PRZEG. EPID., 1996, 50, 4

Joanna Siennicka, Lidia Brydak

ZASTOSOWANIE METODY DOT BLOT
DO OZNACZANIA PRZECIWCIAL KLASY IlgG
U LUDZI SZCZEPIONYCH PRZECIWKO GRYPIE

Zaktad Wirusologii Pafnstwowego Zaktadu Higieny w Warszawie
Kierownik: prof. dr hab. M. Kantoch

Metodg dot blot okreslono poziom przeciwciat klasy 1gG przed ipo szczepieniu
przeciwko grypie dla 6 szczepdw wirusa grypy A (4 reprezentatywnych dla pandemii,
oraz 2 wchodzacych w sktad szczepionki). Badania przeprowadzono w 4 grupach
wiekowych (po 20 osob) dobranych na podstawie szczepu, ktéry prawdopodobnie byt
przyczyng zakazen pierwotnych w danej grupie. Nie obserwowano réznic zgodnych
z teorig ,,antygenowego grzechu pierworodnego™ w odpowiedzi dla poszczeg6lnych
szczepOw wirusa grypy A. Potwierdzono wysokg czuto$¢ metody dot blot.

WSTEP

Co roku notowane sg wsrod ludzi liczne zachorowania wywotywane kolejnymi
wariantami szczepdéw wirusa grypy, ktérego jedng z charakterystycznych cech jest
duza zmiennos¢ (8, 17). Rzadko i w nieprzewidywalnych okresach czasu pojawiaty sie
pandemiczne wirusy grypy A, posiadajgce odmienny podtyp hemaglutyniny.
W XX wieku wystgpity 4 pandemie w latach: 1918, 1957, 1968 i 1977, w czasie
ktérych pojawiaty sie kolejno szczepy podtypu hemaglutyniny HI, H2, H3 i HI (1, 7,
19). Teoria Francisa opisujgca fenomen ,pierworodnego grzechu antygenowego”
zaklada, ze pierwsze zetkniecie z antygenem wirusa grypy pozostawia w pamigci
immunologicznej $lad szczepu, ktéry byt przyczyng zakazenia pierwotnego (4). Nale-
zaloby sie wiec spodziewaé, ze osoby przechodzace zakazenie pierwotne szczepami
0 odmiennym podtypie hemaglutyniny bedg reagowa¢ odmiennie po powtér-
nym zetknieciu sie z antygenami wirusa grypy (3, 9, 12, 13, 20). W niniejszej
pracy prébowano przesledzi¢ wplyw szczepienia na obecno$¢ przeciwciat 1gG u 0sdb,
u ktérych zakazenie pierwotne bylo zwigzane z réznymi szczepami wirusa grypy.

MATERIAL | METODY

Materiat do badan stanowito 80 par surowic pochodzacych od ludzi szczepionych
przeciwko grypie w sezonie epidemicznym 1990-91 (2), zgrupowanych po 20 os6b
w 4 grupach wieku dobranych wedlug domniemanego okresu zakazenia pierwotnego.



408

J. Siennicka, L. Brydak



Nr 4 Metoda dot blot do oznaczania przeciwciat 1gG 409

Grupe A stanowity osoby majgce w okresie szczepienia 62-76 lat, u ktorych zakazenie
pierwotne zwigzane byto prawdopodobnie ze szczepem A/PR/8/34(HINI); grupe B
stanowity osoby w wieku 34-42 lata, u ktorych zakazenie pierwotne zwigzane byto
prawdopodobnie ze szczepem A/Singapore/l/57(H2N2); grupe C - osoby w wieku 23-29
lat, prawdopodobnie przechodzace zakazenie pierwotne w okresie krgzenia szczepu
A/Hong Kong/lI/68(H3N2); grupe D - osoby w wieku 14-21 lat, u ktérych zakazenie
pierwotne mogto by¢ zwigzane ze szczepem A/USSR/90/77(HINI) (rye. 1). Osoby
badane szczepione byly inaktywowang, podjednostkowg szczepionkg firmy Weyth:
Influenza Virus Vaccine, Trivalent, Types A and B (purified subvirion), ktérej kazda
dawka (0,5 ml) zawierata po 15 /xg hemaglutynin nastepujacych szczepéw: A/Tai-
wan/l/86(HINI), A/Shanghai/16/89(H3N2) i B/Yamagata/16/88. Do badania uzyto
6 szczepOw wirusa grypy A: 4 reprezentatywne dla pandemii (A/PR/8/34, A/Singapo-
re/1/57, A/Hong Kong/1/68, A/USSR/90/77) oraz 2 wchodzace w skfad szczepionki
(A/Taiwan/1/86, A/Shanghai/16/89). Badania przeprowadzono metodg dot blot (16)
nakraplajac na nitroceluloze zawiesine wirusow namnazanych na 11-dniowych zarodkach
kurzych i oczyszczanych metodg wirowania w gradiencie sacharozy, zawierajgcg 1 ng
biatka w objetosci 3 //1. Po inkubacji z surowicg badang (18 godzin w 4°C) w rozciencze-
niu 1:1 000, stosowano biotynylowane, krélicze przeciwciata anty-ludzkie 1gG (firmy
Dako), oraz kompleks streptawidyny z peroksydazg (firmy Amersham). Reakcje
wywotywano w roztworze chloronaftolu z dodatkiem H20 2. Otrzymane wyniki podda-
wano analizie densytometrycznej przy uzydu densytometru GS-300 f. Hoefer. Powstate
w wyniku odczytu wykresy opracowywano wedtug programu GS-365W wersji 3.01.
Odczytywano wysoko$¢ szczytu dla kazdego ze szczep6w badanych (ryc. 2), stosujac
wspotczynnik restandaryzacji obliczany dla dodatniej surowicy kontrolnej. Wartosd
miana surowicy odczytywano z krzywej wzorcowej dla dodatniej surowicy kontrolnej.
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WYNIKI BADAN

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono obecno$¢ przeciwciat klasy
IgG przed szczepieniem, oraz ich przyrost w wyniku szczepienia dla wszystkich
szczepOw badanych, we wszystkich grupach wieku (oprocz odpowiedzi dla szczepéw
A/Singapore/1/57 i A/Hong Kong/1/68 w grupie wieku B) (tab. ). Wartosci $redniej
geometrycznej miana (GMT) przed szczepieniem wahaty sie od 1702 w grupie D dla
szczepu A/PR/8/34 do 61 235 w grupie C dla szczepu A/Hong Kong/1/68. Po szcze-
pieniu najnizszg warto$¢ GMT stwierdzono w grupie B dla szczepu A/Singapore/1/57
(5346), a najwyzsza w grupie C dla szczepu A/Hong Kong/1/68 (1 199499). Indeks
przyrostu miana obliczany jako stosunek S$redniej geometrycznej miana przed szcze-
pieniem do wartosci GMT po szczepieniu w 2 przypadkach miat warto$¢ mniejszg od
1. w grupie B dla szczepu A/Hong Kong/1/68 (0,6) i dla szczepu A/Singapore/1/57
(0,74). Indeks przyrostu miana o najwyzszej wartosci stwierdzono w grupie A dla
szczepu A/Taiwan/1/86 (381,1).

OMOWIENIE

Otrzymane wyniki wskazujg na wysoka czuto$¢ metody dot blot. Styczynski (15)
okreslit czutos¢ tej metody na 5x10“5 mg biatka wirusowego w badanej probie.
Obecnie prezentowane wyniki wskazujg na mozliwo$¢ wykrywania przeciwciat (przy
stalej ilosci antygenu) w niskich stezeniach.

Nie udato sie przesledzi¢ réznic w odpowiedzi dla poszczegdlnych szczepow wiru-
sa grypy u osob przechodzacych zakazenie pierwotne w réznym czasie. Przyczyne
stwierdzenia obecnosci przeciwciat (i ich przyrost w wyniku szczepienia) dla szczepow
powodujacych zachorowania w przesztosci: A/PR/8/34 i A/Singapore/1/57 u 0s6b
z grupy D, u ktorych zakazenie pierwotne byto prawdopodobnie zwigzane ze szcze-
pem A/USSR/90/77, mozna upatrywaé¢ w pokrewieAstwie antygenowym szczepOw
(10, 18), doborze metody badania, jak rowniez mozliwosci ewentualnego zanieczysz-
czenia szczepdw. W odrdznieniu od powszechnie stosowanego odczynu zahamowania
hemaglutynacji, w ktorym wykrywane sg przeciwciata taczace sie z okreslonymi
miejscami na hemaglutyninie wirusa grypy, w metodzie dot blot wykrywane sg
przeciwciata reagujgce réwniez z innymi biatkami wirusa grypy, w tym takze z biat-
kami wewnetrznymi - nukleoproteing i biatkiem matrycowym, ktore wykazujg mniej-
sze zroznicowanie miedzy poszczegolnymi szczepami, niz ma to miejsce w przypadku
hemaglutyniny (5, 6, 11). Dodatkowo dobor metody o wysokiej czutosci mogt mieé
wplyw na zwiekszenie poziomu wykrywalnosci reakcji krzyzowych.

WNIOSKI

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono:

1 Wysoka czuto$¢ metody dot btot, przy zastosowaniu ktérej mozna wykrywa
(przy koncentracji antygenu 3,3x10“4 mg/ml) przeciwciata klasy 1gG w mianie
powyzej 1:1 000000.
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2. Prawdopodobnie ze wzgledu na krzyzowe pokrewienstwa miedzy biatkan
wewnetrznymi szczepOw reprezentujgcych odmienne podtypy hemaglutyninowe me-
todg dot blot, nie udato sie okresli¢ zwigzku miedzy wiekiem badanych oséb a od-
powiedzig ze strony przeciwciat IgG dla réznych szczepéw wirusa grypy.

J. Siennicka, L. Brydak

APPLICATION OF DOT BLOT METHOD TO ESTIMATE IgG ANTIBODIES
IN PERSONS VACCINATED AGAINST INFLUENZA

SUMMARY

The level of IgG antibodies before and post influenza vaccination for 6 strains of influenza
A virus (4 representative for pandemics and 2 vaccine strains) was tested by dot blot method.
Examinations was performed with 4 age groups (20 persons each), selected on the base of strain
which probably caused primary infection in given group. No differences in answer to particular
influenza A virus strains consistent with ,original antigenic sin” were observed. High sensitivity of
dot blot method was confirmed.
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