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Rad: Mononegavirales

Celed: Paramyxoviridae

Podceled: Paramyxovirinae

Rod: Morbillivirus  Druh: Measles morbillivirus

Matrix protein (M)

Hemagglutinin (H)

Fusion protein (F)

pleiomorfni obalené viriony s helikalni symetrii kapsidy, 150-300 nm
obalka tvofena z matrix proteinu, obalové glykoproteiny F a H
genom: 1vldknova nesegmentovana RNA negativni polarity, 15894nt
dlouhd, obalena nukleoproteinem, s P a L proteiny tvofi RNP
komplex, kéduje 8 proteint
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Rod: Rubulavirus  Druh: Mumps rubulavirus

Matrix protein (M)

Hemagglutinin (HN)

Fusion protein (F)

Nucleoprotein (N)

Polymerase (L}

pleiomorfni obalené viriony s helikalni symetrii kapsidy, 100-600 nm
obdlka tvorena z matrix proteinu, obalové glykoproteiny F a HN, SH
genom: 1vlaknova nesegmentovand RNA negativni polarity, 15384 nt
dlouha, obalena nukleoproteinem, s P a L proteiny tvofi RNP komplex,
kéduje 8 proteinl
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Zdroj: ViralZone 2014 . Swiss Institute of Bioinformatics




Case definition — laboratorni kritéria

Laboratorni kritéria - spalnicky (min. 1)
PFimy prukaz

1. izolace viru na TK

2. detekce virovée NK

Nepfimy prukaz (sérologie)
3. pozitivita IgM — nutno vyloucit:

- postvakcinacni IgM poz. (6 tydnu)

- nespecifické spalnickové IgM
testovanim IgM proti zardénkam,
parvoviru B19, EBV a HHV6

4. seérokonverze Ci signifikantni vzestup

IgG v parovém séru

5. vzestup preexistujicich IgG u reinfekci

6. detekce Ag monoklonalnimi Ab (IF)

Laboratorni kritéria - pfiusnice (min. 1)
PFimy prukaz

1. izolace viru na TK

2. detekce virové NK

Nepfimy prukaz (sérologie)
3. pozitivita IgM — nutno vyloucit:
- postvakcinacni IgM poz. (6 tydnu)

4. sérokonverze Ci signifikantni vzestup
IgG v parovém séru
5. vzestup preexistujicich IgG u reinfekci

6. detekce Ag monoklonalnimi Ab (IE
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Zdroj: vyhl. €.473/2008 Sb., o systému epidemiologické bdélosti pro vybrané infekce, ve znéni pozdéjsich predpisi "




Primy prukaz viru spa

nicek a priusnic

Spalnicky — pfimy prukaz

. PCR (1957 bodi)

* |zolace na TK (413 bodu/1 pasaz)

Vero/hSLAM — GMO - transfekce Vero bunék
plasmidem kodujicim gen pro lidskou signalni
molekulu aktivace lymfocytll — human signalling
lymphocyte-activation molecule (hSLAM)

Klinicky material

« nasopharyngealni vzorky do VTM,
sputum

« moc (nejlépe ranni)

* mozkomisni mok

odbér co nejdfive po vysevu exantému

Pfiusnice - pfimy prukaz

« PCR (1957 bodu)
 lzolace na TK (413 bodu/1 pasaz)
 Sekvenace — ur€eni genotypu

Klinicky material

» nasopharyngealni vzorky (bukalni stery,
sliny) do VTM

* mocC (nejlépe ranni)

* mozkomisni mok

odbér co nejdfive po zacatku kI|n ma-nlfestace

Vyhody: jednoznacény prukaz infekce, neinvazivni odbér, material pro sekvenaci
( legislativni povinnost laboratofi: zasilani pozitivnich izolat(i/vzorkd do NRL) *
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* Zdroj: vyhl. €.473/2008 Sb., o systému epidemiologické bdélosti pro vybrané infekce, ve znéni pozdéjSich predpisa




Neprimy prukaz viru spalniCek a priusnic

Spalnicky - nepfimy prukaz

. ELISAIgM kvalit. (328 bodui)
. ELISAIgG kvantit. (328 bodu)

Legislativni povinnost laboratofri zasilat
IgM pozitivni séra do NRL ke konfirmaci *

Klinicky material — sérum, plasma (sliny)

» akutni vzorek — idealné od 4. dne po
vysevu exantému

« rekonvalescentni vzorek nejméné 10 dni
po prvnim odbéru

Nejednoznaény prukaz:

IgM negativni — nutné vySetreni par. séra
(testovat oba vzorky soucasné! - 984 bodu)
IgM pozitivni — dif. dg IgM anti-rubella, EBV,
PV B19, HHV6 - 1640 bodu

Priusnice - nepfimy prukaz

«  ELISAIgM kvalit. (328 bodu)
- ELISAIgAkvalit. (328 bodu)
. ELISAIgG kvantit. (328 bodd)
HIT (kvantit.) (211 bodu)
. Avidita IgG (328 bodl)

Klinicky material — sérum, plasma (sliny)

* akutni vzorek — idealné od 4. dne po
zacCatku klinické manifestace

» rekonvalescentni vzorek nejméné 10 dni
po prvnim odbéru

Nejednoznacény prikaz:
IgM negativni - nutne vySetreni paroveho sera
(testovat oba vzorky soucasné! - 984 bodu)
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* Zdroj: vyhl. €.473/2008 Sb., o systému epidemiologické bdélosti pro vybrané infekce, ve znéni pozdéjSich predpist
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Spalnicky a priusnice u vakcinovanych osob

Primarni vakcinacni selhani
Charakteristiky primarni infekce (primarni imunitni odpovéd)

—> pfipad splnuje plné kritéria definice klinického obrazu (case definition)
—> laboratorni data indikuji primarni infekci

Sekundarni vakcinacni selhani

Charakteristiky reinfekce (sekundarni imunitni odpovéd)

-

—> pfipad splnuje jen ¢astecné kritéria definice klinického obrazu
- pacient se neciti dobfe (horecCka, bolest hlavy) 8
- v nékterych pripadech: %

spalniCky: exantém neni generalizovany, chybi konjunktivitida, kasel Ci ryma

pFiusnice: mirnéjsi pribéh onemocnéni, vyznamné nizsi vyskyt komplikaci
(orchitis cca 4 — 5x méneé Casto u vakcinovanych osob)

—> laboratorni data indikuji reinfekci
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Sub-regional Meeting for Measles/Rubella National Reference Laboratories from Western and Central European
Countries, Helsinki, 5-7 May 2014




Primarni infekce a reinfekce

Spalni€ky a priusnice Spalniéky Priusnice
PCR IgM IgG Avidita IgG Avidita IgG
- |. odbér |. odbé&r
nizka nizka
Primoinfekce + +/-
_ Il. odbér |l. odbér
o nizka nizka
stoupajici stoupajici
|. odbér |. odbér
Reinfekce N - - vysoka nizka
rychla i +/- Il. odbér Il. odbér
neutralizace
viru rychly vzestup vysoka vysoka

Avidita - rozliSeni primarni a sekundarni imunitni odpovédi/primarniho a sekundarniho selhani v

PP = prvni pfiznaky
Statni zdravotni ustav




Avidita IgG protilatek

Obecné:
- avidita vyjadfuje silu vazby mezi polyvalentnim antigenem a polyvalentni protilatkou
- Cim je protilatka starsi, tim je sila vazby Ag-Ab silnéjSi a avidita vyssi
- vhodna metoda pro rozliSeni primarni a sekundarni imunitni odpovédi
primarniho a sekundarniho selhani vakcinace

Spalnicky Pfiusnice
« prechod z nizké do vysoké za 160 az 180
* prechod z nizke avidity do vysoke dni po primoinfekci, pak postupny pokles
za 7 — 8 tydnu » za 6 mésict od aplikace druhé davky

vakciny vétSinou trvale jen nizka avidita
» nizkoavidni IgG prukaz

1. primoinfekce « vysokoavidni IgG prukaz
2. primarniho vakcinacniho selhani 1. probihajici infekce u reinfikovanych -
sekundarniho vakcinacni selhani u
« vysokoavidni IgG prukaz vakcinovanych (od 7. dne po zacatku on.)
sekundarniho selhani vakcinace 2. nedavné vakcinace

Statni zdravotni Ustav




IgA protilatky - laboratorni zkusenosti

Spalnicky Priusnice
(soubor 63 akutnich sér od laboratorné | (soubor 45 akutnich sér od laboratorné
potvrzenych pfipadl — epidemie 2014) | potvrzenych pripadu — epidemie 2015/6)

Na zaklade pozitivity IgM protilatek Na zakladé pozitivity IgM protilatek
laboratorné potvrzeno 37 % pfipadu laboratorné potvrzeno 69 % pripadu

Stanoveni IgA protilatek zvySilo Stanoveni IgA protilatek zvysilo
sérologickou pozitivitu jen 0 13 % sérologickou pozitivitu o dalSich 22%
(pouze IgA pozitivita u 8/63 sér) (pouze IgA pozitivita u 10/45 sér)

Doplnéni sérologie o stanoveni IgA Doplnéni sérologie o stanoveni IgA

protilatek zvysilo efektivitu protilatek zvysilo efektivitu
sérologickeé diagnostiky vysetreni sérologickeé diagnostiky vysetreni
akutniho vzorku séra na 50 % akutniho vzorku séra na 91 %

-

Statni zdravotni Ustav SZU




Spalnicky - citlivost laboratornich metod v Case

Metoda Dny od vysevu exantému Sérum (%) Sliny (%)
0-3 60 - 70 60-70
lgM* 4-14 90 - 100 90 - 100
15 - 28 100 100
0-3 <10 80
PCR 4-14 <1 50
15 - 28 0 < 20

%k
u reinfekci se IgM nemusi vytvofit kvali rychle stoupajicim IgG

[ Virus detectable in nasopharynx
Virus detectable in blood

cDs

T cells lgG

Relative levels

CcD4
T cells

_Igm

-14 -7 0 7 14 21 28
T T Days after onset of rash

Infection Rash onset

Zdroj: WHO WER No.25, 2008, 83, 225-232

Diagnostika v CR zaloZena na sérologickém

vySetreni akutniho vzorku séra

Nevyhoda

IgM neg - doplnit vySetfenim paroveho séra

IgM poz — dif dg EBV, HHVG, PV B19, rubella
vyloucit postvakcinacni IgM

Vzorky na pfimy prukaz jen vyjimecné
® problém pro molekularni surveillan

Statni zdravotni Ustav




Priusnice — efektivita laboratornich metod v case

EFEKTIVNI INDIKACE PRVNIHO LABORATORNIHO VYSETRENI

Metoda Vhodna doba Idealni doba
PCR, izolace na TK 1-9 1-5
IgM, IgA, IgG 4-10 7-10
Avidita IgG 6-10 7-10

Pro spalniCky i priusnice plati:
Zasadni informace pro validni interpretaci laboratorniho nalezu
je datum pocatku onemocnéni a stav vakcinace !!

- Laboratorni diagnostika v CR je zaloZena na sérologii akutniho vzorku séra

« Cim pozdéji je sérum odebrano, tim vy3si vypovédni hodnotu sérologickych vysledka
ziskame — do 3. dne cca 30 % IgM negativnich, nutny parovy vzorek

« Diky rychle stoupajicim IgG protilatkam u vakcinovanych dochazi k brzké neutralizaci
viru prukaznost nakazy pomoci pfimého prukazu infekéniho vyvolavatele (PCR)

rychle klesa

Nszy
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Molekularni epidemiologie — soucast surveillance

Genotypy viru spalniCek (sekvencéni analyza 450 nt nukleoproteinu N) :

« 8clades A-H , 24 subclades (A, B1-3, C1-2, D1-11, E, F, G1-3, H1-2)
* 11 z nich od 2006 neaktivnich
« dominujici genotypy Evropy D4, D8, novéji B3 (typicky pro Afriku)

B3
2006 2011 2011
Rok Genotypy Ceské republiky Measles Nucleotide Surveillance
2012 D4 database (MeaNS) - 36754 sekvenci
L _ www.who-measles.org
2014 B3 — epidemie Ustecky kraj
D8 Sample No. RKI-17-00595, MVs/Ostrava.CZE/13.17-92

MV genotype B3

2015 D8 Distinct sequence 4299, identical to Named Strain
id in MeaNS "MVs/Dublin.IRL/8.16"

2017 B3 — epidemie Moravskoslezsky kraj
D8

Statni zdravotni Ustav




Genotypy viru priusnic

Genotyp G

Praha
Pardubice
Karlovy Vary
Teplice
Ceska Lipa
Rakovnik
Trutnov
Varnsdorf
Znojmo
Brno
Nymburk

C. Budé&jovice
Liberec
Plzen
Pribram
Trebic

Zlin

Jihlava
celkem

2012 2013 2014 2015 2016 2017

(RKI)
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sekvenéni analyza 318 nt SH proteinu

12 genotypu pfiusnic A-N (vyjma E,M)
C, D, G, H - zapadni polokoule
B, F, | - Asie

v ramci genotypu existuji varianty
v CR dlouhodobé& genotyp G (2005/6)
genotypy G, C, D, H, |,J neuropatogenni

izolaty z let 2012 - 2017 jen drobné
bodové zmény v SH i HN extracelularni
doméné bez zvlastnich klinickych

a epidemiologickych projevl

znaceni genotypu
MuVs/Praha.CZE/27.15[G]
MuVi/Praha.CZE/27.15[G]




Podékovani

Sabineé Santibanez, RRL MMR, RKI, Berlin — genotypizace
viru spalnicek

Helena Jifincova, CEM, SZU — genotypizace viru pfiusnic
Jitka Prochazkova, CEM, SZU — genotypizace viru priusnic
Alexander Nagy, CEM, SZU — genotypizace viru pfiusnic




