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SOUHRN

Cil prace: Sérologicky prikaz epidemické parotitidy mize
byt u vakcinovanych osob mnohdy obtizny, zejména pro
absenci specifickych IgM protilatek. Cilem prace bylo zjis-
tit, zda rozsireni soucasné rutinni sérologické diagnostiky
pfiusnic (stanoveni protildtek IgM a IgG v akutnim vzorku
séra) o prikaz protilatek IgA povede k zefektivnéni sérolo-
gické diagnostiky pfiusnic u vysoce proockované populace.
Soucasné bylo provedeno porovnani ELISA metod na stano-
veni ¢asnych protildtek proti viru pfiusnic - ELISA IgA a IgM
a statistické vyhodnoceni tohoto porovndni.

Materidl a metody: Do studie bylo zahrnuto 64 akutnich sér
od pacientl, u nichZ bylo laboratorné potvrzeno onemoc-
néni priusnicemi. Klinické materidly byly odebrany v po-
¢atku klinické manifestace. Séra byla vysetfena soupravou
MASTAZYME ELISA Mumps IgA (MAST DIAGNOSTICA,
Némecko) s pouzitim absorbentu MASTSORB (RF a IgG)
Absorbens a Enzygnost Anti-Parotitis-Virus/IgM (Siemens,
Némecko). Jako kontrolni skupina specificity testu na sta-
noveni IgA protilatek byl vySetfen soubor 121 akutnich sér,
kterd neméla etiologickou souvislost s virem pfiusnic. Jako
zdroj epidemiologickych udajd byl vyuzit systém EPIDAT. Pro

ABSTRACT

Limberkova R., Smiskova D., Havlickova M., Herrmannova
K., Lexova P., Maly M.: Contribution of the detection of IgA
antibodies to the laboratory diagnosis of mumps in the
population with a high vaccination coverage

Study objective: Serological diagnosis of epidemic mumps
can be difficult in vaccinated persons, particularly due to the
absence of specific IgM antibodies. The aim was to find whe-
ther adding the detection of IgA antibodies to the currently
used routine serological diagnosis of mumps (detection of
IgM and IgG antibodies in an acute serum sample) would
make the serological diagnosis of mumps more effective in
a population with a high vaccination coverage. At the same
time, ELISA kits for the detection of early IgA and IgM antibo-
dies against the mumps virus were compared and statistical
analysis of the results was performed.

Material and methods: Sixty-four acute sera from patients
with laboratory confirmed diagnosis of mumps were included
in the study. Clinical specimens were collected at the onset
of clinical symptoms. To test the sera, the MASTAZYME
ELISA Mumps IgA kit (MAST DIAGNOSTICA, Germany)
with the MASTSORB sorbent (RF and I1gG) and Enzygnost
Anti-Parotitis-Virus/IgM kit (Siemens, Germany) were used.
A panel of 121 acute sera with no epidemiological link to
mumps Vvirus served as specificity controls for the IgA assay.
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statistické hodnoceni byl pouzit McNemardyv test a Cohenlv
koeficient kappa. Pro analyzu byl pouzit statisticky software
Stata, verze 9.2 (Stata Corp LP, College Station, USA).
Vysledky: Stanoveni IgA a IgM protildtek proti viru priusnic
prokazalo shodu vysledkd u 50/64 akutnich sér, 32 pozi-
tivnich a 18 negativnich, tj. 78,12 %. U zbyvajicich 14 vzork(
byla ve 13 pripadech zjisténa pozitivita pouze IgA protildtek
a v jednom pfipadé pozitivita jen protilatek IgM. V kontrolni
skupiné byla prokazana nespecifickd pozitivita IgA protilatek
u 5/121 vzork(, coz odpovida 96% specificité.

Zavér: Nepritomnost IgM specifickych protilatek proti pa-
rotitidé je u o¢kovanych osob relativné ¢astd, presto je pri
podezreni na aktivni infekci standardné indikovdno praveé
toto vysetreni. Stanoveni protilatek IgA, které se bézné
neprovadi, vyznamné podpofilo zachytnost. Podle vysledk
predkladané studie kombinace vysetreni IgM a IgA protilatek
zvysila efektivnost sérologického prikazu v prvnich dnech
klinické manifestace z necelych 52 % na témér 72 %.

KLiCOVA SLOVA

virus parotitidy - laboratorni diagnostika - stanoveni IgA
a IgM protilatek - epidemiologie

The epidemiological data were derived from the EPIDAT
system. The level of agreement was assessed using the
McNemara test and Cohen's coefficient kappa. The Stata 9.2
software (Stata Corp LP, College Station, USA) was used for
statistical analysis.

Results: The detection of IgA and IgM antibodies against the
mumps virus yielded concordant results in 50/64 acute sera,
32 positive and 18 negative, i.e. an agreement of 78.12 %. Of
the remaining 14 samples, 13 were only IgA positive and one
was only IgM positive. The controls showed non-specific IgA
positivity in 5/121 samples which indicates a 96% specificity.
Conclusion: The absence of specific IgM antibodies against
mumps virus is relatively often seen in vaccinated indivi-
duals; nevertheless, the test is routinely used in patients
with suspected active infection. The test for IgA antibodies,
which is not routinely performed, significantly increased the
detection rate of the disease. Based on the results of the pre-
sent study, it can be concluded that the combination of the
anti-mumps IgM and IgA assays increased the effectiveness
of the serological diagnosis at the onset of clinical symptoms
from less than 52% to nearly 72%.

KEYWORDS

mumps virus - laboratory diagnosis - detection of IgA and
IgM antibodies - epidemiology
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Priusnice jsou akutni virové onemocnéni prevazné dét-
ského véku a predstavuji celosvétové zavazny zdravotni
problém. Zahdjenim pravidelného ockovaniv roce 1987 se
vyskyt epidemické parotitidy v CR vyznamné snizil. Od
roku 1997 se u nas priusnice vyskytovaly pouze sporadic-
ky nebo v mensich lokalnich epidemiich. V poslednich
letech je v§ak pozorovan zvySeny pocet onemocnéni, a to
iv ockované populaci. Nejvyssi pocet piipad byl zazna-
menan v letech 2006 a 2012 (graf 1).
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Graf 1. Incidence pfiusnic v CR od roku 1994

Fig. 1. Incidence of mumps in the Czech Republic since 1994

Virus pfiusnic se na vnimavého hostitele prenasi kapén-
kovou infekci. Inkubacni doba je obvykle 16-18 dni od
expozice. Po pomnozeni viru v nosohltanu a regional-
nich lymfatickych uzlindch dochazi k primarni virémii,
Pri niz se virus §iti do slinnych zlaz. Béhem sekundarni
virémie pomnozZeny virus atakuje dalsi organy (centralni
nervovy systém, pankreas, varlata, ovaria). Ctvrtina aZ
tfetina ptipadi probihd inaparentné, klinicky manifestni
ptipady pak pod obrazem hore¢natého onemocnéni s jed-
no- nebo oboustrannym bolestivym zdufenim priusni
slinné z1azy. NejcastéjSimi komplikacemi jsou asepticka
ritida a pankreatitida. Se stoupajicim vékem nemocnych
stoupa i riziko komplikovaného pribéhu. Onemocnéni
v prvnim trimestru gravidity mize vést k intrauterinni
infekci a amrti plodu; ke spontannimu potratu pak do-
chazi do 2 tydnt od zacatku infekce [1].

Virus priusnic patfi do celedi Paramyxoviridae, podcéeledi
Paramyxovirinae, rodu Rubulavirus. Genom je sloZeny ze 7
transkripnich jednotek (gent) kédujicich strukturalné
a funk¢né odlisné proteiny. Dva povrchové glykoproteiny,
hemaglutinin-neuraminidaza (HN) a fazni protein (F),
odpovidaji nejen za virové pohlcovani a splynuti virionu
s hostitelskou bunéénou membranou, ale také za virovou
rekonstrukci a uvolnéni z hostitelské buniky. Oba pro-
teiny jsou schopny stimulovat tvorbu neutraliza¢nich
protilatek, snizujicich az eliminujicich nakazlivost viru.
Zbyvajicich pét strukturalnich proteint neni imunogen-
né vyznamnych [2].

MATERIAL A METODY

Sbér klinickych vzorkd probihal v obdobi od ledna 2013
do srpna 2014, Vétsina vzorkd byla zaslana z Kliniky in-
fek¢nich, parazitarnich a tropickych nemoci Nemocnice
Na Bulovce, dalsi z FN Brno, FN Motol a z ordinaci prak-
tickych 1ékafd.

Pro tcely této studie byl vybran soubor 64 akutnich vzorkt
sér od pacientd s laboratorné prokidzanym onemocnénim

ptiusnicemi. VSechna séra byla odebrana do sedmého
dne od pocatku klinické manifestace onemocnéni, témét
polovina z nich do ¢tvrtého dne, kdy sérologické vysetfeni
jesté casto nedokaze IgM protilatky prokazat.

Infekce virem pfius$nic byla laboratorné prokazana
u 64/64 pripadi, vycet metod a pocty jimi prokazanych
vysledki jsou uvedeny v tabulce 1.

Pro vySetfeni byly pouZzity soupravy ELISA Enzygnost Anti-
-Parotitis-Virus/IgM (SIEMENS, Némecko) a MASTAZYME
MUMPS/ IgA (MAST DIAGNOSTICA, Némecko). Pri vyset-
fovani bylo postupovano podle pokynt vyrobcti diagnos-
tik. VSechna séra pfed testovanim na pfitomnost protila-
tek IgA byla opracovana pomoci absorbentu MASTSORB
(MAST DIAGNOSTICA, Némecko). Ackoli je tento postup
vyrobcem pouze doporucen, jevi se jako nezbytny krok
pro dosazeni specifickych vysledkil, nebot pfitomnost
specifickych IgG a revmatoidnich faktora tfidy IgM
v ELISA interferuje a vede k fale$né pozitivnim naleziim.
Souprava pro stanoveni IgM protilatek obsahuje RF absor-
bent jako nedilnou soucast diagnostika, jeho pouziti je
soucasti pracovniho postupu a vyrobce deklaruje citlivost
a specificitu testu 95%, respektive 99,8%.

Opakované hrani¢ni vysledky stanoveni IgM a IgA pro-
tilatek byly pro zjednodusSeni vyhodnoceni této studie
povazovany za pozitivni. Slouceni pozitivnich a hranic-
nich vysledkt do jedné skupiny umoznila skutecnost,
Ze vySetfovany soubor byl tvofen vzorky akutnich sér od
laboratorneé potvrzenych pfipadii, kde hrani¢ni hodnota
byla jiz projevem pocinajiciho vzestupu protilatek. To
potvrdily i vysledky vySetfeni nékolika parovych vzorkl
sér, u nichz byly v prvnim vzorku IgA i IgM protilatky
negativni ¢i hrani¢ni a vdruhém vzorku jiZ byly hodnoty
pozitivni.

Pro otestovani specificity testu na stanoveni IgA protila-
tek byla zvolena kontrolni skupina 121 sér, u kterych se
predpokladaly negativni hodnoty IgA protilatek. S ohle-
dem na moznou zkfizenou reaktivitu byla do souboru
zafazena rovnéz séra od pacientl s laboratorné potvrze-
nym onemocnénim vyvolanym virem spalnicek (14/121),
virem parainfluenzy (11/121), parvovirem B19 (8/121),
virem chfipky typu A (11/121), virem chfipky typu B (5/121)
a adenovirem (2/121). Kontrolni skupinu tedy tvofilo 28 sér
od zdravych osob, 42 akutnich sér od pacient? s respirac-
nim onemocnénim bez laboratorné prokazané etiologie
a 51 vzorkd od pacientdl s vySe zminénymi laboratorné
potvrzenymi infekcemi.

Pro statistické hodnoceni byl pouzit McNemariv test
a Cohentiv koeficient kappa. Testy byly provedeny na

Tabulka 1. Vy¢et pouzitych metod a dosaZzenych vysledki

Table 1. List of the methods used and results obtained

Diagnosticka metoda

Pocet pozitivnich

vysledk
(celkem 64)
RT-g PCR + izolace viru 10
RT-g PCR + izolace viru +sérologie 13
RT-g PCR + sérologie 21
RT-q PCR 2

© o ®

Sérologie celkem

* Pozitivita IgM

« Signifikantni vzestup I1gG

« Vysoké hodnoty 1gG (3100-30430 miU/ml)
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Tabulka 2. Srovnani vysledk( priikazti IgM a IgA protilatek
Table 2. Comparison of the detection of IgM and IgA antibodies

Vysledky sérologickych vysetieni Pocet pozitivnich vysledkut

(celkovy poéet vzorkii 64)

IgM+/IgA+ 32 (50 %)
IgM-/IgA- 18 (28,1 %)
IgM-/IgA+ 13.(20,3 %)
IgM+/I1gA- 10,6 %)

Celkem pozitivnich IgM a/nebo IgA 46 (71,9 %)

hladiné vyznamnosti 0,05. Pro analyzu byl pouzit sta-
tisticky software Stata, verze 9.2 (Stata Corp LP, College
Station, USA).

VYSLEDKY

Metodou ELISA bylo na pfitomnost specifickych IgM
a IgA protilatek proti pfiusnicim vysSetfeno 64 akutnich
sér od pacientd s laboratorné prokdzanym onemocnénim
priusnicemi.

Vakcinovano bylo 25 z nich, polovina vakcinovanych
patfila do vékové skupiny 10-19, nasledovala vékova sku-
pina 20-24letych. 48 pacientdl bylo léceno ambulantné,
v 16 ptipadech byla nutna hospitalizace. Komplikovany
pribéh mélo 18 (28 %) pacientli (12krat orchitida, 5krat
meningitida, 1krat bakteridlni superinfekce).
VySetfeni souboru sér pacientdl s parotitidou ukazalo
pozitivitu ¢asnych IgA i IgM protilatek u 32/64pacien-
tll, u 1/64 byla zjisténa pozitivita pouze protilatek IgM
au dalsich 13/64 pozitivita jen IgA protilatek. Celkem byl
zjistén IgM pozitivni vysledek u 33/64 (51,6%) sér a proti-
latky IgA byly pozitivni u 45/64 (70,3%) sér. Celkové bylo
IgM nebo IgA pozitivnich 46/64 (71,9%) pacientl (tab. 2).
V kontrolni skupiné (121 vzorkd specifikovanych vyse)
bylo pét vzorkil pozitivnich (3 ze skupiny zdravych osob
a 2 u laboratorné potvrzenych spalnicek). Na zakladé
téchto vysledka byla vypoctena 96% specificita testu
na stanoveni IgA protilatek. Testovanim prvni kont-
rolni skupiny 28 sér od zdravych osob bez pouziti RF
absorbentu byla prokazana pozitivita IgA protilatek
u 8/28 sér, pouzitim absorbentu se pocet nespecificky
pozitivnich IgA snizil na 3/28. Na zdkladé této zkuSenosti
byla jiz vSechna ostatni séra testovana aZ po pouziti RF
absorbentu.

Porovnava-li se mira shody mezi testem na stanoveni
protilatek IgA a testem na stanoveni protilatek IgM,
pak hodnota Cohenova koeficientu kappa jako miry
shody mezi hodnocenimi prostfednictvim IgA a IgM je
zde 0,557. Obecné je kappa ¢islo mezi 0-1a plati pro néj,
Ze ¢im je vétsi, tim vétsi je shoda. Tady se potvrzuje to,
Ze obé metody se do urcité miry shoduji, nejsou zcela
protichidné, nicméné jedna (IgA) dava mnohem vice po-
zitivnich vysledkd nez druha. Hodnocenim obou metod
podle McNemarova testu byla prokdzana jejich statisticky
vyznamna odli$nost. Vysledky shrnuje tabulka 3.

DISKUSE

V poslednich letech je v Ceské republice pozorovan
nartst onemocnéni pfiusnicemi u neo¢kovanych i oc-
kovanych osob. Hlavni pfi¢inou soucasného zvyse-
ného vyskytu priusnic je nizka kolektivni imunita,
kterd neni dostatecna pro preruseni epidemického §i-
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feni viru v populaci. Na niz§i kolektivni imunitu proti
pfiusnicim ve srovnani s imunitou proti spalni¢kam
a zardénkam bylo poukazano jiZ v roce 2001 po prove-
deni poslednich imunologickych pfehledt. Byl zjiStén
nesoulad mezi proockovanosti, kterd se pohybovala
mezi 97-100 %, a zjisténymi hodnotami prevalujicich
protilatek, které se pohybovaly mezi 70-86 %. Pro ucely
sérologickych prehledd se séra vySetfuji metodou
ELISA, kterd neméfi jen protilatky neutralizac¢ni (proti
HN, F), ale protilatky vSechny, a proto vykazuje vyssi
titry, nez jsou neutraliza¢ni. Problémem tady zlistava
interpretovatelnost ELISA naméfenych hodnot v kon-
textu se ziskanou imunitou vici pfiusnicim, protoze
na rozdil od spalnicek nebo zardének pro pfiusnice
neexistuje mezinarodni standard, ktery by stanovoval
protektivni titr protilatek. Podle praci nékterych autorti
je protektivni hladina protilatek po o¢kovani defino-
vana jako titr 1 : 2 v neutraliza¢nim testu provedenym
s laboratornim nebo divokym kmenem [4], podle jinych
jsou osoby, které maji v jakémkoli sérologickém testu
specifické protilatky povazovany za imunni [5]. Rov-
néz je nutné vzit v ivahu, Ze imunita je Casové
limitovana - ochrana se pfedpoklada po dobu 10-15 let
a Ze omezena cirkulace divokého viru priusnic snizila
moznost booster efektu. Takto mlZe vznikat diskre-
pance mezi deklarovanym desetiletym pretrvavanim
protilatek a soucasnym stavem ve vyskytu pifiusnic.

Laboratornimi kritérii pro konfirmaci klinického ptipa-
du ptiusnic jsou podle doporuceni Centra pro kontrolu
nemoci (CDC) v Atlanté z roku 2008 izolace viru priusnic
z klinického materidlu nebo priikaz virové RNA, dale
detekce specifickych IgM protilatek ¢i specificka protilat-
kova odpovéd - sérokonverze nebo signifikantni vzestup
protilatek [6]. Podle Ceské legislativy patfi mezi labora-
torni kritéria také jeSté detekce nevakcinalniho kmene
pomoci monoklonalnich protilatek [7]. Tato kritéria ov-
Sem plati pouze pro primoinfikované osoby. Dosavadni
strategie laboratorniho vySetfovani pfiusnic v Ceské
republice je zaloZena na stanoveni IgM a IgG protilatek
metodou ELISA v akutnim vzorku séra. Tyto metody Casto
neumoznuji vyslovit jednoznac¢ny laboratorni zavér. Do
tfetiho dne od klinické manifestace se IgM protilatky
nemusi vytvofit ani u primoinfikovanych pacientd.
U vakcinovanych osob, které piesto onemocnély, se IgM

Tabulka 3. Srovnani metody na stanoveni IgM a IgA protilatek
pomoci McNemarova testu

Table 3. Comparison of the methods for the detection of IgM and
IgA antibodies by McNemara’s test

IgM Celkem
pozitivni negativni
Pozitivni 32 13 45
Negativni 1 18 19
Celkem 33 31 64

Hodnoceni pomoci McNemarova testu davé p-hodnotu p = 0,0018, ktera
je mensi nez hladina vyznamnosti 0,05, a proto prokazuje signifikantni roz-
dily mezi pravdépodobnostmi situaci IgA poz/IgM neg a IgA neg/IgM poz.

When applied, the McNemar test yielded a p-value of p = 0.0018 which
is lower than the significance level of 0.05, thus showing a significant
difference between the probabilities of the outcomes IgA pos/IgM

neg and IgA neg/IgM pos occuring. It means that the diagnostic me-
thods tested statistically significantly differ from each other.
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protilatky ¢asto nevytvori viibec [8]. Situaci v sérologické
diagnostice vakcinovanych osob navic komplikuje fakt,
Ze unich velmi brzy po expozici dochazi k rychlému vze-
stupu preexistujicich IgG protilatek; vySetfenim parové-
ho vzorku séra proto neziskame vzdy obraz o¢ekavaného
signifikantniho vzestupu titru protilatek ¢i sérokonverze
[8]. Jako vhodnéjsi pro laboratorni diagnostiku priusnic
zejména v prvnich tfech dnech onemocnéni se jevi dopl-
nit stavajici sérologii o metody pfimého priikazu virové
RNA ¢i izolace viru na tkanovych kulturach z bukalnich
stérl a slin. Pfinosem tohoto postupu je nejen rychly
a jednoznacny diagnosticky zavér, ale také mozZnost
ziskani vhodného materialu pro studium antigenni di-
verzity cirkulujicich kmend. VytéZnost testu PCR je pfi
spravném nacasovani a spravné technice odbéru vzorku
az 70% [9]. S ohledem na to, Ze soucasna laboratorni
diagnostika se stale spiSe opirad o vySetfeni akutniho
séra nez o pifimy priikaz infekéniho agens, bylo nasim
cilem rutinni sérologickou diagnostiku zefektivnit. Jako
vhodné feSeni se jevi doplnéni klasického sérologického
vySetfovaciho schématu (ELISA IgM a IgG) o vySetfeni
slizni¢nich protilatek IgA s pouzitim RF absorbentu.
Protilatky IgA mohou byt detekovany v pocatku klinic-
ké manifestace onemocnéni, nebot jsou produkovany
B-lymfocyty, které se vyskytuji ve sliznicnich vrstvach.
V séru je jejich koncentrace 1,5 g/1, ovSem celkové v téle
jsou to nejzastoupenéjsi protilatky. Jejich biologicky
polocas je asiltyden [10].

ZAVER

Na zvySeném vyskytu priusnic se pravdépodobné podili
nékolik faktor@i. V prvni fadé je to postupné slabnuti
ochranného ucinku vakcinace, které je navic ovlivnéno
méné castym kontaktem s pfirozené cirkulujicim virem
v obdobi mezi epidemiemi, coz snizuje zadouci booster
efekt. Podle poslednich sérologickych pfehledd z roku
2001 mélo protilatky proti pfiusnicim pouze 72-86 % déti
ve véku 2-15 let a 76-93 % osob od 16 do 39 let [3], pfitom
pro zajisténi dostatecné kolektivni imunity je stanovena
séropozitivita alespor 95 %. Rovnéz nelze vyloucit primar-
ni selhdvani vakcinace v diisledku genotypové neshody
mezi vakcinaé¢nim a cirkulujicim virem, i kdyZ zatim
neexistuji jednoznacné dikazy o tom, Ze by tato neshoda
k selhdvani vakcinace vedla ¢i Ze by byla epidemiologicky
vyznamna [11, 12, 13, 14].

Specifika laboratorni diagnostiky vakcinovanych osob
vedou k nutnosti zefektivnéni rutinni sérologické dia-
gnostiky. Jako vhodny kandidat se jevi vySetfovani IgA
protildtek metodou ELISA. Ve sledovaném souboru 64
akutnich sér od laboratorné potvrzenych pripada pfiusnic
se diky vySetfeni protilatek IgA zvysil pocet sérologicky
prokazanych pfipadti z 33/64 (51,56%), které byly prokaza-
ny pozitivnhim nalezem IgM protilatek, na 46/64 (71,9 %),
coz predstavuje navyseni o témér 20 %. Prinos vysSetfeni
IgA protilatek je vyznamny obzvlasté proto, Ze sérologie je
nejcastéji provadénym vysSetfenim, prestoze béhem prv-
nich tfi dnd klinické manifestace je pravdépodobnost
detekce IgM protilatek jen pomérné nizka. Kombinace
téchto dvou metod miiZe vyznamné zefektivnit vypovéd-
ni hodnotu sérologického vySetfeni v pocatku klinické
manifestace onemocnéni.
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