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SOUHRN

Cil prace: Cilem prace bylo rozsireni souc¢asné rutinnf
sérologické laboratorni diagnostiky pfiusnic o metody
primého prikazu infekéniho vyvolavatele a nasled-
na genotypizace izolovanych virl, ve snaze ziskat
podrobnéjsi informace o recentnich virech priusnic
cirkulujicich na Uzemi Ceské republiky. Dilcim cilem
pak bylo poukdzat na specifika laboratorniho vysetieni
u vysoce proockované populace a zhodnoceni soucasné
epidemiologické situace.

Material a metody: Do studie bylo zahrnuto 47 stérd
z bukalnich sliznic od pacientl s podezfenim na one-
mocnéni priusnicemi. Klinické materidly byly odebrany
v pocatku klinické manifestace. Sbér vzorkd probihal
od unora do prosince 2012 a zahrnoval pét krajl CR.
Pro izolaci viru byly pouzity bunécné kultury Vero
bunék, izolaty byly identifikovany pomoci RT-gPCR.
Genotypizaci provedla WHO Regionalni referenc¢ni
laborator pro spalnicky, zardénky a priusnice, Institut
Roberta Kocha v Berliné (RRL MMR). Jako zdroj epide-
miologickych udaj byl vyuzit systém EPIDAT.
Vysledky: Ze 47 bukalnich stérl byl ve 20 pfipadech
na Vero bunkach izolovan virus pfiusnic, v dalsich
sedmi vzorcich byla metodou RT-gPCR prokazana
pouze pfitomnost virové RNA bez pozitivni izolace.
Ke genotypizaci bylo zaslano 19 izolatl, genetickou
analyzou SH genu byla prokazana jejich fylogeneticka

ABSTRACT

Limberkova R., Lexova P.: Genotyping results,
laboratory diagnosis, and epidemiology of the
mumps virus circulating in the Czech Republic in 2012
Goal: To extend the present routine serological dia-
gnosis of mumps with the methods of direct detection
of the pathogen and subsequent genotyping of the
isolated viruses in an attempt to obtain more detailed
data on recent mumps viruses circulating in the Czech
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prislusnost ke genotypu G, a to ve ¢tyrech variantach.
V roce 20111 2012 tvorili prevaznou ¢ast nemocnych
ockovanijedinci (80 %); nejpostizenegjsi vékovou sku-
pinou byli dospivajici ve véku 15-19 let. Nejc¢astéjsi
komplikaci byla orchitida a druhou nej¢astéjsi kompli-
kaci byla meningitida. Komplikacemi byli vice postizeni
neocCkovani jedinci. 5
Zavéry: Na zvyseném vyskytu priusnic v Ceské re-
publice v roce 2012 se vyznamné podilel genotyp G,
ktery je v nejvetsi mife zodpoveédny za zvySenou ne-
mocnost ve vétsingé evropskych zemi jiz od roku 2005.
U nas byl vyskyt genotypu G poprvé prokazan v roce
2006. S ohledem na nepfriznivy epidemiologicky vyvoj
se provadeni molekuldrné epidemiologickych studif
zahrnujicich genotypizaci recentnich pfiusnicovych
kmend jevi jako nezbytné. Detailni monitorovani by
mohlo napomoci k objasnéni vzorce cirkulace viru
a k vytvoreni strategie kontroly nad vznikajicimi epi-
demiemi. Uc¢innost vakcinace ve vztahu ke genotypu,
ale i moznost prispéni vyvanuti imunity ke zvysenému
vyskytu onemocnéni jsou otdazkami, které by meély byt
doreseny.

KLiCOVA SLOVA
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Republic. Sub-goals were to point out the particularities
of the laboratory examination in the population with
a high vaccine coverage and to evaluate the current
epidemiological situation.

Material and methods: Altogether 47 buccal swabs
from patients with suspected mumps were included in
the study. Clinical specimens collected at the onset of
clinical symptoms were obtained from five administra-
tive regions of the Czech Republic from February 2012
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to December 2012. Vero cell cultures were used for virus
isolation and isolates were identified using real-time
quantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR).
Genotyping was performed by the WHO Regional
Reference Laboratory for Measles, Mumps, and Rubella
(RRL MMR), Robert Koch Institute, Berlin. The EPIDAT
system was used as a source of epidemiological data.
Results: From 47 buccal swabs, 20 mumps viruses
were isolated on Vero cells and in seven other spe-
cimens, the presence of viral RNA without positive
isolation was only detected by RT-gPCR. Nineteen
isolates were referred for genotyping. The phylo-
genetic analysis of the SH gene classified them into
genotype G, as four variants. In both 2011 and 2012,
most cases occurred in vaccinated patients (80%),
with 15-19-year-olds being the most affected age
group. The leading complication was orchitis, followed
by meningitis. More complications were reported in
non-vaccinated individuals.

uvob

Zahajenim pravidelného ockovani v roce 1987 se
snizil vyskyt onemocnéni a od roku 1997 se u nas
priusnice vyskytovaly pouze sporadicky nebo jen
v mensSich lokalnich epidemiich. Pfesto je v po-
slednich letech v Ceské republice pozorovan nartist
onemocnéni pfiusnicemi odpovidajici epidemic-
kému vyskytu.

Priusnice jsou akutnim generalizovanym virovym
onemocnénim pfevazné détského véku a pred-
stavuji celosvétové dilezity zdravotni problém.
Virus priusnic se na vnimavého hostitele prenasi
kapénkovou infekci. Inkubacni doba je obvykle
16-18 dni od expozice. Po pomnoZeni viru v nosohl-
tanu a regiondlnich lymfatickych uzlinach dochéazi
k primarni virémii, pfi niz se virus $ii do priusni
zlazy a slinnych z1az. Béhem sekundarni virémie
je pomnozeny virus distribuovan do dalSich orga-
ni, jako napt. do centrdlniho nervového systému,
pankreatu, varlat i ovarii. Virus je vylucovan sli-
nami a moci a jeho pritomnost je mozZné proka-
zat v priusni slinné Zlaze jiz tyden pred vznikem
otoku slinné zlazy a az devét dni po ném. Nejvétsi
pravdépodobnost zachytu viru je mezi 1-2 dny
pred objevenim klinickych pfiznakti a 5 dnt po je-
jich objeveni. Virus je mozné ziskat i od pacientl
s asymptomatickou infekci [1]. Inaparentné pro-
biha asi ¢tvrtina azZ tfetina vSech pfipadd, vétSina
Kklinicky manifestnich pfipadt probiha mirné, pod
obrazem horecnatého onemocnéni s jedno- nebo
oboustrannym bolestivym zdufenim pfiusni slinné
zlazy. Nejcastéjsimi komplikacemi priusnic jsou
aseptickd meningitida a orchitida, méné casté jsou

Conclusions: The increased incidence of mumps ca-
ses in the Czech Republic in 2012 was due primarily
to genotype G, the leading cause of mumps in most
European countries since 2005. The presence of ge-
notype G was first reported in the Czech Republic in
2006. In the context of the unfavourable epidemiologi-
cal trend, molecular epidemiological studies including
genotyping of recent mumps virus strains appear to
be necessary. A detailed monitoring could be helpful
in elucidating the pattern of virus circulation and in
designing strategies to control emerging outbreaks. The
vaccination efficacy in relation to the causative geno-
type and possible role of waning immunity in mumps
outbreaks are the issues that need to be addressed.
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encefalitida, ooforitida a pankreatitida. Se stou-
pajicim vékem nemocnych stoupa i riziko kom-
plikovaného priibéhu onemocnéni. Onemocnéni
pfiusnicemi v prvnim trimestru gravidity maze
vést k intrauterinni infekci a imrti plodu; ke spon-
tannimu potratu pak dochazi do 2 tydni od zacatku
infekce [2].

Virus pfiusnic patti do celedi Paramyxoviridae, pod-
Celedi Paramyxovirinae, rodu Rubulavirus. Vysoce
pleiomorfni obalené viriony s helikalni symetrii
kapsidy maji primeér 100-600 nm a obsahuji jed-
novlaknitou nesegmentovanou 15,3 kb dlouhou
RNA negativni polarity. Genom je slozeny ze 7 tran-
skripcnich jednotek (gent) kédujicich nasledujici
strukturalné a funkcné odlisné proteiny. Dva po-
vrchové glykoproteiny, hemaglutinin-neurami-
nidaza (HN) a fazni protein (F), odpovidaji nejen
za virové pohlcovani a splynuti virionu s hostitel-
skou bunécénou membranou, ale také za virovou
rekonstrukci a uvolnéni z hostitelské bunky. Oba
proteiny jsou schopny stimulovat imunitni systém
za tvorby neutraliza¢nich protilatek snizujicich
az eliminujicich nakazlivost pfiusnicového viru.
Zbyvajicich pét strukturdlnich proteinti neni imu-
nogenné vyznamnych. RNA je obalena spiralové
symetrickym nukleokapsidovym proteinem (NP).
Fosfoprotein (P) a velky protein (L) maji funkci RNA
transkriptazy. Virionova obalka je doplnéna mat-
rixovym proteinem (M) a integrdlnim membrano-
vym malym hydrofobnim proteinem (SH), jehoZ
funkce neni zatim znadma. Mimo strukturdlnich
proteint byly identifikovany také nestrukturalni
proteiny V a I, které jsou kédovany ze stejného
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uaseku genu jako fosfoprotein P a spoluticastni se
na korekci m-RNA [3].

SH gen (mRNA z 316 kb, 57 aminokyselin) je nej-
rovnani jeho sekvenci je zakladem pro rozliSe-
ni jednotlivych genotypti viru pfiusnic podle
doporuceni Mezindrodni komise pro taxonomii
virll (International Committee on Taxonomy of
Viruses - ICTV) a Svétové zdravotnické organizace
(WHO). Aktualni modifikace ptivodni nomenkla-
tury (13 genotypil A-M) v soucasné dobé uznava 12
genotypli oznacenych A-N kromé genotyptl E a M.
Tyto byly na zakladé dkladnéjsi analyzy prekla-
sifikovany: genotyp M na K a genotyp E na C [4].
V ramci jednotlivych genotypt existuji dale rizné
varianty. Jednotlivé genotypy vykazuji rozdilnou
geografickou distribuci a v urc¢itém geografickém
regionu muze cirkulovat soucasné genotypi vice.
Byla rovnéz zaznamenana zavislost mezi urcitymi
genotypy a neurovirulenci a také nedostatecna
zKktiZena protekce virus neutralizacnich protilatek
pred reinfekci jinym genotypem.

MATERIAL A METODY

V obdobi od tinora do prosince 2012 bylo do Narodni
referencni laboratofe pro zardénky, spalnicky,
priusnice a parvovirus B 19 Statniho zdravotniho
ustavu v Praze (NRL ZSP, SZU) zaslano 47 stérti z bu-
kalni sliznice od pacienti s klinickou diagnézou
parotitis epidemica bez komplikaci (B269). Jednalo
se zejména o ambulantni pacienty infekénich kli-
nik ¢i ordinaci praktickych 1ékatt ze 6 mist Ceské
republiky. Stéry z bukalni sliznice byly odebrany
do 2,5ml odbérového virového média, uchovany
a transportovany byly pfi chladnickové teploté.
Odbér byl proveden primeérneé do 2,5 dne od zacat-
ku klinické manifestace (minimum 1 den, maxi-
mum 9 dni) a do laboratote byly vzorky doruceny
pramérné do 1,6 dnti od provedeni odbéru (mini-
mum 1, maximum 7 dni).

Pro izolaci viru na tkanovych kulturach byly pouzity
Vero buriky (kontinualni linie ledvinnych bunék
kockodana zeleného) a jako rtistové médium pras-
kové médium pro tkanové kultury MEM (Gibco) se
2% bovinniho séra pro tkanové kultury (Bioveta).
Po tfi- az Sestidenni kultivaci byla provedena dru-
ha pasaz. Mnozeni viru v napadenych burikach se
projevilo cytopatickym efektem, ktery byl charakte-
rizovan zakulacenymi burikami a tvorbou syncycii
s naslednou bunécnou degradaci. Prvni projevy
mnoZeni viru byly obvykle pozorovany jiz v pocatec-
nich dnech prvni pasaze. Vzhledem k velmi dobrym
rustovym vlastnostem viru bylo zvoleno vySetfovaci
schéma, jehoZ prvnim krokem byl izola¢ni pokus
na Vero bunikach ve dvou pasazich. Nasledné by-
ly vySetfovany metodou RT-gPCR (Mumps Virus
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RT-PCRKit, Shanghai Z] Bio-Tech Co.) bukalni stéry
od vzorkd bakteridlné kontaminovanych, kultiva¢né
negativnich a od vzorkd s atypickym cytopatickym
efektem. Izolace nukleové kyseliny byla provadéna
pomoci komer¢niho izola¢niho kitu (Invitec RTP
DNA/RNA Virus Mini kit). Metoda RT-qPCR byla
pouzita rovnéz pro identifikaci virovych izolatda.

VYSLEDKY

Z celkového poctu 47 bukalnich stérc byl ve 20
pripadech na Vero burikach izolovan a nasledné
v RT-qPCR identifikovan virus priusnic (20/47;
42,6%). Pfevazna vétsina téchto stérl byla odebrana
do tfetiho dne od klinické manifestace onemocnéni
a znamKky mnoZeni viru se témér u vsech pozitiv-
nich vzorkl objevily v pocate¢nich dnech prvni pa-
saze. Do tfetiho dne prvni pasaze byl pozorovan cy-
topaticky efekt u 90 % vSech virovych izolatt (18/20).
Zbyvajicich 27 stéri, které byly bud bakterialné
kontaminované (8/47), nebo u nich byl zaznamenan
atypicky (4/47) ¢i zadny (15/47) cytopaticky efekt, by-
lo testovano metodou RT-qPCR. V sedmi z vySe zmi-
nénych 27 problematickych vzorcich byla prokazana
pritomnost RNA viru priusnic, a to ve tfech bakte-
ridlné kontaminovanych vzorcich, vjednom vzor-
ku s atypickym cytopatickym efektem a ve tfech
vzorcich, kde virova naloz byla zfejmé natolik niz-
ka (CT > 29,6), Ze izolace na tkanovych kulturach
nebyla Gspésna. Pfimym prikazem infekéniho
vyvolavatele, tzn. izolaci viru ¢i prikazem virové
RNA, byla dosazena celkova zachytnost 57,44 %
(27/47). Ke genotypizaci do RRL MMR bylo na FTA
elu¢nich mikrokartach zaslano 19 priusnicovych
izolath z druhé pasaZe na Vero bunkach. Izolaty
pochazely ze Sesti mést péti krajii Ceské repub-
liky - Karlovarského, Pardubického, Usteckého,
Libereckého a Prahy; jmenovité 2 z Karlovych Vard,
7 z Pardubic, 1z Teplic a 4 z D&lina, 3 z Ceské Lipy
a2z Prahy. Primérny vék pacientti byl 15 let a po-
hyboval se v rozmezi mezi 6 a 31 roky, Zen bylo 8
amuz{i11. Kromé dvou pacientd byli vS§ichni ocko-
vani dvéma davkami vakciny (tab. 1). VRRL MMR
byla z FTA karet extrahovana MuV RNA a nasledné
byl sekvenovan kompletni SH gen (316 nukleotidi).
Na zakladé provedené genetické analyzy byla proka-
zana piislusnost vsech zaslanych izolat{ ke geno-
typu G. V ramci tohoto genotypu byly zjistény ¢tyfi
varianty vzajemné se liSici bodovymi zaménami
nukleotidli SH genu na pozicich 165, 186 a 196.
Jednotlivé varianty byly oznacené jako varianta
G-Karlovy Vary, varianta G-Pardubice, varianta
G-Teplice a varianta G-Ceska Lipa. Ze srovnavaci
tabulky fazeni nukleotidf téchto variant plyne, Ze
s variantou Karlovy Vary byly totozné vSechny vzor-
ky z Décina a vzorek z Prahy 5, varianta Pardubice
se shodovala se vzorkem z Prahy 10 (tab. 2).
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Tabulka 1. Souhrnna tabulka genotypizovanych viril pfiusnic izolovanych v roce 2012 v CR
Table1. Genotyping results for mumps viruses isolated in the Czech Republic in 2012

. Izolace
Cislo a oznaceni ) . . " . Den otill')eru na TK Genotyp
izolatu Misto odbéru Pohlavi Vék Vakcinace po zacatlfu' GieraT - varianta
onemocnéni vira)
1-MuVi-CZE12-56 Karlovy Vary z 21 2 davky/Mopavac 2. den 1. pasaz G - Karlovy Vary
2 - MuVi-CZE12-59 Karlovy Vary M 16 2 davky/Trivivac 2.den 1. pasaz G - Karlovy Vary
3 - MuVi-CZE12-72 Pardubice M 21 neznamo 2.den 1. pasaz G - Pardubice
4 - MuVi-CZE12-73 Pardubice M 19 2 davky/Trivivac 1. den 1. pasaz G - Pardubice
5 - MuVi-CZE12-77 Pardubice M 19 2 davky/?? 2.den 1. pasaz G - Pardubice
6 - MuVi-CZE12-80 Pardubice 7 24 2 davky/Mopavac 3.den 1. pasdz G - Pardubice
7 - MuVi-CZE12-81 Pardubice 7 20 2 davky/Mopavac 3.den 1. pasaz G - Pardubice
8 - MuVi-CZE12-86 Pardubice M 3] neockovan 4.den 1. pasaz G - Pardubice
9 - MuVi-CZE12-89 Pardubice M 18 2 davky/Trivivac 9. den 1. pasaz G - Pardubice
10- MuVi-CZE12-116 Teplice M 8 2 davky/Trivivac 2.den 1. pasaz G - Teplice
- MuVi-CZE12-131 Praha 10 z 19 2 davky/Trivivac 3.den 1. pasaz G - Pardubice
12- MuVi-CZE12-152 Praha 5 z 19 2 davky/Mopavac 1.den 1. pasaz G - Karlovy Vary
13- MuVi-CZE12-260 | Ceska Lipa z 9 2 davky/Trivivac 2.den 1. pasaz G - Ceska Lipa
14- MuVi-CZE12-265 Décin M 2 davky/Trivivac 3.den 1. pasaz G - Karlovy Vary
15- MuVi-CZE12-267 Dé&cin M 11 2 davky/Trivivac 3.den 2. pasaz G - Karlovy Vary
16- MuVi-CZE12-268 Décin 7 7 2 davky/Trivivac 2.den 1. pasaz G - Karlovy Vary
17- MuVi-CZE12-270 Décin M 6 2 davky/Trivivac 1. den 1. pasdz G - Karlovy Vary
18- MuVi-CZE12-284 | Ceska Lipa 7 6 2 davky/Trivivac 2.den 1. pasaz G - Ceskd Lipa
19- MuVi-CZE12-285 Ceskd Lipa M 8 2 davky/Trivivac 2.den 1. pasaz G - Ceskd Lipa

V letech 2011 a 2012 bylo v CR hl4Seno 2 885, respekti-
ve 3902 ptipadti onemocnéni priusnicemi. Klinicky
pribéh onemocnéni byl v obou letech podobny,
komplikace se objevily u 9%, respektive 10% vSech
pripadil. Nejcastéjsi komplikaci byla orchitida, kte-
ra se vyskytla asi u10 %, respektive 13% vsech muzu.
Druhou nejcastéjsi komplikaci byla meningitida.
Podstatnym zjisténim je i fakt, Ze se vice komplikaci
projevilo u neockovanych jedincii, napt. orchiti-
da byla v roce 2012 diagnostikovana téméft u 35%
neockovanych muza a jen u necelych 9% muz
ockovanych. Vroce 20111 2012 tvorili pfevaznou ¢ast
nemocnych o¢kovani jedinci (80 %); nejpostizenéjsi
vékovou skupinou byli dospivajici ve véku 15-19 let,
kteri v roce 2012 predstavovali az 38 % vSech nemoc-
nych, nasledovali 10-14leti a dale pak 20-24leti.

DISKUSE
Zahajenim pravidelného ockovani v roce 1987
se snizil vyskyt onemocnéni a od roku 1997 se

u nas priusnice vyskytovaly pouze sporadicky
nebo jen v mensich lokalnich epidemiich. Presto
je v poslednich letech v Ceské republice pozoro-
van narst onemocnéni priusnicemi. Posledni
vyznamna vina zvySeného poctu onemocnéni
byla u nas zaznamendana mezi roky 2005-2007.
Po pfechodném sniZeni poctu pripadt v letech
2008 22009, dochazi od roku 2010 k soustavnému
nartstu poctu onemocnéni napliujicimu kritéria
epidemického vyskytu. Podobna situace ve vysky-
tu pfiusnic, vékovém rozlozeni nemocnych a vak-
cina¢nim statusu je i v fadé dalSich evropskych
zemi [5, 6, 7, 8].

Hlavni pfi¢inou soucasnych epidemii je nizka ko-
lektivni imunita, kterd neni dostatecna pro preru-
Seni epidemického §ifeni viru v populaci. Na nizsi
kolektivni imunitu proti pfiusnicim ve srovnani
s imunitou proti spalnickam a zardénkam bylo
poukazano jiz v roce 2001 po provedeni poslednich
imunologickych prehledt. Byl zjistén nesoulad
mezi proo¢kovanosti, kterd se pohybovala mezi
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Tabulka 2. Vzajemné porovnani fazeni nukleotidi jednotlivych variant genotypu G (MuV-seq-SH-CZE)
Table 2. Comparison of the nucleotide orders in various genotype G variants (MuV-seq-SH-CZE)

CTTCTCTCAC Oznaceni izolatu

Contig[0011] #161 GGTGCGACAT

GCAGCACTGT ACCAGAGATC

>12-00085_ #161 MuVi-CZE12-56-Kar. Vary

>12-00086_ #161 MuVi-CZE12-59-Kar. Vary

>152000@3M 161 NEERRER R e e e e e e MuVi-CZE12-265-Dé&cin

I e e I I MuVi-CZE12-267-Décin

MuVi-CZE12-268-D&cin

>13-00010_ #161

>13-00011_ #161 MuVi-CZE12-270-Décin

>12-00240_ #161 MuVi-CZE12-152-Praha5

40

>12-00087_#161 | == == == == == | == === oo on | - e oo | oo -T---- | MuVi-CZE12-72-Pardubice
>12-00088_#161 | == == == == == | === coemon | c-ceo oo | oo -T---- | MuVi-CZE12-73-Pardubice
>12-00089_#161 | == == <= == == | === - emon | c-oeeo oo | oo -T---- | MuVi-CZE12-77-Pardubice
>12-00090_#16] | == == == == == | == == == e-oe | eeoweoaoon | oo oo .T-- oo | MuVi-CZET2-80-Pardubice
>12-00091_#161 | == == == == == | == cwmm oo | eeeee oo | o oo T-- oo | MuVi-CZEI2-81-Pardubice
>12-00092_ #1681 | == == == == == | == a-a-a- oo | o-oooo .| oo .T-- .- | MuVi-CZET2-86-Pardubice
>12-00093_ #161 | == == == == == | mmamaea- oo ool .| oo .T---- | MuMi-CZET2-89-Pardubic
> 125002350610 SIS S S o S e S O MuVi-CZE12-131-Prahal0
e I e T e R I L e MuVi-CZE12-116-Teplice

I I e T e IE MuVi-CZE12-260-C Lipa
e I I e e I TE MuVi-CZE12-284-C Lipa
>13-00013_ #161 R T e MuVi-CZE12-285-C Lipa

97-100 % a zjiSténymi hodnotami prevalujicich
protilatek, které byly dostatecné u70-86 % vySetie-
nych [9]. Je rovnéZ nutné vzit vavahu, Ze imunita
je Casové omezena - ochrana se predpoklada po do-
bu 10-15 let, avSak omezena cirkulace divokého
viru pfiusnic zptisobila i to, Ze se u ockovanych
osob snizila moznost booster efektu. Takto muze
vznikat diskrepance mezi deklarovanym desetile-
tym pretrvavanim protilatek a sou¢asnym stavem
ve vyskytu pfiusnic. Onemocnéni postihuje nejen
neproockované skupiny populace, ale ve znac¢né
mife také osoby vakcinované.

Laboratornimi kritérii pro konfirmaci klinického
ptipadu pfiusnic jsou podle doporuceni Centra pro
kontrolu nemoci (CDC) v Atlanté z roku 2008 [10]:
izolace viru pfiusnic z klinického materialu nebo
prikaz virové RNA, dale detekce specifickych IgM
protilatek ¢i specificka protilatkova odpovéd - sé-
rokonverze nebo signifikantni vzestup protilatek.
Podle Ceské legislativy [11] patfi mezi laboratorni
kritéria také jesSté detekce nevakcinalniho kmene
pomoci monoklonalnich protilatek.
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Dosavadni strategie laboratorniho vysetfovani
pfiusnic v Ceské republice je zaloZena na stanove-
ni IgM a IgG protilatek metodou ELISA v akutnim
vzorku séra. Tyto vysledky ¢asto neumozinuji vy-
slovit jednoznacny laboratorni zavér kvili falesné
negativnim nalezm. Do tfetiho dne od klinické
manifestace onemocnéni se IgM protilatky jesté
nemusi vytvofit a aZ u 30 % vakcinovanych, kteti
tvori podstatnou ¢ast nemocnych v CR, se IgM
protilatky nevytvoii viibec. Situaci v sérologické
diagnostice vakcinovanych osob navic komplikuje
fakt, Ze u nich velmi brzy po expozici ndkaze do-
chézi k rychlému vzestupu preexistujicich IgG pro-
tilatek; vySetfenim parového vzorku séra proto ne-
ziskame vzdy obraz ocekavaného signifikantniho
vzestupu titru protilatek ¢i sérokonverze [12]. Jako
vhodné;jsi pro laboratorni diagnostiku pfiusnic se
jevi doplnit stavajici sérologii o metody primého
prikazu virové RNA ¢i izolace viru na tkanovych
kulturdch z bukalnich stér a slin, eventuilné mo-
¢inebo likvoru. Pfinosem tohoto postupu je nejen
rychly a jednoznacny diagnosticky zavér, ale také
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moznost ziskani vhodného materialu pro studium
antigenni diverzity cirkulujicich kmend. Klinicky
material pro pfimy priikaz infekéniho vyvolavatele
musi byt odebran v po¢atku onemocnéni, nejpoz-
déjido devatého dne od objeveni klinickych piizna-
k. Jako idealni se jevi provedeni odbéru do ¢tvrté-
ho azZ patého dne od za¢atku onemocnéni, kdy je
moznost zachytu viru nejvyssi, pravdépodobnost
zachytu viru poté postupné klesa. Pro nezbytnost
specifické laboratorni diagnostiky svédci rovnéz
skutecnost, Ze dalsimi moznymi etiologickymi
vyvolavateli otoku slinnych Zlaz jsou i nékteré
bakterie a dalsi viry. Nejcastéji se jedna o EBV,
viry parainfluenzy a adenoviry, dale pak lidsky
parvovirus B19 a u déti do 4 let to mlize byt i her-
peticky virus HHV-6 [13]. Zejména u sporadickych
pfipadd pfiusnic bez epidemiologické souvislosti
miuiZe vhodné laboratorni vySetfeni odhalit fales-
nou symptomatickou pozitivitu.

Virus priusnic existuje v jediném sérotypu, ale
genotypové se jednotlivé kmeny 1isi. V soucasné
dobé je definovano 12 genotypt viru pfiusnic (A-N,
vyjma E a M), v jejich ramci existuji jesté varian-
ty. Za neurovirulentni se povazuji genotypy C, D,
G, H, 1, ]. Jednotlivé genotypy vykazuji rozdilnou
geografickou distribuci. Napfiklad genotypy C, D,
G, H, J a K se vyskytuji na zapadni polokouli, za-
timco genotypy B, F, G, I a L byly prokazany v asij-
skych zemich [4, 14, 15]. Byl ovSem zaznamenan
i soucasny vyskyt riznych genotyptl na geogra-
ficky blizkém tzemi, a toivramcijednoho statu,
napt. ve Spanélsku byl v roce 2000 prokizan vyskyt
genotypu H odpovédného za ohniskovy vyskyt
a soucasneé také genotypu D, ktery vyvolaval spo-
radické pripady onemocnéni [16]. Ve Velké Britanii
od konce osmdesatych let 20. stoleti do roku 2004
soucasneé cirkulovaly genotypy C, D, H, GaJ a po-
stupné zacal pfevazovat genotyp G, fylogeneticky
odlisny od genotypu A vakcindlniho kmene, stejné
jako v ostatnich zemich s vysoce proockovanou po-
pulaci. Od roku 2005 cirkuluje po celém svété devét
genotypi: B-D, F, G-K a ¢asto dochazi k importim
mezi jednotlivymi staty [4]. Bylo prokazano, Ze
virus neutralizac¢ni protilatky neochranily pred
reinfekci heterolognim genotypem [17], nelze tedy
vyloudit, Ze dochdzi k omezeni zkiiZené protekce
mezi jednotlivymi genotypy.

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) doporu-
Cuje provadéni molekularné epidemiologickych
studii zahrnujicich genotypizaci recentnich ptius-
nicovych kment jako soucast programu surveillan-
ce [18]. Monitorovani by mohlo napomoci nejen
k objasnéni vzorce cirkulace viru a sledovani jeho
evoluce, ale mohlo by také prispét k vytvoreni stra-
tegie kontroly nad vznikajicimi epidemiemi, ktera
je nezbytna pro naplnéni aktualniho cile WHO pro
Euroregion - snizeni ro¢ni incidence pfiusnicnal

pripad na 100 000 obyvatel [19]. K dosaZeni tohoto
cile je nutna aktivni spoluprace vSech evropskych
statdi, aby bylo mozné ziskat dostatek informaci
o vyskytu jednotlivych genotypti v celé sledované
oblasti.

ZAVER

Specifika laboratorni diagnostiky vakcinovanych
osob, které tvoii témér 80 % vSech nemocnych,
vede k nutnosti roz§ifeni rutinni sérologické dia-
gnostiky o metody pfimého priikazu infekéniho
vyvolavatele. Ve vakcindlni éfe jsou tyto metody
nejen diagnosticky pfinosné, ale umoznuji také
monitorovani genotypové distribuce viru prius-
nic a zkoumani genotypové specifické imunity
populace.

Je zdokumentovano, ze jiz od roku 2005 je prevalu-
jicim genotypem v Evropé genotyp G [4], ktery je
fylogeneticky odlisny od genotypu A vakcinalnich
kment Jeryl Lynn (MMR-1I), Jeryl Lynn Sevac (ate-
nuovany ptivodni kmen sloZeny ze subkment JL2
aJL5vpomérul: 5, Trivivac) ¢i RIT 4385 (geneticky
derivat subkmenu JL5, Priorix) [3]. V Ceské republi-
ce byla poprvé provedena geneticka analyza néko-
lika kmena pfiusnic v roce 2006, na jejim zakladé
byla zjisténa ptislusnost téchto kmend ke geno-
typu G [20], predominujicimu genotypu v zemich
s vysokym vakcina¢nim pokrytim. VSechny viry
izolované v CR v roce 2012 k tomuto neurovirulent-
nimu genotypu rovnéz patii.

Na zvySeném vyskytu onemocnéni se pravdépo-
dobné podili nékolik faktorti. Jednak je to postup-
né slabnuti ochranného ucinku vakcinace, které
muiZe byt navic ovlivnéno nedostatecnou prileZi-
tosti pro setkani s pfirozené cirkulujicim virem
v obdobi mezi epidemiemi, coz potlacuje booster
efekt. Nelze ovSem ani vyloucit primarni selhavani
vakcinace v disledku genotypové neshody mezi
vakcina¢nim a cirkulujicim virem, i kdyZ zatim
neexistuji jednoznacné dtikazy o tom, Ze by tato
neshoda k selhavani vakcinace vedla ¢i Ze by byla
epidemiologicky vyznamna [14, 21, 22, 23]. Pfestoze
v nékterych pfipadech vakcinace nezabranila vzni-
ku onemocnéni, nelze opominout skutecnost, Ze
vyskyt komplikaci je u vakcinovanych vyznam-
né nizsi. Nicméné acinnost vakcinace ve vztahu
ke genotypu, ale i mozZnost pfispéni vyvanuti imu-
nity ke zvySenému vyskytu onemocnéni, jsou stale
otevienymi otazkami, které by mély byt doteSeny.

Podékovdni: Za spolupraci pfi sbéru bukalnich
stérli a poskytnuti epidemiologickych tdajt F.
Sedlackovi (Infek¢éni oddéleni Pardubické krajské
nemocnice, a.s., Pardubice), J. Poustkové (Infekéni
oddéleni Karlovarské krajské nemocnice, a. s.,
Karlovy Vary), O. Hégrové (KHS Pardubického kraje
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se sidlem v Pardubicich, protiepidemicky odbor,
Pardubice), J. Trmalovi (KHS Usteckého kraje se
sidlem v Usti nad Labem, protiepidemicky odbor,
Usti nad Labem), L. Simfinkové (KHS Usteckého
kraje se sidlem v Usti nad Labem, protiepidemicky
odbor, UP Dé&¢in), E. Polackové (KHS Usteckého
kraje se sidlem v Usti nad Labem, protiepidemicky
odbor, UP Teplice), H. KniZové (KHS Libereckého
kraje se sidlem v Liberci, protiepidemicky od-
bor, UP Ceska Lipa), M. G. Schreinerové (KHS
Karlovarského kraje se sidlem v Karlovych Varech,
protiepidemicky odbor, Karlovy Vary), Z. Frajerové
(HSHMP pobocka Zapad, oddéleni protiepidemic-
ké) a za provedeni genotypizace A. Mankertz a S.
Santibanez (WHO RRL MMR, Institut Roberta
Kocha, Berlin).
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