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Abstrakt

Diagnosticky vyznam stanoveni protilatek proti kliSové encefalitidé

Bakalatska prace je zamétena na sérologickou diagnostiku klistové encefalitidy a na
jeji vyznam. Data byla ziskéna na Pracovisti virologie Laboratote 1ékarské mikrobiologie,
Centralni laboratote, Nemocnice Ceské Bud&jovice a.s. v obdobi od 1. 1. 2014 do 31. 12.
2014.

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

Teoreticka ¢ast zahrnuje historii onemocnéni a popis vyskytu a Sifeni viru. Jako prvni
popsal pravidelné se opakujici vyskyt onemocnéni, které pojmenoval ,,Epidemische akute
Meningitis serosa®, rakousky Iékat Hans Schneider v roce 1931. Ruskymi védci byl virus
zpiisobujici toto onemocnéni prokazan v roce 1937. Na tizemi Ceskoslovenské republiky byl
virus poprvé prokdzan v roce 1947 zésluhou prazskych virologit MUDr. FrantiSka Gallii
a MUDr. Josefa Rampase. Prvni zachyt viru byl z Berounska, dalsi pak na VySkovsku MUDr.
Krej¢im. V nésledujicich letech byl virus klistové meningoencefalitidy izolovan také
v dal$ich evropskych zemich. Domnénku, ze pfenasecem viru na ¢lovéka je klisté, potvrdili
Dr. Rampas a Dr. Gallia prikazem viru piimo z Klistat Ixodes ricinus nasbiranych na
Berounsku. V roce 1951 byl v okoli vychodoslovenského mésta Roznava poprvé popsan
prenos viru alimentarni cestou z mléka infikovanych laktujicich ovci. K nakaze miize dojit
1 pfi laboratorni praci s materidlem obsahujicim virus.

Virus klistové encefalitidy je soucasti rodu Flavivirus a fadi se do ¢eledi Flaviviridae.
Jsou to obalené¢ RNA viry s kubickou symetrii. Virové ¢astice maji kulovity tvar o velikosti
50 az 60 nm. Skladaji se z nukleoidu (obsahuje nukleovou kyselinu), proteinové kapsidy
a obalu. Obal tvofi lipidova dvojvrstva.

Onemocnéni klistovou encefalitidou je pfenaSeno klistaty. Pfirozenym rezervoarem viru
ve volné ptirod¢€ jsou drobni hlodavci.

Po prisati klistéte virus vstupuje ze slinnych zlaz klistéte do ktize a podkozniho vaziva,
kde dochézi k jeho primarnimu pomnozeni. Poté je virus ptes lymfaticky systém pienesen do
krevniho fecisté. Tento stav odpovida prvni fazi onemocnéni. Druhé fdze onemocnéni je
provéazena sekundarni virémii, pomnoZenim viru ve tkanich a napadenim centralniho
nervoveého systému.

Inkubaéni doba je uvadéna 7 az 14 dnti. Prvni stddium probiha pod obrazem lehké virdzy,
S teplotami, bolestmi svald a celkovou unavou. Trva 1 az 2 dny, maximalné 6 dnii. Néasleduje
docasné zlepSeni bez ptiznakl (ptiblizn€ jeden tyden) a poté se mize objevit druha faze
onemocnéni, ktera jevi jako meningitida, meningoencefalitida nebo myelitida. Lécba je
symptomatickd. Pro zmirnéni obtiZi se podavaji antipyretika, analgetika, ptipadné
antiemetika, ¢asto se doporucuje antiedematozni terapie.



Zéakladem protiepidemickych opatfeni je zdravotni vychova obyvatelstva a o¢kovani, od
osmdesatych let minulého stoleti je dostupnd vakcina.

Laboratorni virologicka diagnostika zahrnuje piimy a nepfimy priikaz. Mezi metody
piimého pritkkazu patii izolace viru na zvifatech a tkanovych kulturach nebo priikaz virové
RNA metodou PCR. Nepiimym prikazem je stanoveni protilatek proti viru metodou ELISA,
hemaglutina¢né inhibi¢nim testem, komplement fixa¢ni reakci, virus neutraliza¢nim testem,
neptimou imunofluorescenci.

Cilem bakalarské prace bylo stanoveni protilatek proti klistové encefalitidé ve vzorcich
od pacientll metodou ELISA. V ptedkladané praci byly zhodnoceny vysledky vySetieni
vzorki zaslanych na Pracovisté virologie Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. béhem
kalendainiho roku 2014 a vyznam stanoveni protilatek pro diagnostiku onemocnéni
a posouzeni stavu imunity po vakcinaci.

Byly stanoveny tfi hypotézy.

Prvni hypotéza predpokladala, Ze stanoveni protilatek metodou ELISA ma v laboratorni
diagnostice klistové encefalitidy vyznamnou ulohu. Na zakladé celkového poctu zaslanych
vzorkil od 1264 pacientd je mozné tvrdit, Ze toto vySetfeni ma pro lékare, indikujici testovani
piitomnosti protilatek IgM a IgG proti viru klistové encefalitidy, velky vyznam jak pro
spravnou diagnostiku onemocnéni, tak pro posouzeni stavu imunity po vakcinaci. Laboratorni
metoda je relativné rychld a podminky vyhodnoceni testu jsou vyrobcem jednoznacné dané.
Tato hypotéza byla potvrzena.

Druhé hypotéza ptedpokladala, ze doplnéni vySetfeni o stanoveni avidity IgG protilatek
ma vyS$§i vypovédni hodnotu v diagnostice spornych piipadi. Z celkového poctu sedmi
jednotlivych piipadl s nejednozna¢nou protilatkovou odpovédi, byl stanoven index avidity
sveédcici pro vyskyt anamnestickych protilatek, nikoliv pro akutni onemocnéni. Hypotéza byla
potvrzena.

Tteti hypotéza predpokladala, ze vétSina ockované populace ma IgG protilatky proti
klistové encefalitidé. Z dosazenych vysledkl vyplyva, ze se tato hypotéza potvrdila.

Kli¢ova slova:

Klistova encefalitida, virus klistové encefalitidy, prikaz protilatek metodou ELISA, avidita
IgG protilatek, imunita po vakcinaci



Abstract

The Diagnostic Value of the Antibody Level Testing in Tick Born Encephalitis.

This bachelor thesis is focused on the antibody testing and its diagnostic value in Tick Born
Encephalitis.Data for this thesis were obtained at the laboratory of Virology, Dpt. of Medical
Microbiology of the Cenral Laboratories, Hospital Ceské Budgjovice. The data were collected
between January 1st and December 31st 2014.

The thesis is divided in two parts: the theoretical and the experimental part.

The theoretical part covers the history of the disease, its geographic distribution and the ways
of the transmission of the virus.

The disease was first described by Austrian physician Hans Schneider in 1931 as a
periodically occuring disease. He called it ,,Epidemische acute Meningitis serosa“. The virus
was first described as the cause of the disease in Russia in 1937. In Czechoslovakia, the virus
was described in 1947 in Prague by virologists FrantiSek Galia and Josef Rampas. The first
succesful virus isolation in Czechoslovakia was from Beroun district, the next successful
isolation was in VySkov district made by Dr. Krej¢i. The virus was later isolated in other
European countries as well. The hypothesis, that the virus is transmitted by ticks, was proved
by Dr. Rampas and Dr. Galia by the isolation of the virus directly from the ticks Ixodes
ricinus, collected in the Beroun district. The transmission of the virus by alimentary route was
first described in 1951 near east Slovakian town Roznava. The virus was transmitted by
drinking nonpasteurized sheep milk. The laboratory infection is possible, when laboratory
staff works with the viable virus.

The Tick Borne Encephalitis virus is part of the genus Flavivirus , family Flaviviridae. It is an
enveloped virus with cubic symetry. Virus particles are round shaped, with diameter 50-60
nm. The central part is nucleus, containing viral RNA, enveloped by protein capsid and
lipoprotein envelope. Lipoprotein envelope is double lined and contains important antigens -
glycoprotein E and menbrane protein M.

Tick Borne Encephalitis is transmitted by ticks. The incidance is therefore closely connected
to the activity of the ticks in nature. The activity of the ticks depends on the season,
temperature, humidity and altitude. The presence of people in focal point is also essential.
Tick Borne Encephalitis is an infection with the natural focal point. Its natural reservoir are
mainly small rodents and other wild animals. Human activity in nature can lead to the
transmission of the disese to humans. Human are a blind end of the transmission chain, no
interhuman transmisson was described.

The virus penetrates the organism via the tick bite. The virus penetrates to the skin from
salivary glands of the tick through the small wound. The primary multiplication starts there.
The virus is later spread by lymphatic system to the blood stream. This corresponds with the



first phase of the infection. The second phase of the infection is accompanied by secondary
viremia, the virus multiplies in various tissues and spreads into the central nervous system.

The incubation period before the beginning of the first phase is 7-14 days. The first phase
may proceed under the clinical picture of mild, flu- like virosis with the increased
temperature, muscle pain and fatigue. This period lasts 1 to 2 days, maximum 6 days. After
the first phase there is a period of approximately one week without any signs of the disease.
After this period the second phase may occur, with sthe signs of meningitis,
menigoencephalitis or myelitis. The treatment is symptomatic. To diminish the symptoms of
the disease, analgetics, antipyretics , anticonvulsives and sometimes antiedematic treatment is
indicated.

The epidemiological mesures are based on education and vaccination. The vaccine is
available since the eigties of the last century.

Laboratory diagnostic may use direct or indirect detection of the virus. The methods of direct
detection are cultivation on a cell culture or on suckling mice. Recently used method is RT
PCR. Indirect virus detection is investigation of specific antibodies in blood. Various
methods can be used, for example hemagglutination inhibitory test, complement binding
reaction, virus neutralisation test or indirect fluorescence, but the most frequently used
method is imuno assay (ELISA).

The goal of the experimental part of this bachelor thesis was to investigate the antibodies
against the Tick Borne Encephalitis virus in patient‘s sera. The sera, used for the experimental
part were sent to the virological laboratory during the whole year 2014. The diagnostic value
of the test was evaluated. Small part of the sera were sent for the control of the immunity after
the vaccination.

Three hypothesis were tested in the experimental part.

The first one was to prove that the serologic testing has a key role in laboratory diagnosis of
the Tick Borne Encephalitis. Results of the testing of 1264 patient‘s sera showed that the
investigation of IgG and IgM in sera and the interpretation of the results is important for the
correct diagnosis of the disease and for the evaluation of the immunity after the vaccination as
well. The laboratory method used in the experiment is fast and the evaluation of the results is
clearly described by the producer of the diagnostic set. The first hypothesis was proved.

Second hypothesis assumed, that when the basal testing will be extended by the testing of the
avidity of the 1gG, the testing will have greater value for the evaluation of the indeterminate
results. Seven such patients were tested, all with atypical course of the disese. The clinician
was in doubt, if the disease is realy TBE. In all cases, the high avidity index showed, that the
antibodies were not of acute infection but they were anamnestic antibodies. The second
hypothesis was proved.

Third hypothesis assumed, that most of the vaccinated people have detectable antibodies in
IgG class. The results presented in the thesis show, that this hypothesis was proved.
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TBEV
TMB
VIEU
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cytotoxické T-lymfocyty
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centralni nervovy systém

hrani¢ni zona

enzymem znacend imunosorbentni analyza
program evidence, analyzy a vyskytu infekénich nemoci v CR
hemaglutina¢né inhibi¢ni test

imunofluorescence

imunoglobulin G

imunoglobulin M

klistova encefalitida

komplement fixacni reakce

klistova meningoencefalitida

Hlavni histokompatibilni systém
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virus klistové encefalitidy

tetramethylbenzidin - chromogenni substrat
Videnské ELISA jednotky - Institut virologie Viden
virus neutraliza¢ni test

Svétova zdravotnicka organizace
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Uvod
Klistova encefalitida je infek¢ni virové onemocnéni s afinitou k centralnimu nervovém

systému, které bylo na naSem uzemi popsano v roce 1947 jako ¢eskoslovenska encefalitida
prazskymi virology MUDr. FrantiSkem Galliou a MUDr. Josefem Rampasem.

Pivodcem onemocnéni je RNA virus z ¢eledi Flaviviridae. Ve vlhku a pti bézné teploté
vykazuje pomérnou stalost, ale pasterizace ho ni¢i pomérné spolehlivé. Jeho pienasecem je
Vv naSich podminkach klisté Ixodes ricinus. Virus je klistaty pfenasen jak na ¢lovéka, tak i na
teplokrevné zivocichy. Vyjimecné mize dochazet také k alimentarnim nakazédm. PredevSim
mlékem ovci a koz a vyrobky z nepasterizovaného mléka (syry).

Klistova encefalitida je mimo Ceskou republiku Casta i v dalSich evropskych zemich
a v Asii. Jedna se o sezénni onemocnéni s pfirodni ohniskovosti.

Po pfisati klistéte dochazi k pomnozeni viru vV podkozi a prilehlych lymfatickych
uzlindch. Lymfou a krvi je virus transportovan do dalsich organti a do CNS, kde dochazi
k jeho dalsimu pomnozeni.

V prvni f4zi onemocnéni jsou piiznaky malo charakteristické a vyznacuji se zvySenou
teplotou. Pokud se rozvine druha faze onemocnéni, dochazi k postizeni CNS, které se projevi
meningitidou, meningoencefalitidou nebo myelitidou. U osob stfedniho a vyssiho véku miva
infekce t€Z81 pritbéh s narocnou rehabilitaci, mize vést k invalidité. U nékterych jedinct miize
onemocnéni koncit 1 smrti.

Diky dostupnému ockovani je mozné incidenci onemocnéni u ohrozenych osob
Vv lokalitach s endemickym vyskytem infikovanych klist'at vyrazné snizit. S ohledem na
nedostate¢nou proockovanost populace se vyskyt klistové encefalitidy v nasich podminkach
stale nedafi vyrazné omezit.
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1 SOUCASNY STAV

1.1 Historie

Prvni zminky o onemocnéni klistovou encefalitidou se vztahuji k roku 1931, kdy
rakousky lékat H. Schneider pozoroval a poprvé popsal pravidelné se opakujici vyskyt
nemoci, kterou pojmenoval ,,Epidemische akute Meningitis serosa“ (Ruzek et al., 2015).

Virus zptsobujici toto onemocnéni byl prokazan v roce 1937 ruskymi védci ve vzorcich
od nemocnych lidi, ve vzorcich z mysi a také ve vzorcich z klist'at Ixodes persulcatus (Ruzek
etal., 2015).

V roce 1947 byl virus kli§tové encefalitidy prokazan na izemi Ceskoslovenské republiky
zasluhou prazskych virologli MUDr. Frantiska Gallii a MUDr. Josefa Rampase (Benes, 2009).
Izolace viru se podatila Dr. Galliovi z krve a mozkomiSniho moku od zemfelych, kteti se
nakazili na Berounsku a trpéli meningoencefalitidou a dale také z krve od pacientii
s aseptickou meningitidou z dalsich nemocnic v okoli Prahy. V roce 1948 izoloval virus
z krve a z moku s pomoci Dr. Gallii také MUDr. Krej¢i na VySkovsku (Rizek et al., 2015).

Leékari, ktefi se o pacienty trpici meningoencefalitidou starali, zaznamenali skutec¢nost, Ze
priblizn¢€ 75 % nemocnych udavalo v nedavné dobé pred vznikem onemocnéni kousnuti
klistétem. Domnénku, ze pfenasecem viru je klisté, potvrdili nasledné Dr. Josef Rampas a Dr.
Frantisek Gallia prikazem viru ptimo z klist'at Ixodes ricinus nasbiranych na Berounsku. Toto
bylo potvrzeno i prim. Krej¢im z klist'at sebranych na Vyskovsku (Rizek et al., 2015).

V padesatych letech byl virus KME izolovan 1 v dalSich zemich Evropy — Mad’arsko,
Bulharsko, Polsko, Rakousko, NDR, ale také v Ciné a Japonsku (Rizek et al., 2015).

V roce 1951 byl v tehdejsim Ceskoslovensku pii epidemii v okoli vychodoslovenského
mésta RoZnava popsan pienos viru kliStoveé encefalitidy nepasterizovanym mlékem, ke
kterému doslo pii poruse pasterizacniho pfistroje mlékarny zpracovavajici kravské 1 kozi
mléko. Onemocnélo tehdy 660 lidi a 271 z nich muselo byt hospitalizovano (Rlzek et al.,
2015). Pfenos alimentarni cestou byl od té doby prokazan opakovang, mimo Ceskoslovensko
i v dalsich evropskych zemich.

1.2 Obecna charakteristika viru

Viry jsou malé mikroorganismy, které mimo hostitelskou buiiku nerostou, nedé€li se
a nemaji vlastni energeticky metabolismus. Maji svoji nukleovou kyselinu k pfenosu
genetické informace. Podle té je rozd€lujeme na RNA viry a DNA viry (Bednéf et al., 1996).

Virova ¢astice je oznacovana jako virion. Sklada se z nukleoidu, ktery obsahuje stoc¢enou
nukleovou kyselinu a kapsidy, kterd je sestavena z pravidelné se opakujicich bilkovinnych
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jednotek. Na zaklad¢ symetrie uspotfadani jednotek rozeznavame viry se symetrii kubickou
nebo spirdlni. Kapsida s kubickou strukturou je tvoiena podjednotkami, které se nazyvaji
kapsoméry. Kapsidu se spirdlni (helikalni) strukturou tvoii protoméry. Nékteré viry maji
kromé kapsidy jesté dalsi obal (Votava et al., 2010).

Podle ptitomnosti obalu viry délime na obalené a neobalené.

Obalené viry maji lipoproteinovy obal, ze kterého vycnivaji pravidelné organizované
glykoproteinové vybézky. Neobalené viry jsou tvoieny pouze nukleokapsidou a jsou relativné
odolngjsi a stalejsi nez obalené, coz usnadiiuje prenos infekce i nepiimym kontaktem (Votava,
2003).

Virus klistové encefalitidy je soucasti rodu Flavivirus a fadi se do ¢eledi Flaviviridae. Je
to obaleny RNA virus s kubickou symetrii. Virové ¢astice maji kulovity tvar o velikosti 50 —
60 nm. Skladaji se z nukleoidu (obsahuje nukleovou kyselinu), proteinové kapsidy a obalu.
Kapsida obsahuje bazicky protein C. Obal tvofi lipidova dvojvrstva, ve které se nachazi dva
glykoproteiny — protein E (envelope) a protein M (membrane) (Paulus and Ruzek, 2013).
Glykoprotein E je hlavnim povrchovym antigenem virové ¢astice. Je zodpovédny za adhezi
viru Kk hostitelské bunce, piisobi jako hemaglutinin a je hlavnim cilem virus neutralizaénich
protilatek dulezitych pro specifickou imunitni odpovéd proti viru KE. Protein M se vyskytuje
jen na zralych extracelularnich virionech (Heinz, 1986).

Genom je tvofen jednofetézcovou RNA s pozitivni polaritou (Mansfeld et al., 2009).
Kodujici ¢ast virového genomu klistové encefalitidy je soucasti otevieného cteciho ramce
(ORF) o velikosti 11kb, ktery koduje polyprotein slozeny z 3414 aminokyselin. Tento
polyprotein je béhem translace st€pen bunénymi a virovymi proteazami na tii strukturni
proteiny — C (kapsidovy), M (membranovy), E (obalovy) a sedm nestrukturnich proteint —
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5 (Lindquist and Vapalahti, 2008).

K infekei buiiky dochazi po endocytdze virové Castice do cytoplazmy, kde se geneticka
informace viru uvolni z nukleokapsidy a za pomoci bunéénych ribozomt za¢ne probihat
replikace virového genomu. Sestavovani novych virovych ¢astic je dokonceno v Golgiho

komplexu. Poté jsou nové virové jednotky uvolnény do extracelularniho prostoru (Mandal,
2005).

Flaviviry jsou pomérné citlivé vuci nizkému pH, zluci, proteolytickym a lipolytickym
enzymum. Jsou likvidovany béZnymi dezinfekénimi prostfedky. I v ochranném bilkovinném
prostiedi, jakym je napfiklad krev, se virus Uplné€ inaktivuje uz béhem 30 minut pfi teploté 56
°C. Ve form¢ aerosolu ztstava virus infekéni dlouho, takze laboratorni infekce virem
rozptylenym v aerosolu jsou mozné a obavané (Votava, 2003).

Rod Flavivirus obsahuje asi 80 druhli a poddruhti. Viry jsou fazeny do 4 skupin. Ve
skupiné savcich virl pfenaSenych klistaty je kromé viru klistové encefalitidy také virus
Louping ill (virus vrtivky), virus Langat, virus Powassan, virus omské hemoragické horecky,
virus horecky Kyasanurského lesa. Zastupci ostatnich skupin jsou pfenaseny komary. Skupina
viru dengue zahrnuje viry dengue 1 az 4, ve skupin¢ virti japonské encefalitidy je virus
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japonské encefalitidy, virus West-Nile, virus saintlouiské encefalitidy, virus encefalitidy
Udoli Murray, virus Kunjin, virus Usutu (Zelena et al., 2015a). Dal3i skupina je tvofena virem
zluté zimnice. VSichni zastupci rodu vykazuji ¢astecnou antigenni piibuznost a zkiizené
reaguji v hemaglutina¢nich testech (Benes, 2009, Votava, 2003).

U viru klistové encefalitidy rozliSujeme tfi antigenni subtypy, které odpovidaji ttem
genotypum. Evropsky subtyp, dfive oznacovany jako ,,Virus stiedoevropské klistoveé
encefalitidy* zahrnuje kmeny pochazejici pfedevsim z evropskych zemi. Encefalitida
vyvoland témito kmeny mé dvoufazovy pribcéh. Onemocnéni probihd vétsinou mirné, fatalni
nasledky nastanou u méné nez 1 % pacientii. Dalnovychodni subtyp, dfive oznacovany jako
., Virus ruské jaro-letni encefalitidy* zahrnuje kmeny z Ruska, Japonska, Ciny a dalich
euroasijskych zemi. Onemocnéni vyvolané zastupci tohoto subtypu je charakteristické
zavaznym prubéhem. Do sibifského subtypu se fadi kmeny izolované v oblasti Sibite
a onemocnéni jimi vyvolané miva mirnéjsi prubéh (Razek et al., 2015).

1.3 Epidemiologie

Kligtova encefalitida se b&Zné vyskytuje ve stfedni Evropé, zejména v Rakousku a Ceské
Republice, ale i v ostatnich statech Evropy jako naptiklad v Pobalti. Toto onemocnéni se fadi
ke klasickym arbovirovym nakazam. Vektorem onemocnéni je klisté¢ druhu Ixodes ricinus.
Rezervodrem viru v ptirodé jsou pfedevsim drobni hlodavci, dale vSechna volné Zijici
teplokrevna zvifata a domaci zvitata chovana venku. Pro pfenos viru je dilezité jeho
prezivani ve slinnych zlazach klistéte. Infekci mohou pfenést vSechna vyvojova stadia
infikovaného klistéte (larva, nymfa i dospély jedinec). Mezi jednotlivymi stadii se virus
prenasi bézné, ale dochazi 1 k transovaridlnimu ptrenosu z dospé€lé samice na potomstvo.
Prokazany je také ptenos viru mezi klist'aty sanim infikovanych a neinfikovanych klist’at
soucasné na jednom hostiteli (co-feeding) (Ruzek et al., 2010).

Vyskyt KE tzce souvisi s vyskytem klistat v pfirodé, ktery je dany rocnim obdobim
(obvykle od dubna do tijna), nadmotskou vyskou, vegetaci, vlhkosti a zaroven pfitomnosti
Clovéka v mistech vyskytu infikovanych klist'at. V souvislosti s celosvétovym oteplovanim
se prodluzuje doba aktivity klistat (K#iz et al., 2012) a zaroven jsou klist'ata nalézana ve
vyS$$ich nadmoiskych vySkach, nez tomu bylo jesté v minulych letech (Danielova et al.,
2008). V Rakousku byl zaznamenan ptenos v nadmotiské vysce 1564 m n. m. (Holzmann et
al., 2009). Nejcastéji jsou riziku onemocnéni vystaveny osoby pracujici v lesnictvi,
zemédelstvi a osoby vénujici se volno¢asovym aktivitdm spojenym s pohybem ve volné
ptirodé (turisté, houbati, sportovci).

1.3.1 Prenos na ¢lovéka

Clové&k se nakazi pfisatim infikovaného klistéte. Cim déle pfisati trva, tim vice viru se
dostane s infikovanymi slinami klistéte do téla clovéka. K pfenosu onemocnéni mize dojit
1 pii konzumaci tepelné neosetieného mléka a mléénych vyrobki od infikovanych zvitat, nebo
behem porazky viremického zvitete (Ruzek et al., 2015). Vyjimecné se mlize uplatnit ptenos
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viru krevni transfizi. Mozny je také pienos pi1 manipulaci s zivym virem v laboratornich
podminkach. Mezilidsky pienos nebyl prokazan (Benes, 2009).

1.3.2 Epidemiologicka data

HIaseni onemocnéni klistovou encefalitidou v Ceskych zemich jsou evidovana od
ctyticatych let minulého stoleti. Aktualni data jsou zvetfejiiovana na internetovych strankach
Statniho zdravotniho tstavu (http://www.szu.cz/) a vydavana tiskem v podob¢ tisténych
casovych periodik.

Pocet hlagenych ptipadi klistové encefalitidy v Ceské republice v EPIDATu
Vv absolutnich ¢islech v poslednich deseti letech.

2004 | 2005 | 2006 |2007 |2008 |2009 |2010 |2012 | 2013 | 2014

643 1029 | 546 631 816 589 861 573 625 410

Zdroj: Www.SzU.cz

Souhrnné data o vyskytu onemocnéni v Evropé€ bohuZel nemaji dostatecnou statistickou
hodnotu, protoze jest¢ v roce 2011 byla KME povinné hldsenym onemocnénim pouze v 15
zemich Evropské unie. Dal$im divodem nepiesnosti mtize byt odlisna diagnostika a z toho
vyplyvajici odlisny zptsob definice pozitivnich ptipadi a jejich hlaseni. Proto bylo v roce
2012 v Evropské unii rozhodnuto o pouziti jednotné definice onemocnéni a povinnosti hlaseni
této infekce (Ammato-Gauci and Zeller, 2012).

1.4 Patogeneze

VeétSina novych poznatkil o patogenezi klistové encefalitidy byla dosazena pomoci
experimentll na tkanovych kulturdch a modelovych laboratornich zvitatech (mysi
a nékteré druhy primata) (Ruzek et al., 2010).

Po pfisati kliStéte se se sekretem ze slinnych zlaz kromé viru do hostitelského organismu
dostavaji kromé viru KE také latky branici sraZeni krve a zéroven rizné cytokiny omezujici
imunitni odpovéd’ hostitele na ptisati klistéte (Chmelaf et al., 2012).

V misté¢ sani klistéte dochazi k primarni lokalni virémii a k zachyceni viru antigen
prezentujicimi dendritickymi bunikami, které antigeny viru klistové encefalitidy prezentuji
T-lymfocytim a stimuluji jejich diferenciaci na Th (pomocné) a Tc (cytotoxické) T lymfocyty
(Ruzek et al., 2009). Pomoci makrofagt se virus dostdva do spadovych lymfatickych uzlin.
Infekce a nasledné masivni pomnozeni viru a jeho uvolnéni do krevniho fecisté odpovida
prvni f4zi onemocnéni.

Nedojde-li k eliminaci nakazy pomoci imunitni obrany infikovaného organizmu, dochazi
ve tkanich k masivnimu pomnozeni viru, sekundarni virémii a prostupu viru ptes
hematoencefalickou bariéru (Riizek et al., 2011). V centralnim nervovém systému miize virus
napadnout vSechny typy bunék. Sekundérni virémie provazi druhou fazi onemocnéni (Ruzek
etal., 2011).

16


http://www.szu.cz/

Uvadi se, Ze u pacientt s klisStovou encefalitidou dochazi k nepiimérené silné imunitni
reakci ve srovnani s pacienty s encefalitidou vyvolanou jinym virem (kupiikladu enterovirova
nebo herpeticka encefalitida). V mozkové tkani infikované virem klistové encefalitidy
dochazi k nadprodukci riznych typta cytokint (interferony a, B, v, interleukin 2, interleukin 5,
interleukin 6, nebo interleukin10). Cytokiny déle stimuluji T-lymfocyty, NK burky, tvorbu
protilatek a expresi MHC na povrchu antigen prezentujicich bunék. VSechny tyto medidtory
ruznou meérou ovliviiuji dalsi prozanétlivé reakce. ZvySené hladiny interleukinu 6,
interleukinu 8 a interleukinul2 byly rovnéz prokazany ve vzorcich séra od pacientti v akutni
fazi onemocnéni. Pravé zvysené hladiny interleukinu 6 byvaji ddvany do spojitosti se
snizenou tvorbou specifickych imunoglobulini IgG (Rlzek et al., 2015).

Experimentalné bylo prokézéano, ze za imunopatologické stavy pii onemocnéni klistovou
encefalitidou jsou zodpovédné T- lymfocyty se znakem CD8" (Riizek et al., 2009).

1.5 Klinicky obraz onemocnéni

Inkubaéni doba onemocnéni je uvadéna v rozsahu 7 az 14 dni, s krajnim rozmezim 3 az
30 dni. Ve dvou tfetinach ptipadt probiha onemocnéni klistovou encefalitidou jako
dvoufazové. V prvni fazi pacient trpi zvySenou teplotou, bolestmi hlavy, svali a celkovou
unavou. Projevy trvaji ptiblizn¢ tyden. Mezi prvni a druhou fazi nasleduje sedmidenni
bezptiznakové obdobi, ve kterém dochazi k pomnozeni viru v organech. Nejvice byva
zasazen retikuloendotelialni systém. Poté dochazi k sekundérni virémii a proniknuti viru do
CNS. Tato faze onemocnéni se manifestuje projevy meningitidy az tézké encefalitidy (Paulus
and Razek, 2013).

Onemocnéni probihajici bez klinickych projevii je oznaovano jako inaparentni. I tato
forma je doprovazena tvorbou specifickych protektivnich protilatek.

Onemocnéni, u kterého probéhne jenom prvni faze, odpovidajici primérni virémii a poté
nasleduje tizdrava je takzvané abortivni. Je charakteristické chfipkovymi klinickymi pfiznaky
(horecky, svalova Uinava, bolesti hlavy). V mozkomi$nim moku nejsou patrné Zadné zmeény.
Jak uZ bylo zminéno, po onemocnéni nasleduje protektivni imunitni odpovéd’. Tento prabeh
onemocnéni je charakteristicky pfiblizn€ pro tfetinu pacientti s klistovou encefalitidou
(Paulus and Ruzek, 2013).

Pro meningitickou formu onemocnéni jsou typické vysoké horecky nereagujici na
antipyretika, silné bolesti hlavy, svétloplachost, nevolnost, zvraceni, a horni 1 dolni
meningealni ptiznaky (pacient nepfiloZi hlavu na sternum, omezeni pokréeni nataZzenych
dolnich koncetin, atd.). V mozkomisnim moku je patologicky ndlez (zmnozeni bunék,
zvySena celkova bilkovina, zvySeny albuminovy kvocient)(Riizek et al., 2015). Jedna se
o druhy nejc¢astéjsi obraz pribéhu onemocnéni (Benes 2009).

U meningoencefalitické formy onemocnéni se ptidavaji k jiz zminovanym porucham
jesté kvalitativni 1 kvantitativni poruchy védomi riizného stupné. Ttes prstl, o¢nich vicek,
jazyka, nepfesné pohyby, poruchy mimickych nervii, ob¢as i postiZzeni vestibularniho systému
(Benes 2009).
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Posledni formou onemocnéni je obraz encefalomyelitidy, ktery se vyskytuje
s nejmensi Cetnosti. U nemocnych dochazi k rozvoji chabych paréz, obvykle jedné koncetiny.
Nejcastéji byva postizen ramenni pletenec. To se projevuje neschopnosti upazit, ¢i zvednout
pazi do vySe ramenniho kloubu (Benes, 2009). Ptiznaky zahrnuji svalové kiece, zpomaleni
srdecniho rytmu nebo krvaceni do zaludku ¢i ochrnuti. Tticet procent této formy onemocnéni
kon¢i smrti. U ostatnich pacientil, zvlasté ve vys§im véku, mize dochéazet k trvalému
ochrnuti. U ne€kterych pacientii se nasledné rozviji epilepsie (Paulus and Razek, 2013).

1.6 Infekce u déti

U déti a mladistvych byva nejcastéjsSim projevem infekce zptisobené virem klistoveé
encefalitidy onemocnéni charakteristické meningitidou. Prib&h meningitidy provazeji vysoké
horecky nad 38 °C, bolest hlavy a meningealni draZdéni, nevolnost a zvraceni. Podle
dostupnych dajti se onemocnéni vyskytuje ¢astéji u chlapct nez u divek. U chlapci je také
Castéjsi vyskyt tézsich forem onemocnéni vcetné encefalitidy. Détem se nevyhybaji ani
postencefalitické parézy, dlouhodobé bolesti hlavy a zmény v chovani, poruchy paméti,
soustfedéni, orientace, déti Spatné spi, maji ndhle potize s udrzenim pozornosti a jsou
podrazdéné (Rostasy, 2012) (Fowler et al., 2013).

1.7 Infekce u senioru

Nejrizikové&jsi skupinou jsou v souvislosti s vyskytem klistové meningoencefalitidy lidé ve
vékoveé skupin€ nad padesat let. Proockovanost proti kliStové encefalitidé se v této v€kové
kategorii plynule sniZuje. Vice neZ polovina téchto osob trpi dalSim onemocnénim, které
komplikuje prabeh infekce virem KE. Klistova encefalitida pak mivé t&€zsi a delsi prubeh,
¢asto s naro¢nou a dlouhodobou rekonvalescenci nebo s trvalymi néasledky. U téchto osob je
také statisticky dokazana vyssi imrtnost na klisStovou encefalitidu. Vykonnost imunitniho
systému u seniort s piibyvajicim vékem klesa a praveé proto je u téchto osob vic nez

u kohokoliv jin¢ho indikovéano fadné ockovani proti viru klistové encefalitidy, zaroven

s dodrzovanim vSech preventivnich opatfeni, ktera mohou zabranit infekci timto virem
(Rtzek et al., 2015).

1.8 Lécba

Terapie klistové meningoencefalitidy je pouze symptomatickd s klidovym reZimem na
luzku. Ukazuje se, Ze predCasna nepfimeiend zatéz miize u pacienta vést k prodlouzeni
rekonvalescence (Chmelik et al., 2004). U tézkych stavi je indikovana antiedematozni terapie
(Manitol, Dexamethason nebo Solumedrol) a Iéky na prokrveni mozku (Pentoxyphyllin). Pti
pomalé rekonvalescenci jsou ordinovany vitaminy skupiny B a 1éky zlepSujici schopnosti
lidského mysleni. Doba hospitalizace se pohybuje v rozmezi 10 az 28 dni. Po propusténi do
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domaciho oSetfovani nasleduje dalsi (n¢kolikatydenni) rekonvalescence spojena s rehabilitaci
zajist'ujici postupny navrat k pfedchozimu zpuisobu zivota (Benes, 2009).

1.9 Prevence

Pti pohybu v rizikové oblasti se doporucuje vyssi obuv, ptiléhavy odév z hladkého
materialu a pouziti insekticidii a repelentti, minimaln¢ po dobu pobytu v piirod¢€. Dulezité je
v€asné odstranéni klistéte za pouziti specidlnich klesti¢ek nebo pinzety. Ranku je potieba
peclivé vydezinfikovat, nejlépe jodovym dezinfekénim prostiedkem nebo alkoholem.

MIéko hospodaiskych zvitat (zejména ovci a koz) z rizikovych oblasti se doporucuje pred
konzumaci pasterizovat. Rizikova je rovnéz i konzumace syrti z nepasterizované¢ho mléka.
(Ruzek et al., 2010).

Ockovani proti KE je dostupné v Ceské republice od osmdesatych let minulého stoleti.
Ockovaci latky patfi mezi bezpecné a relativné malo reaktogenni. Informace ke kontrole
proockovanosti jsou ziskavany prostiednictvim cilenych studii (Lexova et al., 2014).

1.10 Vakciny

Pfedchtidkyné dnesni inaktivované vakciny FSME - IMMUN byla vyvinuta v Institutu
virologie ve Vidni (profesorem Kunzem) a v Mikrobiologickém vyzkumném institutu v Port
Down ve Velké Britanii uz v roce 1971 (Petras and Lesna, 2010). V roce 1973 ji byla udélena
licence. V roce 1989 byla vyrobena vakcina z kmene K23, ktera nese oznaceni Encepur
(Baret et al., 2003). Tato vakcina byla v roce 1991 zaregistrovana v Némecku (Petras and
Lesna, 2010).

V soucasnosti jsou v Ceské republice dostupné obé vakciny proti viru klistové
encefalitidy. Ockovaci latka FSME-IMMUN obsahujici kmen Neudorfl a je ptipravena
pomnoZenim na fibroblastech kufecich embryi. Je vyrabéna také v provedeni pro déti jako
FSME — IMMUN Junior. Vakcina Encepur je pfipravena z kmene K 23 pomnozenim na
kulturach kutecich fibroblastl. Détska forma vakciny je distribuovana pod ndzvem Encepur K
(SPC FSME IMMUN, 2014) (SPC Encepur, 2013) (Prymula et al., 2007).

Antigenni slozeni obou komerc¢nich vakcin je vysoce homologni a 1ze je tedy povaZovat
za imunogenné shodné. Tomu odpovidaji studijni vysledky serologické imunogenity
1 bezpecnosti zakladniho 1 posilujiciho ockovani provedeného zdménou jedné vakciny za
druhou (Petras and Lesna, 2010).

U obou vakcin je nutné podani tiech davek s asovymi intervaly, které jsou dany
vyrobcem vakciny. Ockovaci schéma FSME IMMUN ma dany odstup mezi prvni a druhou
davkou jeden aZ tfi mésice a tfeti ddvka nasleduje pét az dvanact méesict po druhé vakcinaci.
Zakladni ockovaci schéma pro vakcinu Encepur udava odstup mezi prvni a druhou davkou
jeden az tfi mésice a tfeti davka nasleduje za devét az dvanact méesici po druhé davce. Druhou
davku je mozné podat jiz dva tydny po prvni (SPC FSME IMMUN, 2014) (SPC Encepur,
2013).
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V letnich mésicich je doporuceno postupovat podle zrychleného imuniza¢niho schématu.
Vyrobce vakciny FSME IMMUN doporucuje interval mezi prvni a druhou davkou 14 dnt.
Tteti davku je tfeba podat za 5 az 12 mésict po druhé vakcinaci. Imunita trva tfi az Ctyfi roky
a po tfech letech je nutné preockovani booster davkou (SPC FSME IMMUN, 2014). Vyrobce
vakciny Encepur uvadi u alternativniho zrychleného o¢kovani odlisné casové schéma. Interval
mezi prvni a druhou dévkou je sedm dnt, tfeti davka je podana 21. den od zahajeni ockovani.
Nasleduje davka po 12 az 18 mésicich (SPC Encepur, 2013).

Dalsi posilujici o¢kovani je u obou vakcin doporuc¢ovano po tfech az péti letech,
Vv z&vislosti na imunitnim stavu a véku pacienta. Star§i osoby se doporucuje ockovat v kratSim
intervalu. Totéz plati pro pacienty s poruchou imunity a pacienty podstupujici hemodialyzu
(Petras and Lesna, 2010).

Kontraindikaci vakcinace je piecitlivélost na slozky vakciny nebo akutné se vyskytujici
hore¢naté onemocnéni. Ockovani je nutné zvazit u osob s autoimunnim onemocnénim (SPC
FSME IMMUN, 2014) (SPC Encepur, 2013).

Po podani vakciny se doporucuje piiméteny klidovy rezim. Jako nezaddouci ucinky po
vakcinaci se uvadi horecka, bolest paze v okoli vpichu, bolesti hlavy, zarudnuti
a zdufeni ptilehlych lymfatickych uzlin. Nezadouci Gi€inky obvykle vymizi i bez 1é¢by do 72
hodin po oc¢kovéni (SPC FSME IMMUN, 2014) (SPC Encepur, 2013).

Rozsahla vakcinace v sousednim Rakousku, ktera vedla k devadesatiprocentni
proockovanosti populace, méla pozitivni dopad na nemocnost ptedev§im v endemickych
oblastech vyskytu klistové encefalitidy. Po¢ty nemocnych se zde pocitaji maximalné
Vv desitkach ptipadl ro¢né (Petras, 2007).

Pro postexpozi¢ni podani osobam ve zvySeném riziku byl ptipraven specificky
imunoglobulinovy preparat. Jeho u¢innost je podminéna véasnym podanim do 48 hodin po
expozici. Tato latka se u nas v souc¢asné dob¢ nepouziva (Benes, 2009).

1.11 Laboratorni virologicka diagnostika

Vzhledem k nespecifickym klinickym projevim klistové encefalitidy je diferencialni
diagnostika onemocnéni zaloZena na laboratornim vySetteni klinického materialu. Laboratorni
diagnostiku miizeme provadét metodami piimého pritkazu (kultivace viru, stanoveni viroveé
RNA metodou PCR) nebo metodami nepiimého prikazu (detekce specifickych protilatek).
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1.11.1Pfimy prikaz viru

1.11.1.1 Izolace viru na zvifatech a tkanovych Kkulturach

Ptimy prukaz viru klistové encefalitidy je mozné provadét po inokulaci infek¢éniho
materialu (krev, mozkomi$ni mok), odebraného od nemocného pacienta ve viremické fazi
onemocnéni, na novorozena mysata. Po imrti pacienta na kliStovou encefalitidu 1ze virus
prokézat z mozku. Izolovany kmen je potvrzen neutralizacnim testem na mysich (Votava,
2003). V praxi se izolace viru neprovadi (Benes, 2009).

1.11.1.2 Prukaz virové RNA

Virova nukleova kyselina je detekovatelna béhem velmi rané infekce v krvi infikovanych
jedinct, stanoveni v mozkomi$nim moku nebyva mozné ani v ¢asné fazi onemocnéni.
Vysetieni se provadi pomoci RT — PCR (reverzné-transkriptni polymerazovou reakci). Post
mortem je mozné virus prokazat za pouziti RT — PCR v sek¢nim materialu (Paulus and
Ruzek, 2013).

1.11.2Nepiimy prukaz viru

Zakladem neptimého prikazu viru jsou serologické metody slouzici ke stanoveni
specifickych protilatek riznych tfid proti ptivodci onemocnéni, které jsou produktem
imunitniho systému ¢lovéka po jeho kontaktu s konkrétnim antigenem.

V minulosti pattila k zékladnim virologickym serologickym metodam pro prikaz
protilatek proti KE kuptikladu metoda KFR nebo metoda HIT. Nedostatkem téchto metod
bylo, Ze nedokazaly odlisit akutni a anamnestické protilatky. Dal$i nevyhodou bylo, Ze se
testovani provadélo z parovych sér a vysledek byl k dispozici vétSinou az v dobé, kdy
u pacienta dochazelo k postupnému zotavovani. Za signifikantni se povazoval minimalné
Ctyfnasobny vzestup specifickych protilatek v rekonvalescentnim séru. Takovéto vysledky
mély predevs§im epidemiologickou vypovédni hodnotu (Kunz and Hoffmann, 1971).

1.11.2.1 Hemaglutina¢né inhibi¢ni test

Zakladem hemaglutina¢né inhibi¢niho testu je kvantitativni stanoveni pfitomnosti
protilatek proti virovému antigenu v pacientském séru. Principem metody je skutec¢nost, Ze
protilatka navazana na hemaglutinac¢ni virus mu nedovoli pfidané krvinky aglutinovat
(inhibice virové hemaglutinace). Pfitomnost protilatek znamena inhibici aglutinace ptidanych
erytrocytd a jejich sedimentaci. Neptitomnost protilatek se projevi hemaglutinaci. Tento test
je mozné pouzit pouze u hemaglutinujicich virt (virus klistové encefalitidy, virus spalnicek,
virus chiipky, a dalsi). Ze sér je pii reakci nutné odstranovat rizné inhibitory simulujici
pfitomnost protilatek. K tomu se pouziva kaolin. Ve srovnani s protilatkami prokazanymi
komplement fixacni reakci se hemaglutinacné inhibicni protilatky objevuji diive a ve vyssich
titrech (Votava et al., 2010).
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1.11.2.2 Komplement fixacni reakce

Komplement fixa¢ni reakce je metodou majici ve virologické diagnostice dodnes své
uplatnéni, i kdyz k priikkazu protilatek proti KE se jiz bézné nepouziva. Podstata reakce
spociva ve vazbé komplementu na komplex antigenu s protilatkou. Séra k prikazu pomoci
KFR musime pted vlastni reakci tepelné inaktivovat pii teploté 56°C ve vodni lazni
k odstranéni aktivity pacientského komplementu. V prvnim kroku se vaze protilatka piitomna
V pacientském séru na specificky antigen, ktery jsme ptidali do reakce. Na takto vznikly
imunokomplex se vaze morceci komplement ptidany ve vhodném fedéni. Nedoslo-li v prvnim
kroku ke spotfebovani veskerého komplementu, reaguje prebytecny komplement s ptidanym
hemolytickym systémem (berani erytrocyty a amboceptor — krali¢i protilatka proti beranim
erytrocytim) za vzniku hemolyzy krvinek. Pokud v prvnim kroku dojde ke spotifebovani
morceciho komplementu vazbou na imunokomplex pacientské protilatky s pridanym
antigenem, odecitame zabranu hemolyzy svédcici pro pritomnost specifickych protilatek
V pacientském séru. Neobsahuje-li sérum protilatky, komplement neni spotfebovan vazbou na
imunokomplexy a navédze se na hemolyticky systém. Dochazi k hemolyze amboceptorem
senzibilizovanych beranich krvinek (Votava et al., 2010).

Vysledek udavame v titru, odvozeném od nejvyssiho fedéni diagnostikovaného séra, ve
kterém byly detekovany protilatky. Zabrana hemolyzy znamend pozitivni nalez protilatek
Vv séru. Pozitivni hemolyza sv&€d¢i pro negativni nalez (protilatky v séru pfitomné nebyly).

Komplement fixa¢ni reakce neni vhodnou reakci pro zjisténi jednotlivych tfid protilatek
a pro stanoveni titru ochrannych protilatek po vakcinaci (Anon, 2015).

1.11.2.3  Virus neutralizacni test

Tento test se povazuje za zlaty standard v serologické diagnostice flavivira. K jeho
provedeni se pouzivaji tkanové kultury. Vyuziva se toho, Ze specifické protilatky, pfitomné
v krvi pacienta, neutralizuji virovou aktivitu. V pfitomnosti protilatek jsou buiiky tkanové
kultury ochranény pied cytopatickym efektem viru. Pokud ve vySetfovaném materialu nejsou
pfitomny protilatky neutralizujici virus, dochazi k poSkozeni bunék tkanove kultury. Prace je
naro¢na na zpracovani, odecitani a predevsim s ohledem na bezpecnost zaméstnancti a na
zabranéni tniku viru do pracovniho prostiedi. V Ceské republice provadi tento test Narodni
referen¢ni laboratof pro arboviry v Ostravé a dale vyzkumna centra za uc¢elem védecké prace.
Tento test je jednim z mala, ktery nevykazuje zkiizenou reaktivitu s ostatnimi flaviviry a je
proto povazovan za vysoce specificky (Litzba et al., 2014). M4 vyznam pfi stanoveni Grovné
ochrany po oc¢kovani a v diagnostice ,,selhani ockovani (sleduje se dynamika v parovych
sérech) (Zelena et al., 2015a).

1.11.2.4 Nepfima imunofluorescence

Metoda slouzi k detekci protilatek ve vysetfovaném séru za pomoci protilatek proti
lidskym imunoglobuliniim, které jsou znacené fluoresceinem. Na podloznim sklicku jsou
nafixované buiky tkanové kultury infikované virem. Po inkubaci s vySetfovanym sérem se
pfidava antiglobulin znaceny fluoresceinem. Vysledek reakce se hodnoti ve fluorescenénim
mikroskopu (Holzmann, 2003). Komer¢né tato metoda dostupna neni.
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1.11.2.5 ELISA (enzymem znacena imunosorbentni analyza)

ELISA je jednou z nejpouzivanéjsich metod slouzicich k detekci protilatek. Zkratka
ELISA je odvozena z anglického nazvu: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. Tato
imunochemicka metoda vyuzivéa schopnosti imunoglobulini vazat se na povrch plasti
a zaroven jejich schopnosti vazby k enzymim pomoci imunoglobulinovych Fc receptort.
ELISA metodu je zaroven mozné vyuzit k prikazu antigent. Patii do skupiny
imunochemickych metod oznacovanych zkratkou EIA (Enzyme Immunoassy) pouzivajicich
enzym ke znaceni protilatky a tim i celého imunokomplexu. Navazani enzymu se v dalSim
kroku zndzorni reakci se substratem za vzniku barevného produktu. Nasledna detekce je
obvykle provadéna spektrofotometricky (existuji i modifikace fluorimetrické nebo
luminimetrické) (Votava et al., 2010). Ve virologii se metoda ELISA nej¢astéji pouziva
V rutinni praxi ke stanoveni specifickych protildtek. Stanoveni antigenu neni tak Casté.

ELISA ma n¢kolik moznych modifikaci provedeni. Mezi nej€astéji pouzivané patii
prikaz protilatek sendvicovou metodou (sandwich ELISA). Na mikrotitra¢ni desticku je
navazany antigen, na ktery se vaze detekovana protilatka. V dalSim kroku se na navdzanou
detekovanou protilatku vaze pridana, enzymem znacena protilatka proti lidskému
imunoglobulinu. Takto vznikly ,,sendvic* je po zviditelnéni enzymové aktivity komplexu
detekovan za pomoci ELISA readeru.

Dalsi variantou je capture ELISA, ktera se pouziva ke specifickému stanoveni protilatek
ve vzorku (napf. IgM), bez interference ostatnich ttid protilatek. Na desticku je navazana
protilatka proti stanovované protilatce dané tiidy ve vzorku. Nasleduje vazba specifickych
protilatek z testovaného vzorku. Po odmyti nenavazanych slozek se ptidd znaceny antigen,
pfipadné antigen a pak znaena protilatka a dokonceni probih4 detekci barevné reakce pomoci
ELISA readeru.

K detekci casné infekce 1ze pouzit stanoveni avidity IgG. V pribéhu onemocnéni avidita
(pevnost vazby) IgG protilatek na antigen stoupd. Pfidanim denatura¢niho ¢inidla, kterym je
mocovina, dojde k naruSeni vazby protilatky s antigenem. Zaroven je tentyz vzorek
vySetfovan bez ptidani ¢inidla. Vysledné hodnoceni je vyjadieno vypoctem indexu avidity.
Cim je avidita vyssi, tim del$i ub&hla doba od pocatku tvorby protilatek. Stanoveni avidity
IgG protilatek je vhodnym doplnénim a uptesnénim serologické diagnostiky klistové
encefalitidy (Zelena et al., 2015b).

23



2 CIL PRACE A HYPOTEZY

2.1 Cil prace

Cilem vyzkumné ¢asti bakalarské prace bylo stanoveni protilatek proti klistové
encefalitidé ve vzorcich od pacienti, zaslanych k vySetfeni na Pracovisté virologie
Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. v obdobi od 1. 1. 2014 do 31. 12. 2014 a jeho piinos pro
diagnostiku onemocnéni a posouzeni stavu imunity po vakcinaci.

2.2 Hypotézy

H1: Pfedpokladam, ze stanoveni protildtek metodou ELISA v laboratorni diagnostice
klistové encefalitidy ma vyznamnou tlohu.

H2: Ptedpokladam, Ze doplnéni stanoveni avidity IgG protilatek ma vyssi vypovédni
hodnotu v diagnostice spornych piipada.

H3: Pfedpokladam, ze vétSina ockované populace ma IgG protilatky proti klistové
encefalitidé.
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3 METODIKA

3.1 Charakteristika souboru

Vzorky pro svou bakalaiskou praci jsem zpracovavala v Nemocnici Ceské Budgjovice,
a.s. na Pracovisti virologie, které je soucasti Laboratote 1ékarské mikrobiologie Centralni
laboratote. Materidl od vySetiovanych pacientti (krev i mozkomis$ni mok) je predevsim
z ¢eskobudéjovické nemocnice, ostatni vzorky jsou z okolnich okresnich nemocnic, od
praktickych Iékatti a z Oc¢kovaciho centra Avenier. Pacientska séra jsem zpracovavala od
zacCatku ledna do konce prosince roku 2014. Material byl zasilan do laboratofe obvykle
s diagnézou virova encefalitida pfenasena kliStaty, neurcend virova encefalitida, horecka,
bolest hlavy, mdloba — kolaps, kousnuti nebo $tipnuti nejedovatym hmyzem ¢i s diagndézou
preventivni laboratorni vySetfeni. S ohledem na riiznorodost klinickych ptiznaki pti
onemocnéni klistovou encefalitidou byly obcas u vysetfovanych vzorkt i jiné klinické
diagnodzy.

VSechna séra jsem testovala na pfitomnost protilatek IgG a IgM proti viru klistové
encefalitidy metodou sandwich ELISA. Vzorky mozkomi$niho moku jsem testovala stejnou
metodou pouze na pritomnost IgM protilatek.

3.1.1 Odbér materiilu a transport vzorku

K vySetteni protilatek proti kliStové encefalitid€ v pacientském séru je potieba odebrat
vzorek zilni krve. Bézn¢ se krev odebira aseptickym zptisobem do sterilni zkumavky bez
protisrazlivého ¢inidla v objemu 5 ml krve (u déti je mozné odebrat 2 az 3 ml). Zpracovava se
krevni sérum. U testi, které jsem provadéla, je povoleno zpracovavat i citratovou plazmu
Z odbéru do protisrazlivého €inidla. Ostatni protisrazliva ¢inidla mohou ovlivnit vysledek
a pro diagnostiku timto testem nejsou takto provedené odbéry vhodné. Mozkomisni mok se
odebira asepticky do sterilni zkumavky. Zkumavka se vzorkem musi byt jednozna¢né
oznacena jménem, piijmenim a rodnym cCislem pacienta. Odebrané vzorky se do doby
transportu uchovavaji v chladni¢kové teploté (2 — 8 °C). Transport probiha za stejnych
teplotnich podminek v oznacenych termoboxech. Kratkodoby transport do 2 hodin pfi teploté
do 25 °C nema vliv na kvalitu vzorku.

3.1.2 Zpracovani materialu v laboratori

Vzorky jsem v laboratofi nejprve jednozna¢né identifikovala, zkontrolovala jsem tudaje
na vzorcich i zddankéach a pozadavky na vySetieni na zddance. Poté jsem vzorky krve
zcentrifugovala pii 3000 g po dobu 3 minut, aby se oddélilo sérum od krevniho kolace.

U mozkomis$niho moku s pfimeési krve jsem postupovala stejné. Po centrifugaci jsem

V laminarnim boxu u v§ech vzorkt odd¢lila sterilni jednorazovou pasteurovou pipetou krevni
sérum (plazmu, mozkomisni mok) do oznac¢enych zkumavek, které jsem do samotného
zpracovani metodou ELISA ulozila do chladni¢ky pfi teploté 2 az 8 °C.
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3.2 Diagnosticky priikaz kliStové encefalitidy

K priukazu protilatek u vySetfovanych vzorki jsem pouzila komercéni soupravy EIA TBE
Virus IgG a EIA TBE Virus IgM od firmy TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.

Test protilatek proti viru klistové encefalitidy (IgG i IgM ) je zalozen na principu
sandwich ELISA. Na pevnou fazi (jamky mikrotitra¢ni desticky) je navazany specificky
antigen viru klistové encefalitidy. Po pfidani nafedéného séra nebo moku se vazi protilatky
Z vysetfovaného vzorku na antigen v jamkach. Nereagujici proteiny jsou odstranény
promytim. Poté se ptidd konjugat, ktery obsahuje zna¢ené monoklonalni protilatky proti
lidskému IgG nebo IgM. Peroxidazova aktivita znaceného imunokomplexu se stanovuje TMB
substratem a reakce je ukoncena ptidanim zastavovaciho roztoku. Vzniklé zluté zabarveni je
umérné mnozstvi protilatek proti klistové encefalitidé ve vzorku. Intenzitu zabarveni
detekujeme spektrofotometricky pii vinové délce 450 nm (Litzba et al., 2013).

Stanoveni avidity protilatek je zalozeno na principu naruseni vazby mezi antigenem
a protilatkou. Vysetfeni se provadi metodou ELISA. Nafedény vysetfovany vzorek kapeme do
dvou jamek. Po prvni inkubaci pfiddme do jedné jamky aviditni roztok a do druhé pracovni
fedéni fediciho roztoku. Reakci dokon¢ime stejné jako stanoveni IgG protilatek. Vysledek
vypocéitame z pomé&ru absorbance vzorku s aviditnim ¢inidlem k absorbanci vzorku s fedicim
roztokem. Vysledek udavame v procentech.

3.2.1 Stanoveni protilatek IgG proti viru klist’ové encefalitidy

Ke zpracovani vzorkd jsem nejprve vytemperovala komer¢ni detekéni soupravu na
laboratorni teplotu.

Souprava obsahuje:
e potaZenou destiCku s navdzanym antigenem
e negativni kontrolu (kalibrator 1) 4 U/ml
e cut off kontrolu (kalibrator 2) 20 U/ml
e pozitivni kontrolu (kalibrator 3) 80 U/ml
e kalibrator 4 (200 U/ml)

e konjugat (zvifeci imunoglobulin proti lidskému IgG znaceny peroxidazou)
V pracovnim fedéni

e fedici roztok vzorkl 2 (pufr se stabilizatory bilkovin) v pracovnim fedéni

e TMB — Complete 2 (jednoslozkovy substrat obsahujici TMB/H,0,) v pracovnim
fedéni

e promyvaci roztok (20x koncentrovany pufr, ktery se fedi destilovanou vodou —
75 ml koncentrovaného pufru + 1425 ml destilované vody)
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zastavovaci roztok (1 M roztok kyseliny sirové) v pracovnim fedéni
aviditni roztok (stabilizovany roztok mocoviny)

vicko na zakryti mikrotitracni desticky

.V prvnim kroku jsem si nafedila vySetfovana séra 1:101. Do kazdé¢ sterilni

zkumavky jsem napipetovala 1 ml fediciho roztoku pro vzorky 2, do kterého
jsem piidala 10 pl vySetfovaného séra (viz obr. €. 1).

Obrazek ¢&. 1: Redéni vzorki (foto autorka)

2. Pripravila jsem si stripy (fadky jednotlivych jamek mikrotitracni desticky) a do
jednotlivych jamek jsem napipetovala 100 pl kontrol a natedénych, promichanych
sér (viz obr. €. 2).

& & & F

Obrazek ¢. 2: Desti¢ka s nafedénymi vzorky (foto autorka)
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3. Mikrotitra¢ni desti¢ku se vzorky jsem vlozila na 30 minut do inkubatoru pii 37 °C a
zakryla ji vickem, aby nedoslo ke ztrat¢ (odpareni) vzorki a kontrol (viz obr. €. 3).

Obrézek €. 3: Inkubator BIOSAN (foto autorka)

4. Po uplynuti doby jsem vyndala desticku z inkubatoru a jamky 5x promyla
pracovnim promyvacim roztokem s minutovymi intervaly mezi jednotlivymi
kroky za pomoci promyvacky Columbus TECAN (viz. obr. €. 4).

Obrazek €. 4: Promyvacka Hydro Flex TECAN (foto autorka)

28



5. Dale jsem do kazdé jamky napipetovala 100 pl konjugétu, zakryla desticku
vickem a vloZila ji na 30 minut pii 37 °C do inkubatoru (viz. obr. €. 5).

Obrazek €. 5: Desticka s IgG konjugétem (foto autorka)

6. V dalsim kroku jsem vyndala desticku z inkubatoru, sejmula vicko a jamky
Vv desti¢ce 5x promyla pracovnim promyvacim roztokem s minutovymi intervaly
mezi jednotlivymi kroky. Do promytych jamek jsem napipetovala 100 pl
jednoslozkového substratu TMB-Complete.

7. Desti¢ku jsem dala zakrytou vickem na 15 minut inkubovat pii 37 °C do
inkubatoru (reakce s chromogennim substratem musi probihat v temnu).
(viz obr. €. 6)

Obrazek €. 6: Reakce s chromogennim substratem (foto autorka)
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8. Po 15 minutich jsem zastavila reakci pfidanim 100 ul zastavovaciho roztoku do
kazdé jamky (viz obr. €. 7)
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Obrazek ¢. 7: Zastaveni reakce (foto autorka)

9. Mc¢feni absorbance jsem provedla pii nastaveni vinové délky 450 nm vlozenim
desticky do spektrofotometru (viz obr. €. 8).

Obfézék & 8: Spéktfofotometr BIOTEK (ELISA readér) (fdto autorka)
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3.2.2 Stanoveni avidity protilatek IgG proti viru kliSt'ové encefalitidy

Ke zpracovani vzorkl jsem nejprve vytemperovala komeréni detekéni soupravu uréenou
k vySetieni IgG protilatek proti viru klistové encefalitidy na laboratorni teplotu.

Souprava obsahuje: viz predchozi ¢ast

1.

Stejné jako u predchoziho stanoveni IgG protilatek jsem si v prvnim kroku
nafedila vySetfovana séra 1:101. Do kazdé¢ sterilni zkumavky jsem napipetovala
1 ml fediciho roztoku pro vzorky, do kterého jsem ptidala 10 pl vySetfovaného
séra a nafedény obsah zkumavek jsem dobie promichala.

Ptipravila jsem si stripy a do jednotlivych jamek jsem napipetovala 100 pl kontrol
a nafedénych sér. Vzorky sér jsem kapala pro stanoveni avidity vzdy duplicitné.

Zakrytou mikrotitracni desticku se vzorky jsem vlozila na 30 minut
do inkubétoru pti 37 °C.

Po té jsem vyndala desticku z inkubatoru a jamky 5x promyla pracovnim
promyvacim roztokem s intervaly mezi jednotlivymi kroky 1 minuta
za pomoci promyvacky, jako u béZného stanoveni IgG protilatek.

V dal$im kroku jsem do vSech zdkladnich jamek napipetovala 100 pl pracovniho
fedéni promyvaciho roztoku a do kazdé druh¢ jamky kazdého vzorku jsem
napipetovala 100 pl aviditniho roztoku mocoviny ze soupravy.

Zakrytou desti¢ku jsem dala inkubovat na 15 minut pti 37 °C do inkubatoru.

Po uplynuti této doby jsem desticku vyndala a jamky promyla 5x
S jednominutovymi intervaly.

Déle jsem do kazdé jamky napipetovala 100 pl konjugétu, zakryla desticku
vickem a vloZila ji na 30 minut pii 37 °C do inkubatoru.

Po inkubaci jsem vyndala desti¢ku, sejmula vicko a jamky v desti¢ce 5x promyla
pracovnim promyvacim roztokem s intervaly mezi jednotlivymi kroky 1 minuta.
Do promytych jamek jsem napipetovala 100 ul jednoslozkového substratu TMB-
Complete.

10. Desticku jsem zakryla a dala inkubovat na 15 minut pti 37 °C do inkubatoru.

11. Poté jsem reakci zastavila piidanim 100 pl zastavovaciho roztoku.

12. Destic¢ku jsem dala do spektrofotometru a zméfila jsem intenzitu zabarveni roztokt

(absorbanci) v jamkach pii nastaveni vinové délky méfeni na 450 nm.

31



3.2.3 Stanoveni protilatek IgM proti viru kliStové encefalitidy

Ke zpracovani vzorkl jsem nejprve vytemperovala komeréni detekéni soupravu
na laboratorni teplotu.

Souprava obsahuje:

potazenou desti¢ku s navazanym antigenem

negativni kontrolu

cut off (roztok obsahujici specifické lidské protilatky v hrani¢ni koncentraci)
pozitivni kontrolu

konjugat (zvifeci imunoglobulin proti lidskému IgM znaceny peroxidazou)
V pracovnim fedéni

fedici roztok vzorkl 4 (pufr se stabilizatory bilkovin a IgG/RF sorbentem)
V pracovnim fedéni

TMB — Complete 2 (jednoslozkovy substrat obsahujici TMB/H;0;) Vv pracovnim
fedéni

promyvaci roztok (20x koncentrovany pufr, ktery jsem natedila destilovanou
vodou — 75 ml koncentrovaného pufru + 1425 ml destilované vody)

zastavovaci roztok (1 M roztok kyseliny sirové) v pracovnim fedéni

vicko na zakryti mikrotitracni desticky

Stejné jako u stanoveni protilatek IgG jsem si 1 u stanoveni IgM nejprve natfedila
séra fedicim roztokem vzorkl 1:101. Do kazd¢ sterilni zkumavky jsem
napipetovala 1 ml fediciho roztoku pro vzorky 4 (je odliSny od soupravy pro
stanoveni IgG!), do které¢ho jsem piidala 10 pl vySetfovaného séra.
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2. Redéni vzorki mozkomi§niho moku jsem provedla 1:2 fedicim roztokem vzorki
4. Do sterilni zkumavky jsem napipetovala 100ul fediciho roztoku a ptidala jsem
100ul vzorku mozkomisniho moku (viz. obr. €. 9)

Obrazek €. 9: Natedéni vzorkli — mozkomiSni mok (foto autorka)

3. Do jednotlivych jamek ptipravené mikrotitracni desticky jsem napipetovala 100ul
kontrol, natedénych vzorkl séra a mozkomisniho moku. Desticku jsem zakryla
vickem a dala inkubovat na 30 minut pfi 37 °C do inkubatoru (viz obr. €. 10)

\Q’ : 9‘,' T

Obrazek €. 10: Vzorky a kontroly v destic¢ce (foto autorka)

4. Po inkubaci jsem obsah jamek odsala a 5x promyla pracovnim fedénim
promyvaciho roztoku s ¢ekacimi intervaly po jedné minuté mezi jednotlivymi
kroky.

5. Do vSech jamek jsem pipetovala 100ul konjugatu proti lidskému IgM znaceného
peroxidazou. Desticku jsem zakryla a dala na dalSich 30 minut inkubovat pii 37
°C do inkubatoru (viz obr. €. 11)

33



Obrazek ¢. 11: Ptridani IgM konjugatu (fbté aﬁtorka)

.V dal$im kroku jsem desticku vyndala z inkubatoru a opét ji 5x promyla
s minutovymi ¢ekacimi intervaly mezi jednotlivymi cykly myti.

. Po promyti jsem do vSech jamek napipetovala 100ul jednoslozkového substratu
TMB-Complete a dala jsem zakrytou desticku inkubovat v temnu pti 37 °C na 15
minut do inkubétoru (viz obr. ¢. 12)

Obrazek ¢. 12: Reakce s chromogennim substratem (foto autorka)
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8. Probihajici reakci jsem zastavila pfidanim 100 pl zastavovaciho roztoku
(viz obr. €. 13)

9. Do 30 minut od zastaveni reakce jsem provedla na spektrofotometru meteni
absorbance vzorku pfi vinové délce 450 nm (viz obr. €. 8)

Vysledky pro stanoveni protilatek IgG i IgM proti viru klistové encefalitidy vyhodnotil
pocitacovy program na zéklad€ ptfednastaven¢ho schématu (viz obr. ¢.14)
T ——
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Obrazek ¢. 14: Vyhodnoceni zmétenych hodnot pocitatovym programem (foto autorka)

Hladiny protilatek IgG ve vzorcich jsou odecteny podle ¢tyrbodové kalibracni kiivky,
sestrojené z hodnot ziskanych zméfenim absorbanci jednotlivych kalibratort
o znamé koncentraci a udavaji se v jednotkach U/ml. Vysledky jsou hodnoceny v komentafi
k vysledku dle doporuceni vyrobce. Méné nez 18 jednotek je negativni nalez, 18 — 22
jednotek je hrani¢ni vysledek a vice nez 22 jednotek svéd¢i pro pozitivni nalez protilatek
V séru. Hrani¢ni nalezy jsou doporuceny zopakovat z nového odbéru s asovym odstupem.
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Index avidity jsem vypocitadvala ru¢né za pouziti vzorce doporuc¢ené¢ho vyrobcem
soupravy:
absorbance vzorku s avidnim cinidlem

IAv = absorbance vzorku s diluentem x 100

Hodnoty ziskané vypocétem se udavaji v procentech (%).

Interpretace indexu avidity IgG dle vyrobce testovaci soupravy udava index mensi nez 30
% jako nizkou aviditu, kterd svéd¢i pro akutni, ¢i postakutni ( 2—3 mésice po zacatku infekce)
fazi onemocnéni, piipadné pro prvni tydny po zahajeni imunizace vakcinou. Vypocet indexu
udavajici hodnoty od 31 % do 40 % znamena hrani¢ni nalez a je doporuc¢eno vySetieni
opakovat s ¢asovym odstupem. Pro diive prodélanou infekci, piipadné pro stav po ockovani
svéd¢i index avidity IgG protilatek proti viru klistove encefalitidy 41 % az 100 %.

Hladiny protilatek IgM vyhodnotil pocita¢ na zakladé vypoctu indexu pozitivity pro séra
Z poméru mezi absorbanci vzorku a primérnou absorbanci kontroly cut off. Hladiny protilatek
IgM v mozkomi$nim moku jsou stanoveny podle nasledujiciho vzorce:

absorbance vzorkm

IP =

primérnd absorbance cut off /2

Index pozitivity mensi nez 0,9 jednotek znamend negativni nalez, hodnoty indexu
v rozmezi 0,9 az 1,1 jsou hrani¢ni a hodnoty indexu vétsi nez 1,1 svédEi pro pozitivni nalez
protilatek IgM. Vysetieni hrani¢nich vzorkd, tj. s indexem pozitivity 0,9 az 1,1 je nutné
opakovat z nového odbéru za 2 az 3 tydny s ohledem na specifika daného onemocnéni.
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Schéma mikrotitrac¢ni desticky pro stanoveni IgG protilatek proti klistové encefalitide:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Kal.l1 | vz.2 | vz.10
B Kal.2 | vz.3 | vz.11
C Kal.2 | vz.4
D Kal.3 | vz.5
E Kal.3 | vz.6
F Kal.4 | vz.7
G Kal.4 | vz.8
H vz.l | vz.9
Schéma mikrotitracni desti¢ky pro stanoveni IgM protilatek proti klistové encefalitidé:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A KO- |vz.5 |vz.13
B C-O |vz.6 |vz.14
C C-O |vz.7
D KO+ |vz.8
E vz.l |vz.9
F vz.2 | vz.10
G vz.3 |vz.11
H vz.4 | vz.12

Kal kalibrator, KO- negativni kontrola, KO+ pozitivni kontrola, C-O cut off kontrola,

vz. vzorek.

37




4 VYSLEDKY

V obdobi od zacatku ledna 2014 az do konce roku 2014 jsem na Pracovisti virologie
v Nemocnici Ceské Budgjovice, a.s. zpracovala celkem 1264 vzorki. Vysledky jsem zanesla
do tabulek a zpracovala graficky.

Z celkového poctu vzorkl 1264 se jednalo o 1075 pacientli. To znamenad, ze néktefi
pacienti byli vySetfovani opakované. Divodem bylo zaslani dvou vzorki od jednoho pacienta
(krev a mozkomis$ni mok) nebo nejednoznaény vysledek z primarné zaslan¢ho vzorku, kdy
laboratof pozadovala opakovany odbér s ¢asovym odstupem k dalSimu stanoveni protilatek
proti klistové encefalitidg.
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4.1 Oddéleni pozadujici vySetieni

V nésledujicim grafu je zndzornéna Cetnost zasilani pozadavkil na vySetieni protilatek
proti klistové encefalitidé od jednotlivych zadatelti béhem uplynulého roku 2014. Vysetieni
byla pozadovana zejména lizkovymi oddélenimi, nejvice infekénim oddélenim. Pozadavky

na stanoveni pouze IgG protilatek s cilem posoudit stav imunity po ockovani piichazely
vétsinou od praktickych 1€kaiti a z o€kovaciho centra Avenier. (graf Cislo 1)

600

500

400

pocty pozadavku

700

587

Pocty vysetreni protilatek proti KE v
zavislosti na zadateli o vysSetreni

217

jednotliva oddéleni

Graf €. 1: Znazornéni Cetnosti zasilani pozadavkl na vySetieni protilatek proti klistové

encefalitid¢ od jednotlivych Zadatelii za rok 2014.

39




4.2 Sezoénni charakter onemocnéni

V nésledujicim grafu uvadim distribuci zasilanych vzorkl v pribéhu celého roku 2014.
Maximum vzorkd, 17 %, bylo vySetieno v ¢ervenci. Za Cervenec, srpen a zaii bylo vysetfeno
celkem 44 % vzorkll. Nejméné pozadavki na vySetfeni hladiny protilatek, 9 %, bylo na nase
oddéleni pfijato v zimnich mésicich (prosinec, leden, unor).

Pocty pozadavktl na vysSetreni protilatek
proti KE podle mésici
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Graf €. 2: Sezonni charakter distribuce vzorkl v pribéhu roku 2014.
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4.3 Vék a pohlavi vySetrovanych

Graf znazornuje ¢etnost pozadavkil na vySetfeni protilatek proti klistové encefalitide
v roce 2014 u muzl a u zen v zavislosti na véku. Z celkového poc¢tu 1264 pozadavkl bylo 640
muzll a v 624 zen. Nejcastéji byly testovany protilatky u muzi ve véku 31 az 40 let a to
ve 140 ptipadech. Protilatky u Zen byly v tomto vékovém obdobi vySetfeny ve 109 ptipadech.
Ve véku do jednoho roku bylo pozadovano vySetieni protilatek proti klistové encefalitidé
pouze u dvou chlapct. Ve v€ku nad devadesat let byly vySetteny protilatky u péti Zen.

Rozdéleni pozadovanych vysetreni

podle véku a pohlavi
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Graf ¢. 3: PoCty vySetfenych muzii a Zen v zavislosti na jejich veku.
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4.4 Vyskyt protilatek v mozkomiSnim moku

Na grafu €. 4 vidime pocet vzorkii mozkomisniho moku, ve kterych jsem prokazovala
pritomnost IgM protilatek proti viru klistové encefalitidy. Z celkového poctu 108 vzorkt byl
pozitivni nalez IgM pouze u jednoho vzorku v ¢ervenci a jednoho vzorku v zafi.

Pozitivni a negativni vysledky stanoveni IgM
protilatek v mozkomisnim moku
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Graf ¢. 4: Vysledky stanoveni IgM protilatek v mozkomisnim moku. Cervené — pozitivni,
oranZoveé — negativni.

Z celkového poctu 88 sér, u kterych byla detekovana pozitivita IgM protilatek, byl paralelné
vySetfen 1 mozkomisni mok v sedmi ptipadech. Pouze u dvou byla shoda v pozitivnim nélezu.

sérum IgM pozitivni, | sérum IgM negativni, | sérum IgM negativni,
IgG pozitivni IgG pozitivni IgG negativni
mok IgM pozitivni 2 0 0
mok IgM negativni 5 28 55

Tabulka €. 1: Hodnoceni nalezu IgM protilatek proti KE v mozkomi$nim moku s ohledem na
nalez IgM protilatek v séru.
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4.5 IgM protilatky v séru

Z celkového poctu 1102 bylo jako pozitivni hodnoceno 85 vzorkd, 1011 sér bylo na
prikaz specifickych IgM negativnich. Tii vzorky byly vyhodnoceny jako hrani¢ni
a bylo pozadovano vysetieni protilatek proti klistové encefalitid¢ z dalSiho odbéru,
ve kterém byl pak pozitivni ndlez IgM. Tii vzorky nebyly zpracovany.

Pozitivni a negativni vysledky stanoveni IgM
protilatek v séru
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Graf ¢. 5: Vysledky stanoveni IgM protilatek v séru. Cervené — pozitivni, modie —
negativni, Zluté — hrani¢ni, fialové — nezpracovano.
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4.6 1IgG protilatky v séru

Hladinu IgG protilatek jsem vySetiila u 1148 vzorku. 495 vzorka bylo pozitivnich
a 652 negativnich (viz graf €. 6). Jeden vzorek byl hrani¢ni a bylo laboratofi doporuceno
opakovan¢ vysetfeni z nového vzorku odebraného s ¢asovym odstupem.

Pozitivni a negativni vysledky stanoveni IgG
protilatek v séru
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Graf ¢. 6: Vysledky stanoveni IgG protilatek v séru. Cervené — pozitivni, modie —
negativni, zluté — hrani¢ni, fialové — nezpracovano.
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4.7  Souhrnny prehled provedenych testii

V nasledujici tabulce jsou uvedena souhrnna data o poctech vSech provedenych testl
stanoveni protilatek proti klistové encefalitidé za kalendaini rok 2014. Data jsou rozd€lena
podle jednotlivych kalendarnich mésicti a dale ¢lenéna dle ziskaného nélezu na pozitivni,

negativni, hrani¢ni a nezpracovano. V pravém sloupecku jsou jednotlivé soucty za kazdy
mesic a v poslednim fadku soucty provedenych testl za cely rok (viz tabulka ¢.2).

Celkovy
Hodnota mok IgM sérum [gG  sérum IgM  pocet testd
Leden pozitivni 0 1 0 1
negativni 9 29 29 67
Unor pozitivni 0 1 0 1
negativni 3 25 25 53
Biezen pozitivni 0 5 0 5
negativni 9 44 44 97
Duben pozitivni 0 4 1 5
negativni 7 64 64 135
Kvéten pozitivni 0 13 1 14
negativni 11 97 101 209
Cerven pozitivni 0 15 3 18
negativni 7 112 121 240
Cervenec pozitivni 1 23 6 30
negativni 12 171 181 364
nezpracovano 0 3 3 6
Srpen pozitivni 0 51 14 65
hranicni 0 1 2 3
negativni 13 110 143 266
Zari pozitivni 1 157 25 183
hrani¢ni 0 0 1 1
negativni 16 0 128 144
Rijen pozitivni 0 133 17 150
negativni 7 0 109 116
Listopad pozitivni 0 54 11 65
negativni 8 0 38 46
Prosinec pozitivni 0 38 7 45
negativni 4 0 28 32
Celkovy pocet
testi 108 1151 1102 2361

Tabulka ¢. 2: Souhrnny piehled provedenych testl v pritbé¢hu roku 2014.
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4.8 Postvakcinacni vyskyt protilatek IgG

V roce 2014 jsem provedla vySetfeni celkem 54 vzorki na prikaz IgG protilatek pro
posouzeni stavu protektivni imunity proti KE. Testovany soubor obsahoval material od
pacientli ve vékovém rozmezi 5 az 74 let. (viz tabulka €. 3).

2014 |Leden |Unor |Brezen |Duben |Kvéten |Cerven | Cervenec | Srpen | Z&fi |Rijen | Listopad | Prosinec | celkem
Testl 1 2 6 2 8 5 5 4| 4 7 7 3 54
Tabulka €. 3: Postvakcinacni vyskyt protilatek IgG.

V nasledujici tabulce uvadim podrobny ptehled namétenych hladin IgG protilatek.
Méné nez 18 jednotek (negativni hodnoceni) bylo prokazano u 9 pacientti. Hrani¢ni hodnota
(18 — 22 jednotek) vysla ve dvou pfipadech a pozitivni nalez protilatek proti viru klistové
encefalitidy byl zaznamenan ve vzorcich séra od 43 pacientd.
titr U/ml | 0-17 | 18-22 [23-30 |31-50 |51-70 |71-90 |91-110 |111-130 |131-150 |151-170 |171-200 |celkem
pocet
pacientu 9 2 2 8 1 4 4 2 6 6 10 54

Tabulka €. 4: Postvakcinacni vyskyt protilatek IgG. Pocty pacientl rozdélené podle hladiny
protilatek. 0 — 17 U/ml negativni nalez, 18 — 22 U/ml hrani¢ni hodnoty, 23 — 200 U/ml
pozitivni nalez IgG protilatek proti KE.
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4.9 Stanoveni avidity IgG protilatek

V pribéhu roku 2014 jsem provedla test na stanoveni avidity IgG protilatek proti viru
klistove encefalitidy u sedmi vzorkl. Podrobnosti k dosazenym vysledktim uvadim

V nasledujici tabulce €. 5.

Mésic kdy | Pohlavi Vék Klinicka | Predchozi Predchozi Index
jsem pacienta pacienta diagndza | stanoveni stanoveni IgM avidity IgG
provedla IgG protilatek (U/ml) protilatek
vysetieni protilatek

(U/ml)
Kvéten Zena 11 let R509 200/160 8,6/1,8 92%
Cerven Zena 73 let A879 180/180/170 | 1,5/1,2/1,5 74 %
Cerven muz 41 let A879 200/180 1,8/1,8 94 %
Srpen muz 67 let R51 negativni/140 | negativni/negativni | 70 %
Srpen Zena 33 let R51 150 1,2 67 %
Zari Zena 11 let R51 200 1,9 93 %
Rijen Zena 45 let R509 170/200 1,5/1,6 100 %

Tabulka €. 5: Stanoveni avidity IgG protilatek u jednotlivych pacientii. Procentualni vyjadieni
pevnosti vazby IgG. Méné& nez 30% nizka avidita, 31 — 40 % nejednoznacny nalez, 41 — 100

% vysoka avidita.

Diagnozy: R509 Horecka NS, A879 Virova meningitida NS, R51 Bolest hlavy NS.
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5 DISKUSE

Ve své bakalarské praci jsem zpracovala vzorky sér a mokt, které byly zaslany ke
stanoveni protilatek proti klistové encefalitidé metodou ELISA na Pracovisté virologie
Nemocnice Ceské Budéjovice, a.s. v obdobi od ledna do prosince roku 2014. Nésledné jsem
vyhodnotila ziskané vysledky.

Distribuce vzorkt v pribéhu roku je ziejma z dat v grafu ¢islo 2. Nejvice pozadavkt na
prikaz protilatek proti klistové encefalitidé bylo zaslano ke zpracovani v mésicich ¢ervenci
(210 pozadavka), srpnu (176 pozadavki), zati (174 pozadavki) a fijnu (141 pozadavki).

Z toho vyplyva, ze onemocnéni ma sezonni charakter, coz potvrzuji i publikované poznatky.
Na tuto skutec¢nost poukazuji i vysledky prace autort Daniela a kolektivu z roku 2009, jejichz
vyzkum je zaméfen na zmény meteorologickych faktorli, zejména pak na analyzu vlivu
kratkodobych meteorologickych zmén béhem vegetacniho obdobi a na vyskyt klistové
encefalitidy v Ceské republice (Daniel et al., 2009).

Na Slovensku se podobnému problému vénoval kolektiv Lukan, Bullova a Petko, ktefi ve
svém clanku o oteplovani klimatu a klistové encefalitidé na Slovensku publikovali poznatky
o vyskytu onemocnéni KE v zdvislosti na nadmotské vysce, teploté, a vlhkosti (Lukan et al.,
2010). Z dostupnych informaci je ziejmé, Ze toto onemocnéni ptimo souvisi s aktivitou
klistat, ktera je zavisla na teploté a vlhkosti prostfedi. Obvykle se jedna o dvouvrcholovou
ktivku v pribéhu 1éta. Podle ziskanych vysledka v nasi laboratofi byla v roce 2014 kiivka
vyskytu jednovrcholova, coz by mohlo souviset s chladnymi letnimi mésici na zacatku léta.

Z celkového poctu 1264 vzorki bylo testovano 51 % muzt a 49 % Zen (graf ¢islo 3).
V¢éku nad 50 let dosahlo 371 pacientil, coz ptedstavuje ptiblizné 30 % testovanych osob. Tato
data ukazuji celkovy pocet testovanych osob, které vyhledaly lékate s klinickymi ptiznaky
onemocnéni, s podezienim na onemocnéni klistovou encefalitidou po pfisati klistéte nebo
z epidemiologickych dlivodii (posouzeni imunity po ockovani). Podle dostupnych informaci
bylo v roce 2014 v Ceské republice hlageno 410 p¥ipadti onemocnéni KE [zdroj www.szu.cz].
Jihocesky kraj se na tomto ¢isle podilel 15 %.

Stanoveni IgM protilatek ve vzorcich sér bylo provedeno u celkem 1099 vzorkt
zZ celkového poctu 1102 pozadavki (3 vzorky byly z testovani vyfazeny po telefonické
domluvé s pozadujicim oddélenim z diivodu duplicity odbéru). Z tohoto souboru bylo 1011
sér negativnich na pfitomnost IgM protilatek proti viru klistové encefalitidy, tfi vzorky mély
hrani¢ni hodnotu a u 85 vzorkt byla prokézana pozitivni hladina protilatek. Nasledné byly
vzorky s hrani¢nim vysledkem vySetieny opakované z nového odbéru. U té€chto pacientl byla
potvrzena pfitomnost infekce, byla detekovana vyznamna hladina IgM protilatek. Ve vékové
kategorii nad 55 let tvofil zachyt 25 % (21 osob). Jedna se pravdépodobné o docasnou nebo
lokalni situaci, protoze v dlouhodobém ptehledu od roku 2004 do roku 2013 je uvadéno vyssi
procentudlni starsi generace (Lexova et al., 2014), nez vyplynulo z dat ziskanych na nasem
pracovisti.
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K pritkazu protilatek IgM proti viru klistové encefalitidy v mozkomisnim moku bylo
zaslano 108 vzorkt. Paraleln¢ bylo vysetfeno 1 90 sér. Osmnact moku bylo zaslano bez
pozadavku na vySetieni séra. Sedm vzorkti moku mélo paralelné pozitivni serologii (IgM,
IgQ), 28 pacientti m¢lo v paralelné vySetfeném moku a séru pozitivni pouze IgG protilatky
Vv séru a 55 pacientll mélo zaroven negativni prukaz protilatek proti KE v moku i v séru.
Pozitivni nalez protilatek v moku byl prikazny pouze u dvou testovanych vzorku (viz
tabulka €. 1). Bohuzel z takto malého poctu vysetienych mokt se serologickym nalezem
odpovidajicim akutni infekci nelze vyvozovat jednoznacné zavéry. I kdyz se v odborné
literatuie uvadi, ze protilatky proti klistové encefalitide, vyskytujici se v ¢asné fazi infekce
vV mozkomi$nim moku, mohou byt produktem intrathekalni syntézy, mohou pochazet z krve
pfi jejim priniku pfes poruSenou hematoencefalickou bariéru, nebo mohou ptipadné pochazet
Z krve, kterd kontaminuje mozkomis$ni mok pti odbéru (Giinther et al., 1997). Domnivam se,
ze vySetteni vétsiho souboru moki od pacientt se serologickym obrazem akutni KE v Krvi
by pfineslo jisté zajimavé a pro klinickou praxi dilezité poznatky.

Ke zhodnoceni postvakcina¢ni imunity bylo v prubéhu roku 2014 na naSe pracovisté
zaslano 54 vzorki krve, u kterych bylo pozadovano pouze stanoveni IgG protilatek proti viru
klistové encefalitidy (viz tabulka ¢islo 3). Nejcastéji byla séra zasilana v kvétnu a v fijnu.
Tato skute¢nost zobrazuje zajem populace o o¢kovéni a obecnou povédomost o sezonnim
charakteru onemocnéni. Z celkového poctu 54 testovanych vzorkt od osob ve vékovém
rozmezi 5 az 74 let bylo pouze 8 vzorkl (15 %) od osob starSich nez 55 let. To odrazi obecné
nedostate¢nd aktivni piistup k vlastnimu zdravi u starsi populace (K¥iz and Sebestova, 2014).
Pro letni mésice je indikovano zrychlené oc¢kovaci schéma. Dle doporuceni vyrobce
diagnostické soupravy bylo 9 vzorkd hodnoceno jako negativni a dva vysledky prokazaly
hrani¢ni nalez protilatek. Ve 43 vzorcich byla prokazana sérokonverze protektivnich
protilatek s riznou hladinou IgG (viz tabulka ¢islo 4). Tyto hodnoty jsou orientaéni a vyrobce
vakciny neuznava vysledek vysetfeni jako diivod ke zméné daného ockovaciho schématu.

V tomto smyslu laboratot informuje 1 oSetfujiciho 1ékare a zaleZi na ném a na pacientovi,
k jakému postupu se ptikloni.

Stanoveni avidity IgG protilatek bylo ve sledovaném obdobi provedeno pro infek¢ni
oddéleni (6x) a pro nervové oddéleni (1x). Test slouzi k diagnostice onemocnéni v piipade,
ze laboratorni testy neodpovidaji klinickému stavu pacienta. Vé&tsinou jde o nalez vysokych
hladin IgG a nizkych hladin IgM bez zndmek vyvoje v €ase pii pietrvavani klinickych obtizi
pacienta (viz tabulka ¢islo 5). U vSech pacientli jsem po provedeném testu vypocitala vysoky
index avidity IgG protilatek proti viru klistové encefalitidy, svéd¢ici pro stav po prodélaném
onemocnéni nebo po vakcinaci proti klist'ové encefalitide. Interpretace vysledku vySetteni
doplnéného o stanoveni avidity ma vyssi validitu. Ma velky vyznam zejména u atypického
prabéhu infekce, atypické protilatkové odpovédi a v diagnostice onemocnéni u ockovanych
(Zelena et al., 2015b). Toto vysetieni ve sledovaném obdobi pomohlo upiesnit sérologickou
diagnostiku klistové encefalitidy.
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6 ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo stanoveni jednotlivych tiid protilatek proti klistové
encefalitidé metodou ELISA ve vzorcich od pacientl zaslanych k vySetfeni na Pracovisté
virologie Nemocnice Ceské Bud&jovice, a. s. v pribéhu kalendainiho roku 2014 a zhodnoceni
jeho ptinosu pro diagnostiku onemocnéni a posouzeni stavu imunity po vakcinaci.

Hypotéza H1 ptfedpokladala vyznamnou ulohu metody ELISA v laboratornim stanoveni
protilatek proti klistové encefalitidé a tim v diagnostice onemocnéni. Na zaklade vysledkt
mohu tvrdit, Ze toto vysetieni ma pro Iékaie indikujici testovani pfitomnosti protilatek IgM
a IgG vyznam, jak pro spravnou diagnostiku onemocnéni, tak pro posouzeni stavu imunity
po vakcinaci. Laboratorni metoda je relativné rychld a podminky vyhodnoceni testu jsou
vyrobcem jednozna¢né dané. Casteéna automatizace za pouziti laboratornich pistroji metodu
dale zjednodusuje. Tato hypotéza byla potvrzena.

Hypotéza H2 ptedpokladala, ze doplnéni diagnostiky o stanoveni avidity IgG protilatek
ma vyssi vypoveédni hodnotu v diagnostice spornych ptipadi nez vySetteni hladiny téchto
protilatek bez stanoveni jejich avidity. Z celkového poc¢tu sedmi jednotlivych vzorka se vzdy
jednalo o pacienty s nejednoznaénou protilatkovou odpovédi, kdy indikujici 1ékat pozadoval
vySetteni, které by urcilo, zda se jednd o akutni onemocnéni, nebo o protilatky ptetrvavajici
po jiz diive prodélanou infekei €1 po vakcinaci. Ve vSech ptipadech byl vypoctem stanoven
index avidity svédcici pro vyskyt anamnestickych protilatek, nikoliv pro akutni onemocnéni.
Hypotéza H2 byla timto potvrzena.

Hypotéza H3 piedpokladala, Ze vétSina oCkované populace ma IgG protilatky
proti klistové encefalitidé. Z nami vySetiené skupiny bylo 80 % osob pozitivnich,
17 % negativnich a 3 % s hrani¢nim nalezem. Z dosazenych vysledkl vyplyva,

Ze tato hypotéza se potvrdila.
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