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Abstrakt

Stanoveni protilatek proti parotitidé a interpretace vysledki

Bakalarskd priace je zamétfena na sérologickou diagnostiku epidemické parotitidy
(pfiusnic) a interpretaci vysledkl. Data byla ziskdna v laboratofi virologie Nemocnice
Ceské Budgjovice a.s. v obdobi od ledna 2011 do prosince 2012.

Préce je rozdélena do dvou ¢asti, teoretické a vyzkumné.

Teoretickd €ast zahrnuje historii onemocnéni a viru. Jako prvni popsal piiuSnice
Hippokrates v Sst. pi. n. I. jako infek¢éni onemocnéni s otoky v blizkosti ucha a u muzt
s bolestivosti a zvétSenim varlat. Virus prvni kultivoval Habel (1945) na kufecim
embryu. Virus pfiusnic ma velikost 150 — 200 nm, ale miZe dosahovat az 340 nm. Patii
mezi obalené viry. Radi se do Celedi Paramyxoviridae, podéeledi Paramyxovirinae
arodu Rubulavirus. Jedinym pfirozenym hostitelem je ¢lovék. Virus parotitidy se da
prokdzat nejen ze slin, ale i z matefského mléka, krve a rtznych tkani. Prenasi
se kapénkovou cestou, ale i kontaminovanymi pfedméty (napf. v détskych kolektivech
hrackami).

Od 1.4.1987 bylo v tehdejsi CSSR zavedeno povinné otkovéani proti pifusnicim,
¢imZ se vyrazn¢ sniZil poc¢et onemocnéni.

Vyluc¢ovani viru pifusnic zac¢ind 1-3 dny pied typickymi klinickymi projevy,
kterymi jsou horecka (38-41 °C) a otok jedné nebo obou piiuSnich Zlaz. Mohou nastat
komplikace, zejména postiZeni nervového systému (meningitida a meningoencefalitida,
encefalitida, myelitida nebo polyradikuloneuritida) a pankreatitida. U muza
postpubertdlniho véku je riziko vzniku epididymitidy (bez nasledki neplodnosti),
orchitidy a prostatitidy s ndslednou neplodnosti. U Zen v postpubertdlnim véku je riziko
oophoritidy. Lécba je symptomatickd, pro zmirnéni bolesti a sniZeni teploty se podadvaji
antipyretika a analgetika. Pfi orchitid€ a t€Z na postizeni CNS se podavaji
kortikosteroidy a pfi pankreatitid¢ je nutna dieta.

Laboratorni virologickd diagnostika zahrnuje piimy a nepfimy prikaz.

Mezi metody piimého prikazu patii kultivaéni metody jakymi jsou izolace viru



na tkanovych kulturdch (diive izolace viru na kufecich embryich) a prikaz virové RNA
metodou RT-PCR.

Nepiimym priikazem je sérologické stanoveni protildtek v soucasné dob¢ hlavné
metodami ELISA, nepfimd imunofluorescence a neddvno vyvinutd technologie
multiplex pro stanoveni protildtek proti vice agens soucasné.

Vyzkumnou c¢asti bakaldiské prace bylo stanoveni parotitid metodou enzymem
znacené imunosorbentni analyzy (ELISA) pro IgG protilatky a metodou capture ELISA
pro IgM protilatky. Obé metody vyuzivaji vazbu protilitek na zndmy antigen viru
parotitidy.

U metody ELISA je na pevné fazi navazan purifikovany a inaktivovany antigen
viru piiusnic. Po pfidani vzorku (pacientského séra) se vazou k antigenu specifické
imunoglobuliny. Promytim vzorkl se odstrani nadbytecné proteiny. Pfida se konjugat
s obsahem monoklondlni protilatky proti lidskému IgG znadené peroxiddzou. Opct
se vzorky promyji. Po pfidani peroxiddzového substritu dojde k barevné zméné¢, kter4 je
piimo imérnd koncentraci specifickych protilatek pfitomnych ve vzorku séra. Reakce
se zastavuje pomoci roztoku kyseliny sirové a méfi se ve fotometru.

U metody capture ELISA je na pevné fazi navdzidna monoklondlni protildtka
proti lidskym IgM protildtkam, které zachyti protilatky IgM ze vzorku (pacientského
séra). Po promyti ndasleduje inkubace s antigenem piiusnic, ktery je v komplexu
s monoklondlnimi protildtkami konjugovanymi s kienovou peroxidazou. Tento komplex
se vychyta na specifickych IgM protildtkach. Po promyti se pfida substrat, ktery reaguje
s kfenovou peroxiddzou barevnou reakci. Zbarveni je piimo Umérné mnoZstvi
specifickych protilatek ve vzorku. Chemickd reakce se zastavuje roztokem kyseliny
sirové a méfi se na fotometru.

Cilem vyzkumné casti bakaldfské priace bylo zhodnoceni vysledkll stanoveni
protildtek proti parotitidé ve vzorcich od pacientli zJihoCeského kraje vySetfenych
v laboratofi virologie Nemocnice Ceské Budg&ovice a.s. v obdobi od ledna 2011
do prosince 2012 a posoudit ¢etnost vyskytu v tomto regionu.

Byly stanoveny 3 hypotézy. Prvni hypotéza piedpoklddala zvySeny vyskyt

onemocnéni parotitidy v détském véku. Podle vyslednych hodnot byl vyskyt u déti



prokdzan, ale zvySeny vyskyt byl zaznamendn u dospivajicich a dospé€lych jedinci.
Tato hypotéza nebyla potvrzena.

Druhd hypotéza predpoklddala, zZe ncktefi pacienti budou vySetfeni opakované,
na zdklad¢ vyslednych hodnot z vice odbérti potvrzena. JelikoZ u vétSiny ockovanych
pacientll byly prokazany z prvniho odbéru pouze protilatky IgG, byl doporucen druhy
odbér za 1-2 tydny, ve kterém byly prokdzany protilatky IgM.

Tieti hypotéza predpokladala séronegativni vysledky u ockované populace, ktera
bude pravdépodobné neimunni vici parotitis epidemica. Tato hypotéza byla potvrzena
u 14,8 % muZzské populace a 14,7 % zenské populace.

Vysledkem vyzkumu bylo zjisténi, Ze nejvySs$i vyskyt pozitivnich ndlezi byl
u o¢kované populace, a to u zen ve véku 20-25 let a u muzu ve véku 16-20 let.

Zajimavé byly vysledky u nevakcinované populace, kde nejvySsi procento
nemocnych bylo jak u muzi, tak u Zen ve véku 26-30 let.

Vysledky vyzkumu mohou byt pouZity pro virologickou laboratorni praxi,

pro odborné publikace a pro potieby vzdélavani.



Abstract

Parotitis virus antibodies tetsing and the interpretation of the results

The article covers diagnostics of Mumps (Epidemic Parotitis) based on the antibody
testing and the interpretation of the resuslts. Data were collected from January 2011
to December 2012 in laboratory of virology, Hospital Ceské Bud&jovice.

The article is divided into a two parts, theory and investigation.

Theoretical part covers the history of the virus. Mumps were first described
by Hippocrates in 5th century BC as infectious disease with swelling of the salivary
glands near the ears and in adult males painfull swelling of the testes was described.

The Virus was first cultured on a chick embryo by Habel (1945). The size of virion
shows considerable variation. Usualy the diameter is 150-200 nm, but occasionally
bigger virions (up to 340 nm in dimeter) are observed. The virus is enveloped. Mumps
virus is taxonomically located in the family Paramyxoviridae, genus Rubullavirus.
Human is the only natural host of Mumps virus. Virus can be found mainly in saliva,
but occurs in maternal milk, blood and multiple organs. The virus is transmitted mainly
by droplets, but transmission by contaminated toys or other items was observed.

The vaccination against Mums was introduced in former Czechoslovakia on Ist
April 1987. The vaccination significantly reduced the number of cases of the disease.

Excretion of the Mumps virus begins 1-3 days prior to typical clinical symptoms,
as high fever (38-41 °C), swelling of unilateral or both parotic glands. Some
complications may occur: most often the infection of central nerve system is involved
(meningitis, menigoencefalitis, myelitis or polyradiculoneuritis) and pancreatitis.
Postpubertal men are in risk of development of orchitis, epidydymitis with infertility
as the late sequalle. Adult women may develop ooforitis, but no infertility was
observed.

The treatment is symptomatic. Antipyretic and analgetic treatment is given
to improve the symptoms. In cases of orchitis and in severe cases of the CNS
involvement, corticosteroids are administered. In cases of pancreatitis, low fat diet is

necessary.



Diagnosis in the laboratory may use direct or indirect detection. The direct
detection may use culture on the appropriate cell line or detection of viral RNA
by RT-PCR.

Different serological tests have been used to demonstrate specific antibodies.
At present, the ELISA methods are the most used. Recently developed multiplex
method for detection of the antibodies to several agens in one test may be used.

The experimental part of bachelors thesis involved testing of patient’s sera
by the method of Enzyme Linkes Immune Sorbent Analysis (ELISA) with parotitis
antigen. For detection of IgG, simple sanwich ELISA was used, for the detection of IgM
capture ELISA was used.

In ELISA method for the detection of the IgG, purified, inactivated antigen
of Mumps virus is bound on solid surface. Sample is added (patient serum) and specific
immunoglobulins are bound on the antigen binding site. After the incubation
the redundant are washed away. In next step the antibodies against human IgG,
conjugated with horseradish peroxidase is added. After incubation, abundant conjugate
is washed away. When the substrate is added, in positive samples change of the colour
of the substrate may be observed. The reaction is topped with sulphur acid
and measured on ELISA reader.

Principle of the capture ELISA is based on binding of all IgM antibodies.
The anti IgM monoclonal antibody is bound on solid phase. All IgM from patient
sample are captured. After the washing of the abundant proteins, mixture of the Mumps
antigen and anti Mumps antibodies cojugated with horseradish peroxidase are added.
This complex reacts with specific IgM. After the washing, the substrate is added and
reacts in positive samples with peroxidase. Intensity of the colour depends
on the amount of antibodies in the sample. The reaction is stopped by sulphur acid and
the results are measured on ELISA reader.

The goal of experimental part was to evaluate the results of the testing
of the Mumps antibodies in patient's samples in Hospital Ceské Budejovice
and to assess the frquency of the disease in our region. The investigation covered

the period from January 2011 to December 2012.



Three hypothesis were set.

The first hypothesis presumed that most of the Mumps cases will occur
in childhood. In our result, some cases in childhood were proved, but the maximum
of the case was proved in young adults.

In the second hypothesis was presumed that because of the previous vaccination,
the diagnosis will be more complicated and repeated testing will be necessary.
This hypothesis was proved. In most of vaccinated patients with clinical Mumps, in first
sample only IgG was proved and IgM occured in second (paired) sample after 1-2
weeks.

The third hypothesis presumed, that there will be some amount of seronegative
patients probably without immunity to Mumps. This was proved in 14,8 % of male
and 14,7 % of female vaccinated population.

Our results showed, that highest incidence of Mumps was in vaccinated population.
In females in age 20-25 years, in males in 16-20 years.

The results of the investigation can be used for laboratory practice, publication

or for education.
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Seznam pouzitych zkratek

ELISA
KFR
VNT
IFA
IgG
IgM
PCR
RT-PCR
DNA
RNA
CPE
ml

pl

nm

CSSR

enzymem znacend imunosorbentni analyza
komplement - fixa¢ni reakce

virus neutralizacni test

nepiimd imunofluorescence
imunoglobulin G

imunoglobulin M

polymerazova fetézova reakce
polymerdzova fetézova reakce s reverzni transkripci
deoxyribonukleova kyselina

ribonukleova kyselina

cytopaticky efekt

mililitr

mikrolitr

nanometr

Ceskoslovenska socialistické republika
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Uvod

Ptiusnice neboli epidemicka parotitida je infekéni onemocnéni, které bylo popsano
jiz v 5. stoleti pt.n.l. Hippokratem.

Vyvolavatelem onemocnéni je virus pifuSnic, ktery se  fadi do celedi
Paramyxoviridae, podceledi Paramyxovirinae a rodu Rubulavirus. Jedinym pfirozenym
hostitelem je ¢lovek.

PiiuSnice se vyskytuji celosvétove, postihuji zejména déti, ale mezi postizené
mohou patfit i dospéli jedinci.

Typickym symptomem je otok slinnych ZIdz a hlavnimi komplikacemi jsou
postiZeni centrdlni nervové soustavy, slinivky bfiSni a pohlavnich zlaz.

Diky povinnému o¢kovani, které bylo v tehdejsi Ceskoslovenské republice
zavedeno roku 1987 se vyskyt onemocnéni podstatné snizil.

V soucasnosti ale dochazi ke zvySeni poctu onemocnéni, a to i u vakcinované

populace.
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1. Soucasny stav

1.1 Historie

Piivod virti neni zcela zndm. Existuji tfi hypotézy o pivodu viru. Prvni hypotéza
tikd, Ze viry jsou potomky baktérii nebo jinych jednobunécnych organismi a jsou
plodem jejich regresivniho vyvoje. Autorem je Green, kterého pozdé€ji podpofili Brunet,
Lovov, V. L. Ryzkov. Tuto hypotézu vyvraci V. M. Zdanov r. 1975, jelikoZ nemiize
objasnit piivod viri obsahujich RNA i DNA. Druhd hypotéza zni, Ze viry pochdzeji
z bunék a jsou odloucenymi bunéénymi komponenty skupin genl, ribozomul
a mitochondrii. Ta byla vyslovena Mullerem r. 1928 a pozdéji rozvinuta Darlingtonem
r. 1960. Roku 1956 Bauer poklddal viry za piimé potomky cytoplasmy nebo jadra.
Podle RNA jsou viriony nejblizsi ribozomim. Bunécné nukleové kyseliny jsou schopné
transformace z jedné skupiny bunék do druhé. Bunka, tak pfijima urcity faktor
dédicnosti a ziskdva moznost reprodukce nové nukleové kyseliny. Ale pfi virové infekci
vstupuje do buiiky exogenni faktor a narusuje Zivotni pochody. Tteti hypotéza vychazi
z davnych podbunécnych forem Zivota, které daly vznik bufice, ale i soudobym viram.
Pozdé&ji byly schopny se piizplsobit Zivotu v buiikdch (Djacenko et al. 1983).

JelikoZ je zndmo, Ze na Zemi byly diive rostliny nez Zivo€ichové a prvnimi
formami Zivota byly RNA organismy, takovy pohled si dovoluje vysvétlit existenci
skupin virt. Tudiz RNA viry jsou praddvné a DNA jsou viry mladsi (Djacenko et al.
1983).

PtiusSnice popsal jiz v 5. st. pf.n.l. Hippokrates jako infek¢ni onemocnéni s otoky
v blizkosti ucha a bolestivé zvétSeni varlat.

Az do neddvné doby byly piiusnice zadvaznym zdravotnim problémem u vojaka.
Béhem 1. svétové véalky byla u muzi americké a francouzské armady popisovédna
vysoka dumrtnost na tuto infekci.

V 19. a 20. st. n.l. byla nemoc hldSend z vétSiny zemi svéta. V roce 1934

Johnson a Goodpasture prokdzali pfitomnost viru ve slindch pacienta s piiusnicemi.
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O 11 let pozd€ji Habel kultivoval virus na kufecich embryich. V této dobé& byly
zkouSeny zivé oslabené a inaktivované vakciny na pokusnych zvifatech a lidskych

dobrovolnicich.

1.2 Obecna charakteristika viru

Nézev ,,virus“ je pielozen z latinského jazyka jako jed nebo S$tdva. VétSina
druhti viru neni vidét optickym mikroskopem.

Virova Castice se nazyvd virion. Bilkovinny obal virionu se nazyva kapsida
podle I. G. Atabekova z roku 1971. Nukleokapsida, coz je kapsida s nukleovou
kyselinou, je u slozitych virG oznacovana jako nukleoprotein. Pomoci elektronového
mikroskopu Ize zjistit slozky kapsidy nebo-li kapsomery. To jsou komplexy
polypeptidovych ftetézcl, které jsou nazyvany jako chemické podjednotky a jsou
dokazatelné pomoci chemickych analytickych metod (Djacenko et al. 1983).

Viry se rozdéluji na viry obalené a neobalené. Neobalené viry nemaji
lipoproteinovy obal a jsou tvoieny nukleokapsidou. Jsou relativné odolné, coz
napomdha k pfenosu infekce i1 nepfimym kontaktem. Obalené viry maji krom¢ kapsidy
lipoproteinovy obal.

Velikost virti se pohybuje od 20-300 nm (viry chfipky a paramyxoviry jsou
veliké kolem 100-300 nm).

Pro syntézu strukturni bilkoviny nejjednodusiho viru slouzi informace obsazena
v jednom genu. Podle rozmisténi podjednotek a jejich spojeni s jinymi podjednotkami
se podfizuje v kapsid€ zdkonu symetrie.

Virus pfiusnic se fadi do celedi Paramyxoviridae. Na zdkladé¢ morfologickych
kritérii, proteinové aktivity a sekvencni homologie jsou viry v této Celedi rozdé€leny
do sedmi rGznych rodi. Pét rodi patii do podceledi Parymyxovirinae a dva
do podceledi Pneumovirinae (Chang et al. 2012). Virus parotitidy je spole¢n€ s virem

parainfluenzy 5 zatazen do rodu Rubulavirus v podceledi Paramyxovirinae.
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Viriony paramyxoviri jsou obalené sférické Castice s vyb&Zky na povrchu.
Uvniti virioni se nachdzi helikoiddln¢ usporddand nukleokapsida (Zuckerman et al.
2004). Virus parotitidy je citlivy k lipidovym rozpoustédlim. JizZ po dvou hodinich
pfi teploté 4 °C virus v prostiedi bez proteinu ztraci 90 %-99 % své infekénosti.

Velikost jeho virovych castic se obvykle pohybuje v rozmezi 150-200 nm, ale
muze dosahovat az 340 nm. N¢které viriony miiZou obsahovat vice kopii
nukleokapsidy. Biologickd funkce téchto ,,supervirioni* neni zndma (Zuckerman et al.
2004). Virové castice maji ndsledujici chemické slozeni : < 1% hmotnosti virionu
ptedstavuje RNA, 73% proteiny, 20% lipidy a 6% uhlohydraty. Lipoproteinova slozka,
kterd je obsazend v obalu viru, md schopnost §t€pit mucin a véazat se na hostitelské
buniky, kde dokdze poskodit membrénu.

RNA je jednovldknovd, nesegmentovand a s negativni polaritou. Patii mezi
obalené ssRNA viry. Genom kéduje 9 proteintl, 6 proteint nukleokapsidy a 3 proteiny
obalové. Geny jsou uspofddédny takto : 3-N-V/P/I-M-F-SH-HN-L-5"
(Steven et al., 2012).

Virus parotitidy se vyskytuje v jediném antigennim typu ponckud piibuzném
virim parainfluenzy (Votava a kol. 2003). ZkiiZen4 reaktivita s ostatnimi paramyxoviry

je mozn4.

1.3 Epidemiologie

Clovék je jedinym pfirozenym hostitelem. Virus parotitidy se vyskytuje v krvi,
moci (kde je prokazatelny do 15 dni od pocatku nemoci), mateiském mléce, riznych
tkanich a ve slindch, ve kterych se vyskytuje jiz 7 dni pfed projevem klinickych

piiznakt a pretrva jesté 9 dni od pocatku nemoci.
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1.3.1 Prenos

K prenosu dochdzi kapénkovou cestou. V détskych kolektivech muiZze dojit
k pfenosu slinami, které se vyskytuji na kontaminovanych pfedmétech (zejména
hracky). Jiz od prvopocatku onemocnéni az do vymizeni otoku slinnych zlaz, z hlediska
praktického, je nemoc infek¢ni. Inkubacni doba se uvadi 14-25 dni (Votava a kol.

2003).

1.3.2 Epidemiologické vyskyty

Nez se od r.1987 zacalo u nds ockovat, byl vyskyt piiusnic bézny. Prevazna
vétSina populace onemocnéla ve Skolnim véku. JelikoZ onemocnéni postihovalo slinné
Zlazy, proto ma ndzev parotitida (zanét piiusnich slinnych z1az). Po zavedeni vakcinace
roku 1987 doslo k vyraznému sniZeni vyskytu onemocnéni. Posledni ,,velka“ epidemie
pred soudasnou byla evidovana v letech 1995-1996. Od roku 1997 se pifusnice v Ceské
republice vyskytovaly jen ziidka. Ziejmé neni po vakcinaci celozivotni imunita, dochazi
Pocet hldenych piipadi parotitidy v Ceské republice v Epidatu (absolutné - piedb&zna

data) :

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

753 244 1803 5172 1297 402 357 1068 2885 = 3902

zdroj : Statni zdravotni Ustav [on-line]

Pticinou Sifeni piiusnic je nizk4 kolektivni imunita.

1.4 Patogeneze

I kdyz ve vétSiné piipadli onemocnéni je typickym piiznakem zdufeni slinnych

714z, nemusi tomu tak byt vZdy. Vstupni brdnou do organismu jsou uUsta nebo nos. Virus
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se nejprve pomnoZi na sliznici dychacich cest, odkud se postupné rozsifuje do miznich
uzlin a mize generalizovat krevni cestou. Virus infikuje epitélie ve vyvodech piiusnich
a slinnych zlaz, coz vede k hlavnimu klinickému pfiznaku parotitidy. Pres bunky
chorioidedlniho plexu virus ptiusnic vstupuje do centrdlniho nervového systému. Virus

déle postihuje ledviny, mlé¢né Zlazy, gonddy a pankreas (Votava a kol. 2003).

1.5 Klinicky obraz

Ve vétsSing piipadd zacind vyluCovani viru pifusnic 1-3 dny pred typickymi
klinickymi projevy. NejcCastéji se objevuji subfebrilie, bolesti hlavy, malétnost
¢i nechutenstvi. Mezi typické klinické pfiznaky patii horecka, ktera se pohybuje kolem
38-41 °C a otok jedné nebo obou pifuSnich zlaz. PokoZzka v misté otoku neni vSak
zarudl4, ale na dotek je mekka a tepld. Otok se postupné asymetricky zvétSuje. U déti
toto onemocnéni nebyva bolestivé. U dospéelych jedincii tomu byvéd vétSinou naopak.
Kvili své velikosti otekld piiuSni Zldza zpisobuje bolest ucha a tlak pti Zvykani. Papily
v oblasti usti vyvodu glandula parotis na bukdlni sliznici byvaji zarudlé a zduftelé.
1 podjazykové a podcelistni slinné zlazy. Po celou dobu postizeni piiuSnich zlaz nebo
i jinych orgént trva horecka.

Krevni obraz v laboratornich nélezech je bez ndpadnych odchylek, prevazné
se objevuje prevaha lymfocytl, né¢kdy mirnd leukopenie. Ve vétSin¢ piipadi byvaji

zvySené hodnoty sérovych amylaz (Havlik et al. 2002).
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1.6 Komplikace

Mezi komplikace tohoto onemocnéni patii postiZeni centrdlni nervové soustavy,
a to aseptickd meningitida nebo meningoencefalitida. Velmi vzacné se miiZe objevit
encefalitida, myelitida nebo polyradikuloneuritida, coZ je akutni zanétlivé postizeni
perifernich nervii, které se projevuje svalovou slabosti neboli obrnou.
U aseptické meningitidy se v laboratornich nalezech objevuje v mozkomiSnim moku
zvySené mnozstvi bilkovin a lymfocytl. Nasledkem postizeni centrdlni nervové
soustavy muze byt velice vzacné i hluchota. Dalsi komplikaci mtze byt paréza licniho
nervu.

V pribéhu onemocnéni pifusnich Zldz muZe dojit k postiZzeni slinivky biiSni
se vznikem pankreatitidy, ta se projevuje bolesti bficha, prGjmem a zvracenim.

Jeji pribéh je mirny a nedochézi k nekréze pankreatu.

1.6.1 Komplikace u muzu

U muzli byvd az z 50 % piipadii onemocnéni parotitis epidemica doprovdzeno
orchitidou a epididymitidou, vzacné i prostatitidou. Orchitida se vyskytuje u dospélych
jedinct az po pubertdlnim véku. Otok varlat se objevuje po otoku pfiuSnich zZlaz za 5 az
10 dni. Od zacatku onemocnéni se jednd o otok pouze jednostranny. Dochazi
ke zvétSeni varlete i nadvarlete aZ o dvojndsobek a vice normdlni velikosti. Kize
v misté otoku je tepld, zarudld a bolestivd. Bolest pietrvavd i tydny po odeznéni
pfiznakt. Pii edému dochazi k tlakovému poskozeni tkan¢ a tkanové ischemii, kdy

muze dochazet az ke sterilité.

1.6.2 Komplikace u Zen

U Zen v postpubertdlnim véku mutize byt komplikaci zanét vajeniku (oophoritida).

Souvislost s neplodnosti nebyla vSak popsdna. Pfiznakem oophoritidy byva panevni
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bolest, kterou je dilezité diferencidlné¢ diagnosticky odliSit od pédnevni bolesti
doprovazejici appendicitidu (Zuckerman et al. 2004).

V pritbéhu téhotenstvi mize onemocnéni zanctu piiusnich Zlaz vyvoldvat potraty,
pred¢asné porody, kongenitdlni malformace. Je moZzny i vyskyt koZnich névi,
malformace zevniho ucha, hydrocefalus, katarakta a stenézy stfev (Veleminsky a kol.

2005).

1.7 Lécba

Terapie je symptomatickd, coZ znamend, Ze na otekld mista se aplikuji vlazné
obklady. Pro zmirnéni bolesti a ke sniZeni teploty se podavaji analgetika a antipyretika.
Kortikosteroidy se podavaji pti orchitidé. Celkova doba 1éCeni je 10-20 dnt. K 1écbé
pankreatitidy je nutnd pankreatickd dieta (vylouceni alkoholu, drazdivych pokrmu
a prepalovanych tukt jako jsou napt. smaZend a pecend jidla). Podle potfeby mohou byt
podéany antiemetika a spasmolytika.

Pacienti s diagnézou parotitis epidemica museji byt oddéleni od vnimavé populace.

1.8 Prevence

Prevenci proti parotitidé je okovani. V tehdej$i Ceskoslovenské republice
bylo roku 1987 zavedeno povinné ockovani proti epidemické parotitidé a to Vynosem
Ministerstva zdravotnictvi CSSR, hlavnim hygienikem CSR MUDr. Danou Zuskovou,
§5 O ockovani proti spalnickdm a pfiusnicim s uc¢innosti dnem 1. 4. 1987. Teprve v roce
1991 byla prvni vyhlaska o ockovani §48/1991 Sb. Vyhl4Ska ministerstva zdravotnictvi
Ceské republiky o olkovani proti pfenosnym nemocem. Nejprve byla pouZivani
divakcina spolu se spalnickami a od r. 1995 se pouZzivd trivakcina s vakcinou

proti spalnickdm a zardénkdm. Jednd se o ockovani Zivym atenuovanym virem. Ockuje
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se od 15. mésice vcku, pfeoCkovani se provadi ve 21. - 25. mésici (VyhlaSka
Ministerstva zdravotnictvi Ceské Republiky: O o¢kovani proti pfenosnym nemocem

ze dne 29.1.1991 [online] ).

1.9 Laboratorni virologickd diagnostika

Onemocnéni Ize diagnostikovat virologickymi laboratornimi metodami piimého
a nepiimého prikazu.
Mezi metody piimého prikazu patii kultivaéni metody a pritkaz RNA viru pomoci

RT-PCR.

1.9.1 Primy prukaz

¢ Izolace viru na zviratech

Dftive se izoloval virus piiusnic na zvitatech. Schier a spol. zjistili, Ze po inokulaci
imunnitnich morcat materidlem, obsahujici virus piiuSnic, maze dojit ke zrychlené
tvorbé protildtek (Edwin at al. 1974).

Technika izolace viru §la dopfedu a zacala se pouZivat kufeci embrya. Izolace viru
probihala v amniotickém vaku kufeciho embrya. Metoda byla tedy velice ndro¢na
a zdlouhava. Prikaz infekce byl nejednoznacny, na mrtvych ani na zivych embryich
se nenachézely v embryondlnich tkanich zddné mikroskopické ani makroskopické 1éze,
které jsou specifické pro virus pifusSnic. Dal§im prikazem infekce byl ndlez
specifického hemaglutininu. JenZe nepfitomnost hemaglutininu neznamenala
specifickych komplementfixacnich antigent. Pozitivni vysledek bylo mozZné zjistit

1 bez pfitomnosti hemaglutininu (Edwin at al. 1974).

20



e Izolace viru na tkanovych kulturach

Rychlejsi a citlivéjsi nez izolace viru na kufecich embryich se ukdzala izolace viru
piiusnic na tkanovych kulturdch. Pouzivaly se ve vétSin¢ ptipadi opici ledvinné buiky
(VERO). Naockované buiiky byly kontrolovany kazdy den, kvili cytopatickému efektu
(CPE), ktery se objevuje u pozitivnich pfipadu jiz kolem Sestého az sedmého dne. CPE
je dusledek virového plisobeni na buiiku a jejtho poSkozeni. To se projevi zietelnymi
zménami v morfologii bunky. Dochazi k naruseni membrdnové struktury lipida
v poSkozené bunice a tim mohou splynout infikované buniky s neinfikovanymi. Bunky
s poskozenou strukturou se shlukuji a jejich metabolismus ze zastavuje (Blaskovic¢
1978). Pro kontrolu se pouzival hemadsorp¢ni test. Pro identifikaci izolovaného kmene

se pouZzivala inhibice hemadsorbce (HAdI) nebo neutraliza¢ni test.

e Priikaz virové RNA

Molekularné-genetické metody prokazuji pfitomnost virové nukleové kyseliny
ve vySetfovaném vzorku. Vhodnym materidlem jsou stéry ze sliznice dutiny ustni
z oblasti vyvodu pifusni slinné zlazy, pfipadné také z vyvodu jinych postizenych
slinnych zlaz. Déle Ize prokdzat virovou RNA v mozkomiSnim moku.

Pro stanoveni viru pfiusnic v klinickém materidlu se vyuZziva reverzni transkripce
(RT) s néslednou amplifikaci. Produktem reverzni transkripce je kopie specifického
useku RNA vldkna, koplementirni DNA (cDNA). Ta je termostabilni a miZze byt
pouZzita pii vysoké teploté v procesu PCR. Klicovym enzymem této reakce je reverzni
transkriptaza.

V nésledujici PCR dojde k dostatecnému namnozeni specifického tseku nutného
k pritkazu pfitomnosti patogena.

PCR probiha ve tfech krocich, kdy za zcela specifickych teplot dojde k denaturaci
DNA, nasednuti specifickych primert (annealing) na DNA a v poslednim kroku
k elongaci (prodlouZeni) hledaného dseku genomu patogena. V kazdém novém cyklu
se zdvojndsobi cilovd sekvence a vysledkem je tedy exponencidlni nartist produktii

amplifikace tzv. amplikont. Ty jsou pak vizualizovdny na agar6zovém gelu pomoci
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interkalacnich  latek nebo hybridizovany s oligfonukleotidovymi  probami
a po enzymatické reakci je vysledek hodnocen spektrofotometricky.

Zakladni slozky PCR reakce, které umoziuji specifickou amplifikaci cilové
sekvence jsou nukleotidy jako stavebni jednotky (obsahuji baze A, C, G, T), pufr
s kationty hoic¢iku pro vytvofeni vhodného prostiredi pH a soli, termostabilni Taq
polymerdza (izolovand z termofilni bakterie Thermus aquaticus), primery tj. kratké
syntetické sekvence jednovlaknové DNA (komplementarni sekvencim hledaného dseku
genomu, které obsahuji 20 az 30 bazi a jsou dtileZité pro zahdjeni syntézy DNA, mohou
mit na 5" konci molekulu biotinu pro ozna¢eni amplifikované DNA). Do reakce by méla
byt zafazena i vnitini kontrola (IC). Je to neinfek¢ni syntetickd RNA sekvence ¢astecné

odliSnd od stanovované, kterd vdZze primery stejn¢ jako cilovd RNA detekovaného

. . ‘v x . . B |
agens. IC je detekovana soubéZzné se vzorkem (firemni materidly Liferiver ).

1.9.2 Neprimy prikaz

Zakladni metodou nepiimého prikazu je sérologické stanoveni protilétek.

e Enzymem znacena imunosorbentni analyza (ELISA)

Detekuji se protilatky tfidy IgM, IgG nebo ¢tyfndsobny vzestup titru IgG protilatek
(Latner et al. 2011). Bézn¢€ dostupné serologické testy jsou zaloZeny na principu ELISA
(enzymem znaend imunosorbentni analyza). Tyto metody vyuZivaji vazbu protilatek na
znamy antigen. Komplex antigen-protildtka, ktery tak vznikne, je vizualizovan
enzymatickou reakci. Dochdzi k barevné zméné a jeji intenzita se meéfi ve
spektrofotometru, poté se stanovuje hladina protilatek. ELISA testy lze stanovit i aviditu
protildtek, pomoci které miiZe byt rozliSena primarni imunitni odpovéd’ od sekundarni

(Narita et al. 1998).
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¢ nepiima imunofluorescence (IFA)
Vyuzivd protilitky znacené fluoresceinem. Hodnoceni probihd pomoci

fluorescen¢niho mikroskopu.

¢ komplement-fixa¢ni reakce (KFR)

Hodnoti ¢tyfnasobny vzestup IgG protilatek v parovych sérech.

e virus neutraliza¢ni test (VNT)
Na rozdil od technicky jednodussi a rychlejsi enzymové imunoanalyzy neni
standardizovdn, je technicky i Casové ndro¢ny a navic vyZzaduje velmi kvalifikovanou

pracovni silu (Mauldin et al. 2005).

¢ technologie multiplex

Tato technologie byla vyvinuta neddvno. UmozZnuje stanovit protilatky proti vice
agens soucasné (Binnicker et al. 2011). Naptiklad MMRYV (measles, mumps, rubella a
varicella-zoster virus) IgG multiplex test, kterym lze stanovit protilatky
proti spalnickdm, piiusnicim, zardénkdm, viru nesStovic a pasového oparu (Smits et al.
2012).
od jasnych serologickych nélezii u nevakcinovanych (ptitomnost IgM protildtek v séru,
vyznamné zvySeni titru IgG protilaitek u parovych sér) je u populace s predchozi
imunitni odpovédi na virus (ockovani nebo pfirozend infekce) Castd negativita IgM
protilatek a nemusi dojit ani k vyznamnému zvySeni titru IgG protilatek v akutnim a

rekonvalescentnim vzorku séra (Latner et al. 2011).
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2. Cil prace a hypotézy

2.1 Cil prdace

Cilem vyzkumné casti bakalafské prace bylo stanoveni protildtek proti parotitidé
ve vzorcich od pacientli vySetfovanych v laboratofi virologie Nemocnice Ceské

Budg¢jovice a.s. v obdobi 2011-2012 a jeho piinos pro laboratorni diagnostiku.

2.2 Hypotézy

H1: Predpokladam zvySeny vyskyt onemocnéni parotitidou v détském kolektivu.

vV,

u ockované populace, budou né€kteii pacienti vySetfeni opakované
H3: Predpokldddm séronegativni vysledky u ockované populace, kterd bude

pravdépodobné neimunni vici parotitis epidemica

24



3. Metodika

3.1 Charakteristika souboru

Vzorky pro svou bakaldiskou prici jsem zpracovdvala v Nemocnici Ceské
Budégjovice a.s. na pracoviSti virologie, laboratof mikrobiologie. Materidl
od vySetfovanych pacientii je z celého Jihoceského kraje nejen z nemocni¢nich
pracovist, ale i od obvodnich 1ékaiti. Pacientska séra jsem zpracovala od ledna 2011
do konce roku 2012. Prevazna vétSina materidlu je s diagnézou onemocnéni parotitis
epidemica, lymfadenitis nebo pankreatitis.

VSsechna séra jsem testovala na pritomnost IgG 1 IgM protilatek. IgG protilatky
metodou ELISA a IgM protildtky metodou capture ELISA.

3.1.1 Odber materidlu

Na vySetfeni parotitidy se ziskdvd materidl z odbéru zilni krve. Zkumavka
s biologickym materidlem (krev) obsahuje protisrdzlivd Cinidla. K tomuto vySetfeni

se pouZziva sérum.

3.1.2 Zpracovdni materidlu v laboratori

Pro zpracovani metod ELISA a capture ELISA jsem musela nejprve zkumavky
se vzorky zcentrifugovat pfi 3000 otdCkach 3 minuty, aby se oddélila krevni slozka
od séra. Poté jsem v lamindrnim boxu z kazdého vzorku prepipetovala sterilni

pastérovou pipetou sérum, se kterym jsem dale pracovala.
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3.2. Diagnosticky priikaz parotitidy

K prikazu protilatek vySetfovanych vzorkd jsem pouZila komeréni soupravy

PLATELIA"" Mumps IgG a PLATELIA"" Mumps IgM od firmy BIO-RAD.

Test, ktery jsem pouzila na vySetieni protilaitek IgG proti parotitidé, je zaloZen
na principu ELISA. Na pevné fazi je navazan purifikovany a inaktivovany antigen viru
piiusnic.

Po pfiddni vzorku (séra) se béhem inkubace vazi k antigenu specifické
imunoglobuliny. Nereagujici proteiny se odstrani promytim. Poté se piida konjugit,
ktery obsahuje monoklondlni protilatky proti lidskému IgG, které jsou znacené
peroxiddzou. Aby mohlo vzniknout zbarveni umérné koncentraci specifickych
protilatek pfitomnych ve vzorku séra, musi se pfidat peroxiddzovy substrit a zastavit
chemickou reakci pomoci roztoku kyseliny sirové zastavi chemickou reakci (Berbers et
al. 1993).

Test, ktery jsem pouZzila k vySetfeni protilatek IgM proti viru piiusnic, je zaloZen
na principu capture ELISA. Na pevné fizi jsou navdzané monoklondlni protilatky
proti lidskym IgM protilatkdm, které zachyti protilatky IgM ze séra.

Poté dochazi k inkubaci s antigenem piiuSnic, ktery je v komplexu
s monoklonalnimi protildtkami konjugovanymi s kfenovou peroxiddzou. Tento komplex
vychytava specifické protilatky IgM pro antigen a pomoci peroxiddzového substritu se
barevné zviditeni. Roztokem kyseliny sirové se zastavi reakce a vytvoii se Zluté
zbarveni, které je umérné mnozstvi specifickych protilatek pfitomnych ve vzorku

(Berbers et al. 1993).
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3.2.1 Stanoveni protilatek 1¢G proti viru priusnic

Ke zpracovani vzorkli jsem si musela nejprve vytemperovat komer¢ni soupravu

na pokojovou teplotu.

Souprava obsahuje :

stripy potazené virem piiusnic

promyvaci roztok WASH BUF, coz je 10x koncentrovany
fyziologicky roztok, ktery jsem si musela natedit 1:10 destilovanou
vodou

fedici roztok pro séra Sample Diluent 2, ktery je hotovy v soupravé
k pfimému pouZziti

pozitivni kontrolu

cut-off kontrolu

negativni kontrolu

konjugat (monoklondlni protildtka proti lidskému IgG znacena
peroxiddzou)

substrat

zastavovaci roztok STOP Solution ( 0,3 mol/l1 H,SO,)

folii na zakryti stripi

1) V prvnim kroku jsem si nafedila vySetfovand séra 1:101. Do kazdé sterilni

zkumavky jsem napipetovala 1 ml fediciho roztoku, do kterého jsem pftipipetovala 10 pl

vySetfovaného séra (viz obr. €. 1).
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Obrazek €. 1: vlastni zdroj

2) Ptipravila jsem si stripy a do jednotlivych jamek jsem napipetovala 100 pl

kontrol a nafedénych sér (viz obr. €. 2)

M|
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Orazek €. 2 : vlastni zdroj

3) Mikrotitra¢ni desti¢ku se vzorky jsem vloZila na 45 minut do inkubdtoru

pti 37 °C a prelepila f6lii, aby nedoSlo ke ztrat¢ (vypafeni) vzorkll a kontrol

(viz obr. €. 3).
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Orazek €. 3 : inkubdétor firmy BIOSAN

Zdroj: vlastni zdroj

4) Po uplynuti doby jsem odstranila f6lii a jamky 4x promyla promyvacim

roztokem za pomoci promyvacky Columbus TECAN (viz obr. €. 4).

Orazek €. 4 : promyvacka Columbus TECAN

zdroj: vlastni zdroj
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5) Déle jsem do kazdé jamky napipetovala 100 pl konjugatu (viz obr. €. 5) a opét

jsem pielepila desticku folif a vloZila do inkubdtoru na 45 minut pti 37 °C.

Obrazek ¢.5: vlastni zdroj

6) V dalsim kroku jsem po sejmuti ochranné félie desticku 4x promyla
promyvacim roztokem. Do jamek jsem napiptetovala 100 pl substratu (viz obr. €. 6)

a inkubovala jsem ve tmé pfi pokojové teploté 15 minut.

Obrazek €. 6: vlastni zdroj
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7) KdyZ uplynulo 15 minut zastavila jsem prub¢h reakce zastavovacim roztokem

100 pl do kazdé jamky (viz obr. ¢.7).

Obrézek €. 7: vlastni zdroj

8) Desticku jsem dala do spektrofotometru (viz obr. ¢. 8) a mcéfila jsem

absorbanci pti vinové délce 450 nm.

Obrazek €. 8: Spektrofotometr BIOTEK

Zdroj: vlastni zdroj
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3.2.2 Stanoveni protildtek IgM proti viru priusnic

Souprava obsahuje :

mikrotitrani  desticCku  potazenou  monoklondlni  protilatkou
proti lidskému IgM

pozitivni kontrolu

cutt-off kontrolu

negativni kontrolu

3 lahvicky Antigenu obsahujici lyofilizovany prasek

konjugat (monoklondlni protilatka znacena peroxidazou)

promyvaci roztok WASH BUF (10x koncentrovany fyziologicky
roztok)

fedici roztok SAMPL DIL 2

zastavovaci roztok STOP Solution (0,3 mol/l H,SO4)

folii na zakryti stripi

1) Stejné jako u stanoveni protildtek IgG v prvnim kroku jsem si nafedila séra

fedicim roztokem v poméru 1:101. Do jednotlivych jamek mikrotitra¢ni desticky jsem

napipetovala 100pul kontrol a nafedénych sér (viz obr. €. 9).

Obrazek €. 9: vlastni zdroj

T I ETT IR
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2) Inkubovala jsem 45 minut pti 37 °C pielepené f6lii v termostatu. Mezitim jsem
si pfipravila imunokomplex a to tak, Ze jsem do lahvicky s antigenem napipetovala 3 ml
konjugatu, aby se mi rozpustil do dalS§iho kroku. Po 45 minutich jsem z destiCky
sejmula f6lii a 4x promyla jamky promyvacim roztokem, ktery jsem si jiZ nafedila 10:1
destilovanou vodou jiz u stanoveni protilatek IgG. Nafedény imunokomplex jsem
napipetovala do kazdé jamky po 100 ul (viz obr. ¢€.10), pielepila jsem fo6lif a vlozila

do inkubdtoru opét pii 37 °C na 45 minut.

Obrazek €. 10: vlastni zdroj

A e )
H

-
r

3) KdyZ uplynula doba inkubace znovu po odejmuti félie jsem 4x promyla jamky

promyvacim roztokem (viz obr. ¢. 11).
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Obrézek €. 11 : promyvacka Columbus TECAN

zdroj: vlastni foto

4) Ddle jsem do kazdé jamky napipetovala 100 pl substratu (viz obr. €. 12) a dala

na 15 minut inkubovat do temné komory.

Obrézek €. 12: vlastni zdroj
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5) Pak jsem zastavila priibéh reakce napipetovanim 100 pl zastavovaciho roztoku
(viz obr. ¢. 13).

Obrazek €. 13: vlastni zdroj
F

b,
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1
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6) Mikrotitracni desticku se vzorky jsem vloZila do spektrofotometru a zméfila
jsem absorbanci pii vinové délce 450 nm (viz obr. ¢.14)

Obrazek €. 14: Spektrofotometr BIOTEK
Zdroj: vlastni zdroj
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Vysledky pro stanoveni protilatek IgG 1 IgM proti viru pitiusnic vyhodnotil
pocitacovy program na zdkladé vypoctu poméru mezi optickou denzitou (OD) vzorku

aOD cutt-of. Vysledky jsou tedy vyhodnoceny v arbitrdlnich jednotkéch.

Pro ptehlednost a zjednoduseni se v laboratofi virologie vydavaji vysledky
semikvantitativng :
Arbitralni jednotky hodnoceni
<0,8 negativni
0,8-1,2 hrani¢ni
1,22 pozit.+
2-5 pozit.++
>5 pozit. +++

Vysledky vyhodnocené jako hrani¢ni, doporucuje laboratof opakovat, jelikoZ se

jednd o nejednoznacny nélez.

mikrotitracni desticka

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A  BL vz4
B KO- vz5
C CO vz6
D CO vz.7
E KO+ vz.8
F vzl vz9
G vz2 vz.10
H vz3 vzl 19 27 35 43 51 59 67 75 83 91
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4. Vysledky

Od ledna 2011 aZz do konce roku 2012 jsem zpracovala v laboratofi virologie
(nemocnice CB a.s.) celkem 646 vzorki. Vysledky mého vyzkumu jsem zanesla
do tabulek a graficky.

Z celkového poctu 646 pacienti je 112, od kterych laboratof virologie ziskala

druhy vzorek. TudizZ zpracovanych jen jednou je 534 vzorka.

pohlavi vék pocet vzorki
muzi 0-73 310
Zeny 0-90 224

Celkem - 534

4.1 Vysledky u ockovanych jedincii

JelikoZz je povinné oCkovani proti parotitis epidemica od roku 1987, lze
pfedpoklddat, Ze vSechna séra od pacientil narozenych po roce 1987 (t. j. ve véku do 25
let) jsou od oc¢kovanych jedinct. Celkovy pocet o¢kovanych jedinct je 325 za rok

2011-2012 v Jihoceském kraji.

v Vysledné hodnoty u o¢kovanych jedinct Zenského pohlavi za rok 2011-
2012 v Jihoceském kraji :
Tabulka ¢. 1:

I1gG+/1gM+ IgG-/IgM- IgG+/1gM- 1gG-/IgM+ % pozit.IgM
0-5 1 3 8 0 7,15
6-10 0 4 16 0 0
11-15 0 6 14 1 7,15
16-20 5 10 25 0 35,7
21-25 7 6 22 0 50
celkem 13 29 85 1 100
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V tabulce ¢.1 jsou vysledky ockované populace Zen za rok 2011-2012 v Jihoceském
kraji, kde se prokdzalo nejvice nemocnych ve véku 21-25 let (50 %). Poté ve véku
16-20 let (35,7 %), nasledné ve véku 11-15 let (7,15 %) a 0-5 let (7,15 %). Ve véku
6-10 let nebyla parotitida prokdzana.

Graf ¢. 1:

Zdroj: vlastni vyzkum

Vysledné hodnoty u o¢kovanych jedincti zenského pohlavi za rok
2011-2012 z Jihoceského kraje
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vék
v Vysledné hodnoty u o¢kovanych jedincti muZského pohlavi za rok 2011-
2012 v Jihoceském kraji :
Tabulka ¢. 2:
IgG+/1gM+ IgG-/IgM- IgG+/1gM- 1gG-/IgM+ % pozit.IgM
0-5 3 14 22 0 8,1
6-10 4 10 12 0 10,8
11-15 7 8 16 0 18.9
16-20 13 10 34 0 35,2
21-25 10 6 28 0 27
Celkem 37 48 112 0 100
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V tabulce €. 2 jsou vysledné hodnoty ockované populace muzi za rok 2011-2012

v Jiho€eském kraji, kde bylo prokdzano nejvice nemocnych ve véku 16-20 let (35,2 %),
déle ve veku 21-25 let (27 %), 11-15 let (18,9 %), 6-10 let (10,8 %) a v neposledni fadé
i déti do 5 roku zivota (8,1 %).

Graf ¢. 2:

Zdroj: vlastni vyzkum
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4.2 Vysledky u neockovanych jedincii

Celkovy pocet zpracovanych vzorkl za rok 2011-2012 od neoc¢kovanych jedincti je
209. JelikoZ je povinné ockovéni od roku 1987, do této vékové kategorie tedy spadaji

jen dospéli jedinci.

v Vysledné hodnoty u neoékovanych jedincii muzského pohlavi za rok
2011-2012 v Jihoc¢eském Kkraji :
Tabulka €. 3:

I1gG+/1gM+ I1gG-/IgM- I1gG+/1gM- 1gG-/IgM+ % pozit.IgM
26-30 12 3 12 0 44,5
31-35 4 5 2 1 18,5
36-40 6 1 8 0 22,2
41-45 1 1 9 0 3,7
46-50 0 1 7 1 3,7
51-73 2 5 30 0 7,4
celkem 25 16 68 2 100

V tabulce ¢. 3 jsou vysledné hodnoty neockované populace muzl, kde bylo
prokdzano, Ze nejvice jich onemocnélo parotitidou ve véku 26-30 let (44,5 %), dale pak
ve veéku 36-40 let (22,2 %), 31-35 let (18,5 %), 51-73 let (7,4 %) a nejmén¢ onemocneli
ve véku 41-45 let (3,7 %) a 46-50 let (3,7 %).

40




Graf ¢. 3:

Zdroj: vlastni vyzkum

Vysledné hodnoty u neoc¢kovanych jedinci muzského pohlavi za rok
2011-2012 z Jihoceského kraje

70
60+
50+ m lgG+/IgM+
poéet 40 0 lgG-/IgM-
vySetfenych 301 @ IgG+/IgM-
vzorku 0. m IgG-/IgM+
1 Ow
04

26-30 31-35 36-40 41-45 46-50 51-73 celkem

vék

v Vysledné hodnoty u neofkovanych jedinci Zenského pohlavi za rok
2011-2012 v Jihoc¢eském Kkraji :

Tabulka €. 4:
I1gG+/1gM+ I1gG-/IgM- I1gG+/1gM- 1gG-/IgM+ % pozit.IgM
26-30 6 5 9 0 42,9
31-35 2 2 9 0 14,25
36-40 4 3 6 0 28,6
41-45 0 0 4 0 0
46-50 0 3 11 0 0
51-90 2 5 23 0 14,25
celkem 14 18 62 0 100

V tabulce ¢. 4 jsou vysledné hodnoty neockované populace Zen, kde bylo
prokdzéano, Ze nejvice Zen onemocnélo parotitidou ve véku 26-30 let (42,9 %), ddle pak

ve véku 36-40 let (28,6 %), 31-35 let (14,25 %), 51-90 let (14,25 %).
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Graf ¢. 4:

Zdroj: vlastni vyzkum

Vysledné hodnoty u neo¢kovanych jedincti Zzenského pohlavi za rok
2011-2012 z Jihoceského kraje

70
60
50 m lgG+/IgM+
pocet 0 lgG-/IgM-
vysetirenych m IgG+/IgM-
vzorku m IgG-/IgM+

20
10
0

26-30 31-35 36-40 41-45 46-50 51-90 celkem

v

vék

42




4.3 Vysledky opakovanych vzorkii

Zpracovano 224 vzorka ze dvou odbért.

pohlavi vék pocet vzorki
muZzi 0-70 62
Zeny 0-74 50
Celkem - 112

v Vysledné hodnoty opakovanych vzorkii u jedincti muzského pohlavi za

rok 2011-2012 v Jiho¢eském Kkraji :

Tabulka €. 5:

Muzi ve veku 0-5 let

2. odbér
1. odbér
IgG+/IgM+ IgG+/IgM- IgG-/IgM-
IgG+/IgM+ 1 1 0 0
1gG+/1gM- 6 2 4 0
IgG-/IgM- 2 0 0 2
celkem 9 3 4 2

V tabulce €. 5 je z prvniho odbéru 6 déti ve véku 0-5 let s pozitivnimi protilatkami IgG
a negativnimi IgM, v druhém odbéru se u dvou piipadii objevily pozitivni protilatky

IgM spolu s protilatkami IgG.

e Muzi ve véku 6-10 let nebyli zpracovani ze dvou odbéri.
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Tabulka €. 6:

Muzi ve veku 11-15 let

2. odbér
1. odbér
IgG+/IgM+ IgG+/IgM- IgG-/IgM-
IgG+/IgM+ 1 1 0 0
IgG+/IgM- 3 1 7 0
IgG-/IgM- 1 0 1 0
celkem 10 2 8 0

Vtabulce ¢. 6 je osm déti ve veéku 11-15 let spozitivnimi protilaitkami IgG

anegativnimi  protilitkami  IgM. V jednom piipadé se zdruhého odbéru
kromé pozitivnich IgG objevily jest¢ pozitivni protilitky IgM. U sedmi piipadi

se v druhém odbéru vysledné hodnoty neméni.

Tabulka ¢. 7:

Muzi ve veku 16-20 let

2. odbér
1. odbér
IgG+/IgM+ IgG+/IgM- IgG-/IgM-

IgG+/IgM+ 1 1 0 0
IgG+/IgM- 21 8 13 0
IgG-/IgM- 1 0 0 1
IgG-/IgM+ 1 1 0 0
celkem 24 10 13 1

V tabulce €. 7 je 21 chlapct ve véku 16-20 let, ktefi mé€li v prvnim odbéru pozitivni
protilatky IgG a negativni protilatky IgM, z druhého odbéru pietrvavaji protilatky IgG
avsak v 8 ptipadech se objevily i protilitky IgM. U jednoho jedince se z prvniho odbéru
zachytily protilaitky IgM a druhém odbéru i protilitky IgG, coz odpovida typické

sérologické protildtkové odpoveédi.

Tabulka €. 8:
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Muzi ve veku 21-25 let

2. odbér
1. odbér
IgG+/IgM+ IgG+/IgM- IgG-/IgM-
IgG+/IgM+ 1 1 0 0
IgG+/IgM- 3 1 1 1
IgG-/IgM- 1 0 1 0
celkem 5 o) ) 1

V tabulce €. 8 jsou 3 muzi ve véku 21-25 let, ktefi m¢€li v prvnim odbéru pozitivni IgG
protilatky, avSak v druhém odbéru u jednoho jednice protilatky tupln€é vymizely,
u dalSiho jednice pfetrvaly a objevily se i1 protilatky IgM a u tfetiho jedince nenastala
7Z4dna zména. U jednoho muze v prvnim odbéru nebyly zadné protilatky a v druhém

odbéru se prokézaly protilatky IgG.

Tabulka €. 9:

Muzi ve veku 26-30 let

2. odbér
1. odbér
IgG+/IgM+ IgG+/IgM- IgG-/IgM-
IgG+/IgM+ 1 1 0 0
IgG+/IgM- 1 0 1 0
IgG-/IgM- 2 0 0 2
celkem 4 1 1 2

V tabulce €. 9 u muzl ve véku 26-30 let neni rozdil mezi prvnim a druhym odbérem.
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Tabulka ¢. 10:
Muzi ve veku 31-35 let

2. odbér
1. odbér
IgG+/IgM+ IgG+/IgM- IgG-/IgM-
IgG+/IgM+ 1 1 0 0
IgG+/IgM- 2 0 2 0
IgG-/IgM- 1 0 0 1
celkem 4 1 2 1

V tabulce €. 10 u muza ve veéku 31-35 let neni rozdil mezi prvnim a druhym odbérem

Tabulka ¢. 11:

Muzi ve veku 36-40 let

2. odbér
1. odbér
IgG+/IgM+ IgG+/IgM- IgG-/IgM-
IgG+/IgM+ 0 0 0 0
IgG+/IgM- 0 0 0 0
IgG-/IgM- 1 0 0 1
celkem 1 0 0 1

V tabulce €. 11 u muza ve véku 36-40 let neni rozdil mezi prvnim a druhym odbérem

Tabulka ¢. 12:

Muzi ve veku 41-50 let

2. odbér
1. odbér
IgG+/IgM+ IgG+/IgM- IgG-/IgM-
IgG+/IgM+ 0 0 0 0
IgG+/IgM- 1 0 1 0
IgG-/IgM- 0 0 0 0
celkem 1 0 1 0

V tabulce €. 12 u muzi ve véku 41-50 let neni rozdil mezi prvnim a druhym odbérem



Tabulka ¢. 13:

Muzi ve veku 51-70 let

2. odbér
1. odbér
IgG+/IgM+ IgG+/IgM- IgG-/IgM-
IgG+/IgM+ 0 0 0 0
IgG+/IgM- 3 0 3 0
IgG-/IgM- 1 0 0 1
celkem 4 0 3 1

V tabulce €. 13 u muzi ve véku 51-70 let neni rozdil mezi prvnim a druhym odbér
v Vysledné hodnoty opakovanych vzorkii u jedinci Zenského pohlavi za
rok 2011-2012 v Jihoceském kraji :

Tabulka ¢. 14:

Zeny ve véku 0-5 let

2. odbér
1. odbér
IgG+/IgM+ IgG+/IgM- IgG-/IgM-
IgG+/IgM+ 0 0 0 0
IgG+/IgM- 2 0 2 0
IgG-/IgM- 0 0 0 0
celkem 2 0 2 0

V tabulce €. 14 u déti ve véku 0-5 let neni rozdil mezi prvnim a druhym odbérem.
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Tabulka ¢. 15:

Zeny ve véku 6-10 let

2. odbér
1. odbér hraniéni
IeG+/IgM+ IgG+/IgM-  IgG-/IgM- .
IgG+/IgM+ 0 0 0 0 0
1gG+/IgM- 4 1 3 0 0
IgG-/IgM- 2 0 1 0 1
celkem 6 1 4 0 1

V tabulce €. 15 jsou déti ve véku 6-10 let. U 4 piipadii jsou v prvnim odbéru pozitivni
protilatky IgG a negativni IgM protilatky, av§ak v druhém odbéru u jednoho jedince se
vytvafeji i protilatky IgM. Dvé déti v prvnim odbéru byly negativni a v druhém odbéru
m¢l jeden vzorek pozitivni protilitky IgG. Druhy vzorek mél ve druhém odbéru

hrani¢ni protilatky IgG.

Tabulka ¢. 16:

Zeny ve véku 11-15 let

2. odbér
1. odbér
IgG+/IgM+ IgG+/IgM- IgG-/IgM-
IgG+/IgM+ 0 0 0 0
IgG+/IgM- 7 2 3 2
IgG-/IgM- 1 0 0 1
celkem 3 2 3 3

V tabulce €. 16 je 7 déti ve veéku 11-15 let, ktefi méli v prvnim odbéru pozitivni
protilatky IgG a negativni protilatky IgM. V druhém odbéru u dvou jedinct protilatky
nebyly prokazan, u tfech piipadi se stav nezménil a ve dvou piipadech kromé protilatek
IgG, byly pozitivni i protilatky IgM.

Tabulka €. 17:
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Zeny ve véku 16-20 let

2. odbér
1. odbér
IgG+/IgM+ IgG+/IgM- IgG-/IgM-
IgG+/IgM+ 0 0 0 0
IgG+/IgM- 9 6 3 0
IgG-/IgM- 0 0 0 0
celkem 9 6 3 0

V tabulce ¢. 17 je 9 divek, které mély v prvnim odbéru pozitivni protilatky IgG a
negativni protilatky IgM. V druhém odbéru se u tiech z nich vysledek nezménil, ale u 6

divek byly kromé& pozitivnich protilatek pozitivni i protilatky IgM.

Tabulka ¢. 18:

Zeny ve véku 21-25 let

2. odbér
1. odbér
IsG+/IgM+  IgG+/IgM- 1gG-/IgM-
IgG+/IgM+ 0 0 0 0
1gG+/IgM- 5 1 4 0
IgG-/IgM- 1 1 0 0
celkem 6 2 4 0

V tabulce €. 18 je 5 Zen které mély v prvnim odbéru pozitivni protildtky IgG a negativni
protilatky IgM. V druhém odbéru se u jedné z nich objevily navic protilatky IgM a u 4
se vysledné hodnoty nezménily. V prvnim odbéru je jedna Zena s negativnimi
protilatkami, kterd v druhém odbéru méla prokazana pozitivni protilatky jak IgG, tak

protilatky IgM.
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Tabulka ¢. 19:

Zeny ve véku 26-30 let

2. odbér
1. odbér
IgG+/IgM+ IgG+/IgM- IgG-/IgM-
IgG+/IgM+ 1 0 1 0
IgG+/IgM- 1 0 1 0
IgG-/IgM- 0 0 0 0
IgG-/IgM+ 2 2 0 0
celkem 4 2 2 0

Tabulka ¢. 19 poukazuje na typickou sérologickou protilditkovou odpovéd’ a to u 2
neoCkovanych Zen ve véku 26-30 let, které mély v prvnim odbéru pozitivni protilatky
IgM a vdruhém odbéru se prokdzaly i pozitivni protildtky IgG. Jedna Zena méla
v prvnim odbéru pozitivni protilatky jak IgG, tak i IgM a v druhém odbéru vymizely
protilatky IgM.

e Zeny ve véku 31-35 nebyly zpracované ze dvou odbéri.

Tabulka ¢. 20:

Zeny ve véku 36-40 let

2. odbér
1. odbér
IgG+/IgM+ IgG+/IgM- IgG-/IgM-
IgG+/IgM+ 0 0 0 0
IgG+/IgM- 3 0 3 0
IgG-/IgM- 0 0 0 0
celkem 3 0 3 0

V tabulce €. 20 u Zen ve veku 36-40 let neni rozdil mezi prvnim a druhym odbérem.
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Tabulka ¢. 21:

Zeny ve véku 41-50 let

2. odbér
1. odbér
IgG+/IgM+ IgG+/IgM- IgG-/IgM-
IgG+/IgM+ 0 0 0 0
IgG+/IgM- 3 0 3 0
IgG-/IgM- 1 0 0 1
celkem 4 0 3 1

V tabulce €. 21 u Zen ve veku 41-50 let neni rozdil mezi prvnim a druhym odbérem.

Tabulka ¢. 22:

Zeny ve véku 51-74 let

2. odbér
1. odbér
IgG+/IgM+ IgG+/IgM- IgG-/IgM-
IgG+/IgM+ 0 0 0 0
IgG+/IgM- 3 0 7 1
IgG-/IgM- 0 0 0 0
celkem 3 0 7 1

V tabulce ¢. 22 je 8 Zen ve véku 51-74 let, které mély v prvnim odbéru pozitivni

protilatky IgG,v druhém odbéru u jedné z nich protilatky uplné vymizely.

Pro zajimavost uvddim pocet pozitivnich ndlezi u diagnéz tykajicich se
onemocnéni parotitidy, kterymi jsou :
e pifuSnice-parotitis epidemica (B26)
e orchitis parotitica (B26.0)
e parotitis epidemica s jinymi komplikacemi (B26.8)

e parotitis epidemica bez komplikaci (B26.9)
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Tabulka ¢.23:

diagnéza muzi zeny celkovy pocet %
B26 3 2 5 6,5
B26.0 5 0 5 6,5
B26.8 7 2 9 11,7
B26.9 40 18 58 75,3

e Do laboratote virologie byly zaslany vzorky pro zpracovani samotnych

protilatek IgG. Dlvodem bylo zjisténi stavu imunity proti parotitide:

Tabulka ¢. 24:

pohlavi IgG pozitivni IgG negativni
muzi 0 2
Zeny 1 1

U ockovanych jedinct vyplyvé ptredpoklad séronegativnich vysledkd, které budou

pravdépodobné neimunni vici parotitis epidemica (IgG negativni).

Tabulka ¢. 25:

IgG - negativni celkovy pocet % séronegativnich
jedinct
muZzi 53 310 14,8
Zeny 33 224 14,7
celkem 86 534 29,5
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Graf ¢. 5:

Zdroj: vlasni vyzkum
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Z tabulky ¢. 25 vyplyva, Ze séronegativni vysledky u o€kované populace, které budou
od pravdépodobné neimunnich viéi parotitis epidemica, byly potvrzeny u Zen celkem

14,7 % a u muzu 14,8 %.
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5. DISKUSE

V této bakalarské praci jsem zpracovala vysledky vySetfeni protilatek
proti parotitidé¢ v obdobi od ledna 2011 do prosince 2012 v laboratoii virologie
Nemocnice Ceské Bud&jovice a.s. Vzorky z této laboratofe pochdzi z celého
Jihoceského kraje, to znamend nejen z nemocnic, ale i od obvodnich 1ékait.

Celkem jsem vySetiila vzorky od 646 pacientl, z toho 112 opakované. Pocet
vySetifenych pacientli jen z jednoho odbéru byl 534.

Z celkového poctu 534 pacientskych sér bylo 224 Zen (42 %) ve véku 0-90 let a 310
muzit (58 %) ve veéku 0-73 let. Tuto skupinu pacientii jsem rozdélila na ockované
a neoCkované jedince. Vzhledem k zavedeni povinného o¢kovani proti parotitidé v roce
1987, Ize piedpokladat, Ze pacienti narozeni po tomto roce jsou ockovani.

Pocet ockovanych pacienti ve sledovaném obdobi byl 325. Za sérologicky prukaz
infekce virem parotitidy jsem povazovala nalez IgM protildtek. Samostatny vzestup
IgG, ktery se rovnéZ povazuje za prukaz infekce jsem nezaznamenala. V tabulce ¢.1
a grafu ¢.1 jsou vysledky oCkované populace Zen za rok 2011-2012 v JihoCeském kraji,
kde se prokdzalo nejvice nemocnych ve véku 21-25 let (50 %). Poté ve vé€ku 16-20 let
(35,7 %), nasledn¢ ve véku 11-15 let (7,15 %) a 0-5 let (7,15 %). Ve véku 6-10 let
nebyla parotitida prokdzana. V tabulce €. 2 a grafu €. 2 jsou vysledné hodnoty ockované
populace muzi za rok 2011-2012 v JihoCeském kraji, kde bylo prokdzdno nejvice
nemocnych ve véku 16-20 let (35,2 %), dale ve veku 21-25 let (27 %), 11-15 let
(18,9 %), 6-10 let (10,8 %) a v neposledni fad¢ u déti do 5 roku Zivota (8,1 %). Tyto
vysledné hodnoty odpovidaji ddajim v literatufe, podle kterych miize byt pokles
imunity po ockovani pfi¢inou parotitis epidemica. Neni zndma doba pietrvani imunity
indukované vakcinaci, mnoho studii demonstruje postupny pokles hladiny protilatek
(Limberkova 2012, s102-105). Podle nékterych autorti imunita pietrvava 10-15 let
(Trmal a kol. 2011)

Pocet neockovanych pacientl byl 209. Jednalo se o dospélé jedince. V tabulce €. 3
a grafu ¢. 3 jsou vysledné hodnoty neockované populace muzl, kde bylo prokazano, Ze

nejvice onemocnélo parotitidou ve véku 26-30 let (44,5 %), dale pak ve véku 36-40 let
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(22,2 %), 31-35 let (18,5 %), 51-73 let (7,4 %) a nejméné pozitivnich nélezi bylo
ve veéku 41-45 let (3,7 %) a 46-50 let (3,7 %). V tabulce €. 4 a grafu €. 4 jsou vysledné
hodnoty neockované populace Zen, kde bylo prokdzano, Ze nejvice Zen onemocnélo
parotitidou ve véku 26-30 let (42,9 %), dale pak ve véku 36-40 let (28,6 %), 31-35 let
(14,25 %), 51-90 let (14,25 %). Vysledné hodnoty tedy ukazaly, Ze nejvice pozitivnich
ndlezl bylo jak u Zen, tak u muzi ve véku 26-30 let. To odpovida literarnim ddajim,
které predpokladaji pokles imunity po 10-15 letech po o¢kovani (Trmal a kol. 2011).

Typickéd sérologickd odpovéd’ organismu na infekci se projevuje v akutni fazi
tvorbou IgM protilatek , po kterych nastupuji protildtky IgG. IgG protilatky pretrvavaji
jako anamnestické protildtky a jsou zndmkou imunity.

V opakovanych vzorcich bylo celkem 62 muzi (55,4 %) ve véku 0-70 let a 50 Zen

(44,6 %) ve veku 0-74 let. Z vysledkt vysetieni opakovanych odbéra (tabulky ¢. 5-8
u muzi a tabulek ¢. 15-18 u Zen) vyplyvd, Ze u ockovanych jedincli mohou mit
sérologické odpovédi netypicky pribéh. U téchto pacientd byly IgM protildtky
prokdzany Casto az z druhého odbéru krve. V prvnim odbéru byly zachyceny pouze IgG
protilatky. To potvrzuje idaje o tom, Ze laboratorni prikaz u proo¢kované populace je
odbéru, zdanlivé jde o imunni jedince s pozitivnimi IgG protildtkami (Limberkova,
2012, s23-25).
Déle ztabulky ¢.25 a grafu ¢. 5 vyplyvd, Ze séronegativni vysledky u ockované
populace, kterd bude pravdépodobné neimunni vici parotitis epidemica, bylo potvrzeno
u Zen celkem 14,7 % a u muzl 14,8 %. Toto vysoké procentudlni zastoupeni vede dale
k zamysleni nad ockovaci tématikou.

V laboratoii virologie je u vSech ocCkovanych jedinci vysledek komentovan
Iékarem, u oCkovanych jedincii je doporucen druhy odbér s ¢asovym odstupem 1 az 2
tydnt z diivodi Castych netypickych nélezi.

V tabulce ¢. 23 je uveden pocet pozitivnich ndlezti u diagnéz tykajicich se
onemocnéni parotitidy. Nejvétsi zastoupeni méla diagndéza parotitis epidemica

bez komplikaci (B26.9) a to 75,3 %.
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Znamkou imunity proti parotitid€ je ptitomnost IgG protilatek. Pro zjiSténi stavu
imunity byly zaslany béhem roku 2011-2012 do laboratofe virologie 3 vzorky, jak

znazoriiuje tabulka €. 24, avSak pouze u jednoho vzorku byly prokazany protilatky IgG.
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6. Zavér

Cilem bakalatské prace bylo stanoveni protildtek proti parotitidé ve vzorcich od
pacientll vySetfovanych v laboratofi virologie nemocnice Ceské Budg&ovice a.s.
v obdobi 2011-2012 a jeho piinos pro laboratorni diagnostiku.

Hypotéza H1 predpokladala zvySeny vyskyt onemocnéni parotitidou v détském
kolektivu. Na zdklad¢ vysledku bylo zjiSténo, ze vyskyt v détském kolektivu byl
potvrzen, ale nejvyssi vyskyt pozitivnich ndlezi byl u Zen ve véku 20-25 let a u muzi
ve véku 16-20 let. U neockované populace byl nejvyssi vyskyt pozitivnich ndlezli
u muzil i u Zen stejného veku (26-30let). Tato hypotéza nebyla potvrzena.

Hypotéza H2 predpokladala, ze kvili ndrocnéjsi laboratorni diagnostice parotitidy
u ockované populace, bude nutné nckteré pacienty vySetfit opakované. Z prvniho
odbéru bylo 25 Zen a 38 muzi, ktefi méli byt zdanlivé proti parotitis epidemica imunni,
ale z druhého odbéru se objevily i protilatky IgM a to u 10 Zen a 12 muzii.Tato hypotéza
se na zdklad¢ vysledkl potvrdila.

Hypotéza H3 piredpoklddala u ockované populace vyskyt séronegativnich,
pravdépodobné neimunnich pacientti. Bylo potvrzeno 14,8% u muzi a 14,7% u Zen.
Proto 1ze oCekavat vyskyt dalSich i epidemickych epizod parotitidy. To déle potvrzuje

vyznam vySetfeni protilatek proti parotitid¢.
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