rozdíl 
mezi baloxavirem, oseltamivirem a  placebo efektem. 
U  skupiny lidí, kteří byli léčeni baloxavirem, bylo pro-
kázáno významné zkrácení doby do zmírnění příznaků 
oproti placebu. Srovnání skupiny s baloxavirem a sku-
piny s oseltamivirem neprokázalo žádný statisticky vý-
znamný rozdíl [16]. 

V NRL/CHNCH bylo za sedm vyšetřovaných sezon za-
chyceno devět kmenů virů chřipky zcela rezistentních 
na oseltamivir. Tyto izoláty byly získány od pacientů, 
kteří byli hospitalizováni s  těžším průběhem chřipky. 
U  dvou pacientů s  hematoonkologickou diagnózou, 
kteří onemocněli chřipkovým onemocněním, měla 
nemoc fatální průběh. Právě „rizikové“ skupiny lidí 
(např. malé děti do 5 let, hematoonkologičtí a imuno-
kompromitovaní pacienti a  lidé po transplantaci) čas-
to onemocní kmenem chřipky, který nese zmutovaný 
gen H275Y a je zodpovědný za to, že je oseltamivir bez 
účinku [35, 36]. 

Indikace oseltamiviru je v ČR velmi střídmá a je téměř 
výlučně vázána na případy hospitalizovaných pacien-
tů s  těžším průběhem infekce. Tento postup lze vní-
mat jako správný, má však svá úskalí. Největší problém 
v těchto situacích je skutečnost, že antivirová léčba je 

nasazována relativně pozdě – často za více než 48 ho-
din od prvních příznaků. Rovněž nutnost perorálního 
podání preparátu je nevýhodou, neboť u  mnohých 
pacientů je složitě proveditelné. Je proto důležité, aby 
byla v ČR dostupná i intravenózně aplikovatelná forma, 
která by terapeutické možnosti nepochybně zlepšila. 

Sledování kmenů virů chřipky rezistentních na antivi-
rotika pomáhá kontrolovat účelnou indikaci preparátu 
a  v  současné době se stává neoddělitelnou součástí 
virologické surveillance chřipkového viru. Je nutné 
kontrolovat potenciálně imunosuprimované pacienty 
na rezistenci na antivirotika. Při hospitalizaci a antiviro-
vé léčbě se tato antivirová rezistence objevuje častěji 
než u  jedinců, u nichž infekce probíhá pod obvyklým 
klinickým obrazem a kteří jsou léčeni ambulantně. Pro 
získání komplexního přehledu o cirkulaci rezistentních 
kmenů v populaci je důležité sledování ambulantních 
pacientů. Záchyt rezistentních chřipkových kmenů prá-
vě u  těchto pacientů, kteří nejsou léčeni antivirotiky, 
může signalizovat šíření rezistentního kmene v popu-
laci. V případě záchytu více jak 5 % rezistentních chřip-
kových kmenů u  ambulantních pacientů, musí NRL/
CHNCH informovat WHO a ECDC.
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