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UvoD

Pred zavedenim ockovani proti parotitidé - séroprevalence po
prirozeném onemocnéni u déti do 15 let vice nez 90%

Po zavedeni ockovani - incidence parotitidy vyznamneé klesla
Posledni dekada 20. stoleti, USA, dalsi zeme — outbreaky priusnic
u dospivajicich a mladych dospélych regulérné ockovanych dvema
davkami ockovaci latky

Odr. 20031 v CR - rychly vzestup poctu onemocnéni parotitidou u
ockovanych déti a mladych dospélych

Nas prispevek predstavuje retrospektivni studii o vyskytu
parotitidy ve vychodnich Cechach zalozenou na vyuziti
sérologickych metod a PCR v letech 2007 az 2012 a nalezy srovnava
s vysledky ziskanymi v nasi starsi studii z let 1997 az 2005

Moznosti sérologické dg. onemocnéni parotitis epid. u ockovanych



UvoDp

Prirozena infekce - tvorba specifickych protilatek nejprve
proti solubilnimu antigenu S (=nukleoprotein) 3 az 7 dnt po
zacatku onemocneéni, detekovany az 6 mésicu po infekei (KFR)

Protilatky proti V antigenu (obalovym HN glykoproteinu a
glykoproteinu F) - 2 az 4 tydny po zacatku infekce — virus
neutralizacni (VN), hemaglutmacne inhibicni (HI) protilatky
— blokuji adsorpci virionu na bunécne receptory membrany
hostltelske bunky — protekéni imunita

Prozita infekce probihajici pod klinickym obrazem nebo 1
subklinicky zanechava dozivotni imunitu

Specificky IgM imunoglobulin - produkovan jiz od 3. az 4.
dne po zacatku klinickych priznakt akutni infekce, nejvyssi
hladiny dosahuje v prvnim az druhém tydnu po zacatku
klinickych priznakt, detekovan po dobu 2 - 3 meésice po infekci

Specifické IgG protilatky se objevuji po tydnu po zacatka
klinickych priznakt - predstavuji marker prodélané infekce
nebo stav po ockovani



EPIDEMIOLOGIE

Pred zavedenim ockovani - 90% onemocnéni u deti
mladsich 15 let véku

Infekce byly nejcastéjsi na konci zimy a na jare
Epidemie pred zavedenim ockovani - ve 2 az 4 - bletych
cyklech

Posledni sérologické prehledy v CR v roce 1996 a 2001
(projekty 16 zemi Evropské unie, European
Seroepidemiological Network, ESEN a ESEN 2 —
informace o proockovanosti, stavu imunity jak u
neockovanych tak u ockovanych jedincu

Soucasna epidemie priusnic v evropskych zemich (pr. UK
2005 - cca 56 000 prevazné mladych dospélych, ockovani)

Hlavni izolovany kmen - virus parotitidy genotyp G, D
(vakcinacni kmen Jeryl Lynn — genotyp A)



VIROLOGICKA DIAGNOSTIKA

Zakladni metoda soucasné rutinni diagnostiky
priusnic - sérologické metody

ELISA — detekce protilatek predominantne
reagujicich s core proteiny viru (ne s povrchovymi
proteiny I]{ako napr. HN antigeny, které jsou cilem VN
protilatek)

Klasické metody HIT, VNT — protekeni IgG
protilatky, rutinné ne

Sérologicka diagnostika akutniho onemocnéni:
parova séra

prukaz specifickych IgM protilatek v séru

a/nebo signifikantniho 4 nasobného vzestupu

titru specifickych 1gG protilatek v séru odebranem
za 2 az 3 tydny po zacatku onemocnéni



VIROLOGICKA DIAGNOSTIKA

Pirimy prukaz viru - PCR

Zavedena ve FN v r. 2005

Nested-PCR s reverzni transkripci (RT-n-PCR),
primery z oblasti genomu kodujici nukleoprotein
viru

Nezastupitelny vyznam - prukaz RNA primo

z likvoru — rychlost a citlivost detekovat jiz velmi
maly pocet kopii RNA (parotickd meningitida)
konfirmace — RNA ze slin



MATERIAL A METODY

Vzorky sér — retrospektivni studie 11/2007 - 06/2012
FN HK, UKM — sérologie
UKBD - PCR - likvor, sliny (pouze konfirmace)

2409 vzork? sér od 1945 pacientl z oblasti v§chodnich Cech
DL, OL -1114 vzorku

vV V V

Pacienti FN — tézsi, komplikovany pribéh - 1295 vzorku

Séra od nevakcinovanych 1 vakcinovanych pacient
(narozeni pred 1987 — skupina nevakcinovanych narozeni v

roce 1987 a mladsi — skupina vakcinovanych - sérolog.
prehledy 2001, 97 % proockovanost)

1 278 vzorku od 952 pacientu vakcinovanych
1 131 vzorkl od 993 nevakcinovanych osob



MATERIAL A METODY

Retrospektivni studie 1997 - 2005

Soubor vysetrenych pacientu ¢ital 1 006 muzu a
796 Zen

Metodika sérologie — dtto
Metodika — prukaz RNA PCR — dtto

Vysledky srovnatelné
Statistické zpracovani



MATERIAL A METODY

Sérologie

ELISA, RIDASCREEN Mumpsvirus IgM ,
RIDASCREEN Mumpsvirus IgG (R-Biopharm®,
Némecko)

semikvantitativni stanoveni - U/ml

Negativni < 24 U/ml; Hranicni -14,0 az 24,0 U/ml;
Pozitivni - > 24 U/ml

Stejny sérologicky test pouzity 1 v 1997 - 2005

PCR - kvalitativni in-house nested RT-PCR,
validovana

likvor — pouze u susp. parotitické meningitidy,
encefalitidy — zavedena pri1 studii v r. 2005



METODY A VYSLEDKY

Hodnoceni sérologickych nalezti — soucasné onemocnéni

A: I. Sérum - prukaz specifickych IgM (H,+,-), negativni IgG
II. Sérum - prukaz specifickych IgM (+, H), sérokonverze 1gG
neockovani; ockovani - primarni selhani ockovani — onemocnéni

B: 1. Sérum — negativni IgM, prukaz specifickych IgG (H,+)
II. Sérum - negativni IgM, sérokonverze IgG

ockovani — stavajici nizka hladina specifickych IgG protilatek nestaci
neutralizovat virus — onemocneni

C: I. Sérum — negativni IgM, prukaz specifickych IgG (+)

II. Sérum - negativni IgM, prukaz specifickych IgG (+) bez
signifikantniho vzestupu hladiny

ockovani — stavajici hladina specifickych IgG protilatek nestaci
neutralizovat virus — onemocnéni

Konfirmace onemocnéni: Klinicka diagnoéza, prukaz RNA PCR
I1I. vzorek séra — signifikantni vzestup hladiny IgG protilatek



ONEMOCNENI PAROTITIS EPID. U
OCKOVANYCH 2007 — 2012 - VEK




ONEMOCNENI PAROTITIS EPID. U
OCKOVANYCH 2005 — VEK
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VYSLEDKY 2007-2012 X 2005

Pocty sérologicky prokazanych onemocnéni — pouze dle
hodnoceni ,,A* a , B

Nebyly zahrnuty pripady bez IgM a signif. vzestupu IgG
Pocet onemocnéni parotitis epid. — daleko vyssi

1997 — 2005 — ze vsech vys. ockovanych - 20,4 % sérolog.
potvrzenych ockovanych nemocnych, maximum ve véku

13 — 18 let, vétsi pocet muzi, maximum pripadd — brezen
az cerven (po cely rok)

2007 — 2012 - 22,8 % sérolog. potvrzenych ockovanych
nemocnych, maximum ve veku 17 — 20 let, vetsi pocet
muzi, maximum pripadua v prvni poloviné roku



METODY A VYSLEDKY

Avidita specifickych IgG protilatek:

Potvrzeni onemocnéni u ockovanych parotitidou bez prukazu IgM a
sérokonverze IgG

Pi'fitomnost specifickych IgG protilatek s nizkou aviditou - probihajici
infekce

Pritomnost specifickych IgG protilatek s vysokou aviditou - soucasné
onemocneéni vylouceno

Fyzikalni vazba mezi jednotlivym vazebnym mistem na protilatce a
specifickym antigennim epitopem = vazebna afinita protilatky

Cim vyssi je afinita = tim pevneéjsi je spojeni protilatky a antigenu
Afinita protilatky stoupa s opakovanou expozici antigenu, plazmatické

bb. produkuji protilatky se stoupajici afinitou (pevnosti vazby na
jednotlivé antigenni epitopy)

Avidita je funkeci afinity a upevnuje se opakovanou vazbou protilatky na
1dentické epitopy antigenu

— Opakovana infekce vede k rychlé produkci IgG protilatek s vysokou
aviditou k danému antigenu



METODY A VYSLEDKY

Stanoveni avidity IgG viru parotitidy in-house
metodou — denaturacni metoda narusi vazbu IgG
protilatek s nizkou aviditou na antigen viru parotitidy na
povrchu jamky mikrotitracni desticky

avidita je stanovena v % IgG , které zustaly navazany na
antigen, tzv. indexem avidity

Liter. udaje:
index avidity <30 % = soucasna infekce
index avidity ve stredni hladinée, 40 — 60 %

Index avidity > 80 % - avidita vysoka, kdy k infekci doslo
pred delsi dobou, v anamnéze



VYSLEDKY VYUZITI TESTU AVIDITY
IGG PROTILATEK

Ockovani s onemocnénim parotitidou, ale sérologickou odpovedi
typ C, bez sérokonverze nebo vysetrené pouze 1. sérum odebrané
na zacatku onemocneni

C: I. Sérum — negativni IgM, prikaz specifickych IgG +
II. Sérum - negativni IgM, prikaz specifickych IgG +
Avidita IgG — predpoklad u onemocnéni ockovanych:
Sérum I: nizka, ve stredni hladiné
Sérum II: vysoka

Ockovani pred vice lety — bez styku s Ag zustava maly pocet
spec. B-bb. a plazmatickych bb.— nizka nedostatecna ochranna
hladina, IgG s nizkou aviditou, ve stredni hladineé

II. Sérum — probihajici onemocnéni — rychla produkce IgG
protilatek s vysokou afinitou k danému antigenu, protoze jsou
tvoreny po expanzi pametovych bunek — vysoka avidita IgG



DISKUSE

Stanoveni avidity — zlepseni sérolog. konfirmace
onemocneni u ockovanych

Porovnani vysledkti onemocnéni parotitis epid. u
ockovanych v r. 2007 — 2012 — srovnatelné s 1. 1997 - 2005

Maximum pripadi u ockovanych — vék. skupina 17 — 20
let (2007 — 2012) x 13 — 18 let (2003, 2005) — nedostatecna

hladina protektivnich protilatek za 10 az 18 let po
vakcinaci, zhodnoceni

Vliv cirkulace jiného genotypu na selhani vakciny? —
soucasné outbreaky v Evrope a USA — genotyp G —
1munitni escape? — ockovaci kmen Jerryl-Lynn genotyp A

Nutnost molekularné epidemiologické analyzy a
surveilllance



ZAVER
U cca 23 % vakcinovanych pacientu bylo onemocnéni
parotitidou sérologicky potvrzeno tvorbou IgM protilatek
a/nebo — dvojice sér! sérokonverze/4nasobny vzestup hladiny
IgG protilatek
Hodné nemocnych ,utece”, vysoké hladiny IgG jiz v 1. séru —
zalezi na dobé odbéru po zacatku onemocnéeni

Odbeér pouze 1 vzorku séra s pozitivitou jen IgG protilatek

Prinos stanoveni avidity IgG - v 1. séru by meéla byt nizka
avidita IgG
Vysledky retrospektivni studie onemocnéni parotitis epid. v

2007 — 2012 odpovidaji naleziim z predchozi studie s
maximem pripadui v letech 2003 a 2005 1 literarnim tdajtum



ZAVER
Pro zlepseni surveillance a zavedeni event. nové
strategie ockovani — nutné zhodnotit dynamiku
poklesu hladiny protilatek, nejlépe virus
neutralizacnich a porovnat s protilatkamai proti

antigenum prokazanymi metodou ELISA, za 10 a
vice let po vakcinaci

Nutné zhodnotit vyznam a diskutovany vliv
genetické variability kmenu viru parotitidy



DEKUJI ZA POZORNOST




