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Problematika statimové diagnostiky kli§t’ové encefalitidy
Abstrakt

Ve sv¢ bakalaiské praci jsem se zabyvala statimovou diagnostikou klistové encefalitidy
v nemocnici Havlickiv Brod. Prakticka Cast byla provadéna v imunologické laboratofi
na Odde¢leni spole¢nych laboratofi v nemocnici Havlicktv Brod, do které byl ke konci
roku 2018 zakoupen pftistroj ChorusTrio, ktery urychlil diagnostiku vzorka od pacientli
s podezienim na klistovou encefalitidu. Tento pfistroj je bohuzel vhodny pouze pro
vySetfovani sér, a proto se vyuziva prevazné ke kontrole protilatek pied nebo po ockovani.
V roce 2019 byl zakoupen novy piistroj, ReaScan rapid test, ktery je vyuzivan ke
statimové diagnostice. Je to jednoduchy a rychly imunochromatograficky test, diky
kterému jsme schopni potvrdit nebo vyvratit diagnézu klistové encefalitidy béhem 30

minut.

V teoretické Casti jsem zpracovala odbornou literaturu tykajici se klistové encefalitidy,

viru klistové encefalitidy, jeji diagnostiky a dal$ich ptibuznych témat.

V praktické ¢asti jsem se zabyvala metodami, jejichZ princip je popsan v teoretické Casti,
Vv kapitole Laboratorni diagnostika klisStové encefalitidy v nemocnici Havlickiv Brod,
a jejichz pracovni postupy jsou popsany v kapitole Metodika. Ze ziskanych dat a z dat
z LISu (laboratorni informacni systém) jsem vypracovala statistiku, kde jsem zhodnotila

rychlost navratu vysledku laboratorniho vySetieni.

Cilem mé prace bylo zhodnotit stavajici statimovou diagnostiku klistové encefalitidy, se
zvlastnim dirazem na TAT (dobu névratu vysledku vySetfeni), a nalézt ptipadné cesty

ke zlepSeni této diagnostiky.
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The Issue of Urgent Diagnostics of Tick-borne Encephalitis
Abstract

In my bachelor thesis | dealt with urgent diagnostics of tick-borne encephalitis in the
hospital of Havlickiv Brod. The practical part was carried out in the immunology
laboratory in the Joint Laboratories Unit in the hospital of Havlickiv Brod, where the
ChorusTrio device was purchased at the end of 2018. This device accelerated the
diagnosis of samples from patients with suspected tick-borne encephalitis. Unfortunately,
this device is only suitable for screening sera and is therefore mainly used to control
antibodies before or after vaccination. In 2019 a new device, the ReaScan rapid test, was
purchased and used for statim diagnostics. It is a simple and fast immunochromatographic
test that allows us to confirm or refute the diagnosis of tick-borne encephalitis within 30

minutes.

In the theoretical part | elaborated professional literature about tick-borne encephalitis,
tick-borne encephalitis virus, its diagnostics and other related topics.

In the practical part | dealt with methods whose principles are described in the theoretical
part, in the chapter Laboratory diagnostics of tick-borne encephalitis in the hospital of
Havlickiv Brod, and whose working procedures are described in the chapter
Methodology. From the obtained data and from the data from the LIS (Laboratory
Information System) | compiled statistics, in which | evaluated the rate of return of the

results from the laboratory examination.

The aim of my bachelor thesis was to evaluate the existing statim diagnostics of tick-
borne encephalitis with special emphasis on TAT (time of return of the examination

results) and to find possible ways how to improve the diagnostics.
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tick-borne encephalitis; urgent diagnostics; statim, ELISA; immunology
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1. Uvod

Klistova encefalitida je typicka arbovirdéza (infekce prenasena clenovci). Vektorem
prenosu jsou klidtata rodu Ixodes (v Ceské republice nejéast&ji Ixodes ricinus). Virus se
do klistéte dostava béhem sani na infikovaném zviteti a pfebyva v jeho slinnych zlazach.
(Benes, 2009) Jedna se o infekéni onemocnéni centralniho nervového systému S typickym

dvoufazovym pribéhem. (Beauté et al. 2018)

U klistové encefalitidy, stejné jako u dalSich neuroinfekci, je dilezita v€asnd a rychla
diagnostika. Napfiklad lymska borelibza ma prvotni ptiznaky stejné jako klistova
encefalitida, ale nasledujici 1é¢ba je odlisna. Aby nedochazelo k poSkozeni pacienta, je
nutné zajistit dobfe fungujici persondl, a to jak na oddéleni, na kterém je pacient

hospitalizovan, tak v laboratofi, kde je vzorek zpracovavan.

Laboratorni diagnostika je zaloZzend na cytologickém vySetfeni likvoru (jak vySetfeni

poctu bunék, tak vySetfeni typu bunék) a na prukazu specifickych protilatek (IgM a 1gG).



2. Teoreticky uvod

2.1 Kli§t’ova encefalitida

Klistova encefalitida (KE) je nejvyznamngjsi arbovirovou infekci, napadajici lidskou
centralni nervovou soustavu (CNS) v Evropé a severni Asii. (Ruzek et al., 2019)
Onemocnéni zpusobuje virus KE a ma charakteristicky dvojfazovy prabéh (pozorovan
ptiblizné v 51-87 % piipadi). (Mickiene et al., 2005) Po uplynuti inkubacni doby (10—
14 dni po ptisati klistéte) se objevuji prvni nespecifické chiipkové ptiznaky — predevsim
zvysena teplota. (Prasa, 2012) DalSimi piiznaky této faze jsou celkova tinava a slabost,
bolest hlavy, zad a koncetin, mohou se objevit i1 gastrointestinalni obtize. Tato poc¢atecni
faze trva obvykle méné¢ nez tyden, po ni nasleduje asymptomatické obdobi, trvajici
obvykle kolem osmi dni. (Mickiene et al., 2005) Po uplynuti tohoto obdobi zdanlivé

uzdravy dochézi k propuknuti neuroinfekce. (Prasa, 2012)

Projevy KE mohou skonc¢it uz po prvni fazi nemoci a dale se nerozvinout. Tomuto typu
onemocnéni se fikd abortivni. Abortivni forma KE miZze byt budto naprosto
asymptomatickd, nebo se mlze projevovat pouze lehkym hore¢natym onemocnénim,
zahrnujicim horecku, bolest hlavy, zvraceni apod. Neprojevi se zde Zadna forma

encefalitidy. (Ruzek et al., 2019)

Nejméné ttetinu pacientll postihne i druhd faze s neurologickymi piiznaky. Tato druha
faze je zastoupena ve vétSiné endemickych zemich. Druha faze nemoci muze byt
rozdélena do meningedlni a lokalizované formy. Lokalizovana forma, kterd se mize délit
na meningoencefalitidu, meningoencefalomyelitidu a encefaloradiculitidu, je
charakteristicka 1ézemi v CNS. (Ruzek et al., 2019)

U nékterych pacientii s KE mtize dojit ke vzniku chronické podoby nemoci. Infekéni
proces zustava nezménény. Aktivni virus KE po dlouhou dobu piebyva v CNS. (Ruzek,
etal., 2019)

Asymptomatické obdobi mezi prvni a druhou fazi trva od 1 do 20 dni (obvykle 8). Druha
neurologicka faze zacina tim, Ze je télesnad teplota vyssi o 1-2 °C, nez tomu bylo v prvni
fazi. Klinické pfiznaky druhé faze mlZeme rozdélit na mirné, stfedné zdvazné nebo

zavazné. (Ruzek, et al., 2019)



Meningitida je spojovana s bolesti hlavy, nevolnosti, zvracenim, bolesti o¢i, fotofobii
apod. Pacienti se citi slabi a maji ztuhlé kréni svaly. V mozkomisnim moku je detekovan
mirn¢ zvySeny pocet lymfocytt a zvySena koncentrace proteini. (Ruzek, et al., 2019)

Pacienti s meningitidou stravi v nemocnici 5-38 dni. (Kaiser, 2012)

Meningoencefalitida je pozorovana u 50 % dospélych trpicich KE. Tato forma KE ma
unaveni, stézuji si na tézké bolesti hlavy a zvraceni. Mohou trpét bludy, halucinacemi,
ztratou orientace v Case a misté apod., muze dojit az ke koématu. Difuzni forma
meningoencefalitidy se projevuje Sirokou Skdlou vyse popsanych ptiznakt, lokalizovana

forma se projevuje lokalnim poskozenim mozku. (Ruzek, et al., 2019)

Pacienti s meningoencefalomyelitidou maji zkusenosti s parézou zad, rukou, nohou
a dalSich casti téla. Charakteristickym ptiznakem je, ze pacienti nejsou schopni udrzet

hlavu ve vertikalni pozici. (Ruzek, et al., 2019)

2.1 1 Faktory ovliviiujici pribeh klistové encefalitidy

Pribéh celého onemocnéni KE je ovlivnén fadou faktorii. V rdmci viru se jedna
0 virulenci daného kmene a také jeho davku v organismu. U pacienta patii mezi dulezité
faktory pohlavi, vék (u starSich osob je onemocnéni vaznéjsi s horSimi nasledky), stav

imunity i jeho genotyp. (Kindberg, et al., 2008)

2.1.2 Terapie

V soucasné dobé nemame zaddnou dostupnou specifickou 1écbu KE, ale existuje n¢kolik
zpusobu, jak miizeme pozitivné ovlivnit vaznost onemocnéni v jakékoli jeho fazi. (Ruzek,
et al., 2019) Léci se pouze symptomy; dosud nebyla objevena antivirotika specificka pro

tuto nemoc. (Prisa, 2012)

2.1.3 Vakcinace
Prvni vakcina byla vyvinuta vroce 1937 v tehdejsim Sovétském svazu. Tato prvni

vakcina byla efektivni, ale méla mnoho dalSich u¢inkii. (World Health Organization,
2011)

V roce 1971 profesor Christian Kunz inicioval spolupraci Virologického institutu ve
Vidni s Mikrobiologickym vyzkumnym tstavem v Porton Down, kterd vedla ke vzniku
inaktivované vakciny, ktera byla vhodnd pro komer¢ni velkovyrobu. Vakcina byla

piipravena za pouziti rakouského klistového viru, pomnozeného v kufecim embryu. Po
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dalsich upravach byl inaktivovan formalinem a stabilizovan lidskym albuminem
a hydroxidem hlinitym, ktery byl pfidan jako adjuvans. V Rakousku bylo oc¢kovano pies
400 000 lidi a sérologické testy vychazely velice uspokojivé u vice nez 90 % ockovanych.
Nicméng, protilatky mély po druhé vakciné tendenci klesat, a proto se zjistilo, ze po
uplynuti 9-12 mésici je potieba tieti vakciny. Navzdory spokojenosti s touto vakcinou
se zacaly projevovat vedlejsi ptiznaky, a to jak lokalni, tak systémové (jako jsou bolesti
hlavy, malatnost atd.). Predpokladalo se, ze jsou tyto vedlejsi pifiznaky zplisobeny
kontaminaci bunéénymi proteiny, a proto se pieslo k jinému procesu Cisténi vakciny.
Pokusy na dobrovolnicich ukazaly, ze tyto CistS$i vakciny jsou vysoce ucinné a mira
vedlejsich G¢inku byla zna¢né zredukovana. Tato vakcina se nazyva FSME-IMMUN a je
pouzivana pro ockovani rizikovych skupin od roku 1976. V nasledujicich letech se

rozsifila do dalsich Evropskych zemi. (Barrett, et al., 2003)

V soucasné dob¢ jsou rozsiteny Ctyti kvalitni vakciny — FSME-Immun a Encepur, které
jsou vyrabény v Rakousku a Némecku (jsou zaméfeny na evropsky kmen viru), a dale
TBE-Moscow a EnceVir, které jsou vyrabény v Rusku (jsou zamétfeny proti dalné-
vychodnimu kmenu — proti nému je také zaméfena ¢inska vakcina, pouzivana v severni

oblasti u hranic s Cinou). (World Health Organization, 2011)

Imunogenicita vakcin je hodnocena za pouziti metod ELISA, neutralizanich testi
a hemaglutinacnich testi. Pfitomnost cirkulujicich protilatek v dohodnuté nebo nad
dohodnutou koncentraci je obvykle povazovano za nahradni znak ochrany. (World Health
Organization, 2011)

Vakcinace na Vyso€ing
Podle Setreni, které provedla pro vlastni potrebu firma GlaxoSmithKline v roce 2015,
bylo na Vysociné vakcinovano 27 % obyvatel. Jinad data nejsou k dispozici. (Gstni sdéleni

KHS Vysocina, Uzemni pracovisté Havli¢kiv Brod)

2.2 Ixodidae (klist atoviti)

WV wew

Celed zahrnuje nejb&zngjsi klistata na nasem tGzemi. Ustni ustroji maji tvofené
valcovitym chobotem (tzv. hypostomem), ktery méa na spodni strané nazpét zahnuté
hacky. Diky tomuto tstroji je klist¢ schopno narusit pokozku hostitele a zachytit se v rang,
z toho dlvodu je tézké klisté vytdhnout ven. Pfi sani klistata vypousti do rany sliny,

obsahujici ixodin, enzym, ktery brani srazeni krve. (Votava, 2003)
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2.2.1 Proces vyvoje klistat
KIliste¢ se vyviji pfes vajicko, larvu a nymfu v dospélého jedince (imago). VSechna

vyvojova stadia musi sat krev, aby se mohla dal vyvijet. (Votava, 2003)

2.2.2 Kliste obecné (Ixodes ricinus)

U Kklist’at se objevuje pohlavni dimorfismus — samicka je vétsi nez samecek. Samecek ma
cerny leskly hibetni stitek, ktery utvaii pevnou schranku téla, coz zptisobuje, Ze nemtze
sat krev, a proto se nemiize zvétSovat. Zatimco samicka ma Stitek jen na predni poloving
hibetu, zbytek téla ma cihlovou barvu a je pruzny, coZ umoziuje samicce zvétSovat své

télo pii sani krve. (Votava, 2003)

Zivotni cyklus klistdte trva pramérné aZ tii roky, ale za ptiznivych podminek se muize
zkratit pouze na jeden rok. Béhem cyklu prochazi klisté¢ vyvojovymi stadii (dohromady
jsou tfi— larva, nymfa a dospélec) a v kazdém stadiu ma jiného hostitele. Dospéla samicka
klade né€kolik tisic vajicek, ze kterych se (v zavislosti na ptiznivosti podminek) vylihnou
za 25400 dnt larvy. Larvy nejsou velké ani jeden milimetr a maji $est nohou. Na dobu
nckolika dnti se pfichyti na drobné savce, nejcastéji drobné hlodavce nebo ptaky, a po
nasati odpadnou z hostitele na zem a méni se v nymfu. Nymfy, stejné jako dospéli jedinci,
maji osm nohou, dosahuji velikosti kolem jednoho milimetru a nékolik dnti parazituji na
hostiteli (napf. jezci, zajici). Dalsi pfeménou vznika dospély jedinec, tzv. imago, ktery se
od nymfy li§i pfitomnosti pohlavniho otvoru. Dospélci napadaji prevazné velka zvirata
(dobytek, jeleny, psy atd.). VSechna vyvojova stadia mohou sat lidskou krev. Po pateni,
které se odehrava bud’to na hostiteli, nebo na vegetaci, a po jednom dlouhém sani krve
(614 dni) zvétsi samicka az 200krat sviij objem a pada na zem. Po 8-30 dnech klade

vajicka (nebo precka zimu a klade je az dal$i rok na jafe) a hyne. (Votava, 2003)

Na naSem uzemi (a v celé stfedni Evrop€) se v pfirod¢ vyskytuji klistata od dubna do
fijna, v pfiznivych letech od biezna do listopadu. Charakteristickym mistem jejich
vyskytu jsou hlavné okraje listnatych a smiSenych lesi, kiovinaté podrosty s dostate¢nou
vlhkosti, do nadmoiské vysky 800 m. n. m. (vyjimeéné do 1000 m. n. m.). V Ceské
republice dosahuje sezona klistat dvou vrcholl. Prvnim z nich je obdobi dubna az ¢ervna,
pak nastavaji letni sucha a kli§tata zmensi svou aktivitu, druhym vrcholem je obdobi zaii
az fijen. S koncem listopadu se klist'ata stahuji z vegetace do vrchni vrstvy piidy nebo do
hrabanky, kde pfec¢kavaji zimu. Pfezimovat mohou vSechna vyvojova stadia. (\Votava,

2003)
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2 .3 Onemocnéni piendSend klist' aty

Klistata jsou nejvyznamnéj$im vektorem pro onemocnéni pfenasena ¢lenovci, a to jak
pro Clovéka, tak pro zvirata. Klist'ata jsou zodpovédna za prenos mnoha infek¢nich agens
(i. a.): bakterii, vira a také paraziti. Onemocnéni spojovana s t€mito i. a. jsou vétSinou
zoonozy. Lidé jsou poslednimi hostiteli tohoto patogenu. Pienos obvykle probihd pii sani
klistéte. Patogen mize v klistéti dlouhodobé piebyvat a byt piendSen z jednoho
vyvojového stadia na druhé (tzv. transstadialni pfenos), ze samicek na vajicko (vertikalni
ptenos), nebo z klistéte na klist€ pomoci hostitele (horizontalni ptenos). (Boulanger et al.,

2019)

Klistata mohou hostit rizné mikroorganismy, které jsou detekovatelné pomoci jejich
DNA, jejich ptitomnost v klistatech neni nutn€ spojena s infekénim rizikem pro ¢lovéka
z nékolika divodi: detekce patogenniho DNA nemusi znamenat piitomnost zivého
patogenu, a také pritomnost zivého patogenu nemusi znamenat, ze je klisté¢ schopno jeho
pfenosu. Klist'ata infikovana bakterii, virem nebo parazitem nejsou schopna okamzitého
pfenosu i. a., protoze i. a. musi nejprve dospét anebo migrovat do slinnych Zlaz, a pak
teprve muze byt pienesen na obratlovce. Tento proces muze trvat az 24 hodin. (Boulanger

etal. 2019)

Klistata jsou znama tisice let a nemoci jimi zpisobené byly objeveny pied dlouhou
dobou, nicméné nejvice 1ékaiskych zdznamil je datovano do dvacatého stoleti. Je to
zpusobeno takeé tim, ze lidé zacali mit vliv na ekosystém klist’at (zalesiiovani, odlesiovani

atd.). (Boulanger et al., 2019)

2.3.1 Bakterialni infekce
2.3.1.1 Lymska borelidza
Bakterie zptsobujici lymskou boreliozu patii do skupiny Borrelia burgdorferi sensu lato.

(Boulanger et al., 2019) Jedna se o gramnegativni bakterii spiralovitého tvaru s bi¢iky na
koncich téla. (Bednar, 1999)

Na severni polokouli je lymska borelidoza nejCastéjSim onemocnénim pienaSenym
klistaty. V Evropé€ je pozorovano pét druhl s patologickym ucinkem na Cloveéka. Tii
z nich jsou pozorovany casto: B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B.afzelii; a dalsi
dva druhy se objevuji ztidka: B. spielmanii a B. bavariensis. Hlavnim vektorem v Evropé

je Ixodes ricinus, v jizni Evropé a v Asii je to I. persulcatus, v USA I. pacificus. Zviteci
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rezervoar se znacné lisi podle druhu bakterie — u B. afzelii a B. bavariensis jsou témito
rezervoary hlodavci, u B. garinii jsou to ptaci. U lidi je nejcastéj$im klinickym projevem
typicky kozni zanét, zvany erythema migrans. V piipad¢ absence antibiotické 1écby se
muZe onemocnéni rozvinout v diseminovanou formu a nasledn€ v pozdni diseminovanou
formu se srde¢nim, kloubnim, koznim nebo neurologickym postizenim v zavislosti na
druhu i. a. Diagnostika je zaloZena na metodé ELISA, jakykoli pozitivni vysledek by mél

byt potvrzen westernblotem. (Boulanger et al., 2019)

2.3.1.2 Onemocnéni vyvolané Rickettsii

Rickettsie jsou ptfenaSeny riznymi ¢lenovci, véetné klistat. Tento rod zahrnuje malé
intracelularni gramnegativni bakterie. Tyto bakterie interaguji s endotelidlnimi buiikami,
coz zvysi permeabilitu cév, a to je pficinou klinickych piiznakd. Dohromady bylo
identifikovano 25 patogennich druhl, rozdélenych do tii skupin — tyfovd skupina
(bakterie jsou prenaseny pies vSi a blechy), skupina skvrnitych horecek (20 z 21 druhti
bakterii jsou pfenaseny klist'aty) a pfechodna skupina. (Boulanger et al., 2019)

2.3.1.3 Tularémie

Francisella tularensis je gramnegativni intracelularni bakterie. Jeji prevalence je nizka,
ale je velice virulentni a nakazliva diky snadnému pfenosu aerosolem. Jedna se pievazné
0 zoondzu, nejcitlivéjsim druhem jsou hlodavci a zajici. Klistata jsou schopna tuto nemoc
pfenaset, nicméné piimy pienos je Castéjsi (pfimy kontakt — Skrabnuti, kousnuti; oralni
cesta — konzumace nedostatecné piipraven¢ho masa, inhalace infek¢niho aerosolu).
Klinické ptiznaky jsou odlisné, zavisi na cesté vstupu do organismu. Nastup nemoci je

nahly, s chiipkovymi pfiznaky. (Boulanger et al., 2019)

2.3.1.4 Bartoneldza
Bakterie z rodu Bartonella jsou gramnegativni, hemotropické bakterie, jejichz vektory
jsou €lenovci. Béhem poslednich dvaceti let bylo identifikovano 13 druht této bakterie

jako potencionalnich patogenti pro ¢lovéka. (Boulanger et al., 2019)

2.3.2 Viroveé infekce

Na ¢lovéka 1 zvite miZe byt za pomoci klistéte pfeneseno nespocet virll. VEtSina jich patii
do skupiny virG prenasenych tzv. tvrdymi klistaty — Bunyaviridae, Flaviviridae
a Reoviridae. Nejdulezitéjsi infekci prenaSenou klistaty je kliStova encefalitida

a krymsko-konzska hemoragicka horecka. (Boulanger et al., 2019)
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2.3.2.1 Krymsko-konzska hemoragicka horecka

Onemocnéni bylo poprvé popsano pti epidemii té¢zké hemoragické horecky na Krymu ve
40. letech. Po izolaci antigenn¢ totozného konzského viru, byl virus pojmenovan jako
virus krymsko-konzské hemoragické horec¢ky. Vir patii do rodu Nairovird z rodiny
Bunyavriridae. Jedna se o velky obaleny DNA virus. Geografické rozmisténi viru zavisi
na rozmisténi klistéte, které ho prenasi. Virus cirkuluje v enzootickém cyklu, ktery
zahrnuje velky pocet obratlovct, pro které je onemocnéni asymptomatické a projevuje se
pouze u lidi. Velkou roli v cirkulaci viru hraji také ptaci migrujici z Afriky. Mezi hlavni
prasata). Pro ¢lovéka je hlavni infekéni cestou kousnuti klistéte, ale ke kontaminaci mize
také vést kontakt s infekénimi télnimi tekutinami nebo masem z infikovaného zvifete.
Klinickymi pfiznaky jsou charakteristické horecky, které piiblizn¢ v 50 % vedou
k fatalnimu hemoragickému syndromu. Vyskyt viru mezi klistaty je v Evropé pomérné

nizky. (Boulanger et al., 2019)

2.3.3 Parazitarni infekce

Babesia. Rod Babesia je podobny rodu Plasmodium (zodpovédnému za malarii), ale
jejich sporozoity jsou pfitomny ve slinnych Zlazach klistat a pfimo pronikaji do
erytrocytt. Nejvic patogennim druhem pro ¢lovéka jsou B. microti a B. divergens.
Klistata rodu Ixodes jsou vektorem téchto druhti. K pfenosu parazita v jeho sporozoitické
fazi dochazi pouze n¢kolik dni po napadeni hostitele, parazit musi nejprve dozrat ve
slinnych Zl4zach. Pfirozenymi hostiteli tohoto druhu, slouZici jako rezervoar, jsou
hlodavci, skot a jeleni. Pfipady lidské babesidozy jsou ojedin€lé, ale vazné, a jsou
pozorovany hlavné u imunodeficitnich jedinct (40 % ptipadd kon¢i smrti). Lidé 1 zvitata
mohou byt kontaminovani také krevni transfuzi. Klinické pfiznaky zavisi na imunitnim
stavu hostitele. Hlavnimi pfiznaky jsou horecka, Zloutenka, anémie a hemoglobinurie.
Lécba zavisi na stavu pacientova imunitniho systému a na vaznosti infekce. (Boulanger

etal., 2019)

2.4 Historie objevu nemoci

Klistova encefalitida byla poprvé diagnostikovana ve tficatych letech dvacéatého stoleti
mezi délniky a pracovniky téZatského primyslu. Pfedpokladalo se, Ze nemoc je virového

puvodu a je pfendSena komary. V roce 1937 byla vyslana expedice z Moskvy pod
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vedenim profesora Lva Zilbera. Této expedice se ucastnilo mnoho specialisti —
virologové, mikrobiologové, fyzici a také taméjsi 1ékafi, ktefi pfisli s nemoci do pfimého
kontaktu. Expedice potvrdila virovy ptivod onemocnéni, byly izolovany prvni kultury
viru klistové encefalitidy, také byla urc¢ena i role pfirozeného prenaSeCe — tajgové kliste
Ixodes persulcatus — a bylo dokazano, ze virus cirkuluje mezi divokymi obratlovci
a klistaty. Expedice také popsala klinické projevy a patologické zmény v organismu
nakazenych osob, navic byla vyprodukovana prvni experimentalni inaktivovana vakcina.

(Ryanzantseva et al., 2005)

K ziskani diikazl o virovém plivodu onemocnéni a roli klistového vektora, zah4jili védci
testovani na nich samotnych v extrémné obtiznych podminkéch tajgy (bez zékladniho
vybaveni, materidlti a 1¢kh). Tti védci zahynuli na nésledky encefalitidy a nékolik jich po

tézké formé infekce zistalo invalidnich. (Ryanzantseva, et al., 2005)

2.4.1 Objev viru na tizemi CR

Na naSem tzemi byly zjiStény prvni ptipady infekci CNS zpisobenych klistaty poprvé
v roce 1948. (Hloucal a Rampas, 1953) V roce 1949 se podafilo dr. Frantisku Galliovi
izolovat virus — jednalo se o prvni izolaci viru klistové encefalitidy na uzemi stfedni
Evropy. (Gallia et al., 1949) Nedlouho po této izolaci se sam dr. Gallia nakazil, prodélal
tézkou neuroinfekci, a nasledné zemfel na nasledky jiné laboratorni infekce. (Rlzek,

2015)

Paralelné izoloval virus z mozkomiSniho moku a krve za asistence dr. Galii 1 primar
Krejci. Lékari se tehdy spravné domnivali, Ze onemocnéni penasi klistata (75 % pacient
udavalo piisate klisté). Tato jejich domnénka byla zanedlouho potvrzena diky izolaci viru
z rtiznych stadii Ixodes ricinus na nékolika mistech Ceské republiky. Tak bylo dokazéano,
ze vektorem jsou klist'ata a pojmenovali virus jako ,,virus klistové encefalitidy*. (Razek,
2015)

Béhem nésledujicich deseti let (od roku 1952) byl virus klistové encefalitidy izolovan

v dal$ich evropskych zemich. (Razek, 2015)

2.5 Taxonomie viru

Rod Flavivirus je tvofen ptevazné viry, které pienasi komaii — virem Zluté zimnice, virem
dengue, virem japonské klistové encefalitidy. Dale do tohoto rodu patii klistaty

pfenasené viry, viry mnozici se vyhradné v €lenovcich a viry bez vektoru (nemaji ho,
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nebo neni znam). Virus KE je v ramci rodu Flavivirus nejvyznamnéjsim zastupcem

séroskupiny KE. (Razek, 2015)

2.5.1 Stavba virove castice

Castice viru KE ma ovalny az kulovity tvar s pramérem 50-60 nm. (Mansfield et al.,
2009) Je obalena membranou, do které je vnotfeny glykoprotein E. Soucasti obalu je také
glykoprotein M. Virova RNA je ulozena Vv kapsidé slozené z bazického polypeptidu C.
Glykoproteiny E tvoii u zralé Castice dimer, na jehoz hroté se nachazi hydrofobni fuzni
peptid, diky kterému je virus schopen penetrovat do vnimavé buiiky. (Rajé¢ani a Ciampor,

2006)

2.5.2 Komplex virii klistové encefalitidy

Do komplexu virt klistové encefalitidy patii antigenné piibuzné viry, které pirenasi
klistata (na rozdil od dalsich flavivirt). Nejvyznamnéjsi je virus klistové encefalitidy,
ktery se déli do dvou podtypi — evropsky (virus klistové encefalitidy) a dalnévychodni
(virus ruské jaro-letni encefalitidy). Dal§imi dalezitymi viry jsou virus Langat, louping
ill, virus nemoci kyasanurského hvozdu, virus omské hemorrhagické horecky a virus
powsan. (Votava, 2003) Vnitrodruhové rozdily mezi viry komplexu klistové encefalitidy
se projevuji v jejich biologickych vlastnostech, délce RNA a druhu klistéte, které je

prenasi. (Rajé¢ani a Ciampor 2006)

2.5.2.1 Virus evropské klistové encefalitidy
Jedna se o nejvyznamné;jsi virus rodu Flavivirt, z ¢eledi Flaviviridae. Jeho vlastnosti jsou

srovnatelné s ostatnimi flaviviry. (Razek, 2015)

vvvvvv

Flaviviridae. Jeho wvlastnosti jsou srovnatelné s vlastnostmi ostatnich flavivird
(strukturnim proteinem je mimo jiné bazicky protein C, ktery tvori nukleokapsidu a dva
obalové proteiny E a M). Citlivost flavivirli obvykle zabraiiuje peroralni infekci (napf.
citlivost na nizké pH, lipolytickym a proteolytickym enzymtm a Zluci). I pfes ochranné
bilkovinné prostiedi se virus zcela inaktivuje pii 56 °C za 30 minut. Ve form¢ aerosolu
je virus schopen zlstat dlouhodobé infekénim (aerosol je Castou pfi¢inou laboratorni

infekce). (Votava, 2003)

V ptirodnim ohnisku ndkazy cirkuluje virus mezi drobnymi obratlovci (netyka se to

pouze hlodavci, ale i hmyzozravcil) a pienasi ho klisté Ixodes ricinus ve svych riznych
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vyvojovych stadiich. Infekci je ohrozen i dobytek pasouci se V ohnisku, a to hlavné kozy

(vylucuji virus mlékem). (Votava, 2003)

Clovék je nejéastéji infikovan po piisati klidtéte Ixodes ricinus, které bylo infikované.
Ohniska se nej¢astéji nachazi na okrajich lesi, prevazné smiSenych a listnatych. Klistata
jsou nejaktivnéjsi v obdobi od pozdniho jara az do podzimu. Mezi rizika patii i piti

nesvatrené¢ho koziho mléka. (Votava, 2003)

2.5.2.2 Virus ruské jaro-letni encefalitidy
Od viru evropské klistové encefalitidy se 1i$i malymi rozdily v antigenni stavbé proteinu
prubéh. Je prenasen klistétem Ixodes persulcatus, s nejvétsim ohniskem v Rusku. Tento

virus zpisobuje tézké infekce, které maji vétSinou za nasledek obrnu. Smrtnost je okolo

20 %. (Votava, 2003)

2.5.2.3 Virus vrtivky (louping ill)

Virus vyskytujici se na Britskych ostrovech je blizkym piibuznym evropského typu
klistové encefalitidy. (Jeffries et al., 2014) Siii se predevsim mezi ovcemi a tetfevy.
Infekce Clovéka je vzacnd a vyvolava benigni onemocnéni CNS. NakaZeni jsou
predevsim chovatelé ovci. (Votava, 2003) Byla vyvinuta ockovaci latka s inaktivovanym

virem, pouze pro veterinarni ucely. (Jeffries et al., 2014)

2.5.2.4 Virus nemoci kyasanurského hvozdu
Virus postihuje indické opice. (Votava, 2003) Je pienasen klistaty Haemophysalis
spinigera. (Ruzek, 2015) U lidi infekce probiha jako hemorrhagicka horecka

s meningoencefalitidou. (Votava, 2003)

2.5.2.5 Virus omské hemorrhagické horecky
Vyvolavad obdobné onemocnéni jako virus nemoci kyasanurského hvozdu, avsSak
vyskytuje se jenom na zapadni Sibifi. K nakazeni ¢lovéka muize také dojit po kontaktu

s infikovanymi ondatrami. (VVotava, 2003)

2.5.2.6 Virus powssan

Tento virus je ostatnim virim z komplexu KE antigenné nejvzdalenéjsi. (Votava, 2003)
Vyskytuje se v Rusku a Severni Americe. Pfenasi ho riizné druhy klistat. Ixodes cookei
je hlavnim pfenaseCem na severovychodé¢ USA a v Kanad¢. Dal$im z klistat, ktera

prenasi virus v USA je Ixodes scapularis (dominantni ve statech Minnesota a Wisconsin).
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Z klistat Ixodes persulcatus, Haemaphysalis concinna a Haemophysalis longicornis,

Dermacentor silvarum byl tento virus izolovan v Rusku. (Ebel, 2010)

Ptenos na Clovéka je velmi vzacny, ale pokud k nému dojde, vyvolava virus zdvazné

encefalitidy provazené komplikacemi a vysokou mirou tmrtnosti. (Ebel, 2010)

2.6 Infekce hostitelské buriky

Napadeni bunky virem zacina vazbou virové ¢astice a specifického bunécného receptoru
na povrchu buiiky. Receptor se dosud nepodatilo objevit, ale pfedpoklada se, ze se bude
jednat o evoluéné¢ konzervovanou molekulu — napf. heparansulfat (jednd se
0 mukopolysacharid, vyskytujici se u velkého poctu bunék — to dava viru schopnost

mnozit v buitkach riiznych zivoc¢isnych druhi). (Rizek, 2015)

Po navazani viru na receptor virus pronikd do bunky pomoci endocytézy (proces
absorbovani materidlu do buiiky). Kolem absorbované latky se utvoti vacek (vytvoreny
membranou buiiky), pozdé&ji je pohlcovana Castice cela obklopend membranou bunky —
vznikd endozom a Castice prostupuje dovniti buiiky. Dojde k okyseleni wvnitiku
endozomu, coz vede ke konformac¢nim zménam obalového virového glykoproteinu E,
adojde k splynuti virové membrany a membrany endozomu, diky tomu se uvolni
nukleokapsida viru do bunétné cytoplazmy. Nasledné se nukleokapsida rozlozi a uvolni
se virova RNA. Protoze je virova RNA pozitivné polarni, miZe byt pfimo vyuZita jako

templat pro syntézu virového polyproteinu. (Mandl, 2005)

Existuji dvé mozné cesty tvorby novych virionu a jejich vyzravani. Tyto dva zptisoby se

oznacuji jako cis a trans:

e Cis maturace — viriony jsou kompletovany v cytoplazmé, pokracuji k bunécné
membran€, puci, a ziskavaji tak sviij obal,;

e trans maturace — obalené viriony se hromadi v méchyicich endoplazmatického
retikula (ER), pokracuji do Golgiho komplexu (GK) a za pomoci transportnich
vackli se dostavaji k bunééné membrané, kde vacky splyvaji s bunécnou

membréanou a viriony se uvolni z buiky. (Senigl et al., 2006)

Pokud virus KE infikuje buiiky obratlovce, objevi se u nich maturace trans, u bunck

klidtat se vyskytuje maturace cis. (Senigl et al., 2006)
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2.6.1 Efekt virové infekce na hostitelskou bunku

Efekt infekce na hostitelskou buiiku se 1i8i podle organismu, ktery virus napadl:

e kliStata — v jejich bunikdch vyvolava virus produktivni perzistentni infekci, virus
pfebyva v buiice, mnozi se, ale samotnd buiika neni infekci nijak naruSend (Razek
et al., 2008);

e obratlovci — vbunkach obratlovet probiha z dtvodu infekce spousta
fyziologickych i morfologickych zmén, nékteré z nich mohou zpisobit az smrt

bunky (pomoci nekrdzy nebo apoptozy). (Palus et al., 2014, Ruzek et al., 2009)

Bunky, které jsou infikovany virem zacnou produkovat interferony (INF) I. typu.
U zdravych (neinfikovanych) bun€k navozuji antivirovy stav ptisobenim parakrinnim,

anebo pusobi autokrinnim zptsobem, a tak zptisobuji programovanou bunéénou smrt.

(Best et al.,2005)

2.6.2 Pisobeni interferonii

Poté, co se navaze molekula INF na specificky bunéény receptor, je spusténa kaskadova
reakce, jejimz cilem je stimulace INF-inducibilnich gent. Antivirovy stav miize byt
navozen nékterymi enzymy, které mohou katalyzovat syntézu nezvyklého
oligonukleotidu z ATP. Ten poté aktivuje endoribonukleazu, pusobici destrukéné na
MRNA, a to vede k omezeni syntézy virovych bilkovin. Jiny z enzymd, spole¢né s dals$im

faktorem, zastavi syntézu vSech proteind v hostitelské buiice, véetn€ proteinti virovych.

(Best et al., 2005)

Virus KE je sice vysoce citlivy k piisobeni INF, ma ale schopnost inhibovat INF-

iniciovanou kaskadovou reakci. (Best et al.,2005)

2.7 Patogeneze klist'ové encefalitidy

2.7.1 Vstup viru do organismu

Virus se do organismu dostava tiemi zptsoby:

1. ptrenos béhem sani infikovaného klistéte — nejcastéjsi zplisob prenosu;

2. infekce béhem konzumace nakaZeného nepasterizovaného mléka a dalSich
mléénych vyrobku (predevsim ovcich a kozich);

3. laboratorni nakaza (kontaminovany aerosol, injek¢ni jehla apod. — zejména v dobé

pted ockovanim). (Rtuzek et al., 2010)
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V nasich podminkach je virus nejcastéji prenesen na Cloveéka prisatim klistéte Ixodes
ricinus. Jeho Gstni Gstroji pronika pii sani hluboko do hostitele; jeho sliny obsahuji mnoho
latek, diky kterym dokaze virus piekonat obranu hostitele. Kromé latek, které brzdi
koagulac¢ni kaskadu, se zde objevuji i1 slozky, branici vzniku zanétlivého procesu. Dale
obsahuji slozky, potlacujici imunitni odpovéd” na pfisani (napf. prostaglandiny
a cytokiny). (Chmelar et al., 2012) V okoli ustniho tstroji klistéte se v dusledku zmnozeni
vaziva tvoii mohutny utvar tvaru kuzele, kolem néj vzniké husty zadnétlivy infiltrat, ktery

je tvofeny pievazné lymfocyty. (Anderson a Magnarelli, 2008)

2.7.2 Sireni viru v organismu

Virus musi piekonat n€kolik bariér, které chrani hostitele. Hlavni bariérou je kaze.
(Ruzek et al., 2019) Po kousnuti klistétem Vvirus spolecné se slinami putuje do podkozi
hostitele. Dalsi bariérou je imunitni odpovéd’ hostitele. (Ruzek et al., 2019) Muze tak
dojit ke kratkodobé virémii. (Labuda et al., 1996) Tato prvotni virémie neni pfi¢inou
budouciho onemocnéni. (Rajéani a Ciampor 2006) V misté sani dochazi k primarnimu
pomnozeni viru v riznych typech bunék kuze a podkozi. (Labuda et al., 1996) Mezi prvni
bunky prezentujici antigen (APC) patii Langerhansovy bunky (vystavuji virus KE T-
lymfocytim). Kromé& funkce APC, slouzi Langerhansovy buriky jako pfenaSeci viru do
spadovych lymfatickych uzlin. (Malkova a Filip, 1968) Lymfatické uzliny maji
vyznamnou roli v patogenezi KE. Uvnitf lymfatickych uzlin se virus pomnozuje
v makrofazich; tato schopnost (infikovat makrofagy), je zcela zadsadni pro dalsi rozvoj
infekce. Virus, ktery se nedokaZe mnozit uvniti makrofagl, nemiize vyvolat virémii,

a dosahnout tak CNS a zptisobit neuroinfekci. (Ahantarig et al., 2009)

Po masivnim pomnozeni viru v lymfatickych uzlinach, nasleduje uvoliovani viru do
krevniho ob&éhu. Nastava tzv. primarni virémie. (Malkova a Frankova, 1959) Béhem ni je
Vv krvi pfitomno pomérné malo viru, ktery je ale zanesen do mnoha rtznych tkani
aorganu. V nich se virus mnozi, uvoliiuje se zpét do krevniho fecist€ a objevuje se
sekundarni virémie. Projevem infekce jsou v tomto obdobi nespecifické prodromalni
ptiznaky. V ptipadé€ ne zcela vyvinuté infekce jsou prodromy jedinymi ptiznaky. (Ruzek,

2015)

Primarni virémie byva kratkodoba, sekundarni pretrvava nékolik dnti. Virus béhem ni
pirekonavad hematoencefalickou bariéru (HEB), vytvari tak prechod mezi krevnimi

kapilarami a mozkovou tkdni. Endotel mozkovych kapilar je odlisny od endotelu v jinych
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oblastech. Zde jsou endotelové buriky spojeny tésnymi kontakty (tzv. tight junction). Neni
dosud zcela objasnéno, jak virus piekondva HEB. Tim virus piekonal tfeti bariéru
chranici hostitele. (Ruzek et al., 2019) Je zndmo né€kolik moznych mechanismd, kterymi

muze virus do CNS pronikat:

1. virus putuje po nervovych zakoncenich;

2. mechanismus ,,trojského koné¢* — infikované imunitni buiiky migruji do CNS;

3. jako nésledek infekce endotel vystylajicich bungk;

4, virus se diftzné Sifi mezi endotelidlnimi buikami v disledku zvySené

permeability HEB. (Rizek, 2015)

Pokusy na laboratornich myS$ich naznacily, Ze rozruSeni HEB neni nutné pro pronikani
viru KE do mozku, protoze permeabilita HEB byla zvySena az po dosazeni velkého

mnozstvi viri v mozku. (Ruzek et al. 2011)

2.8 Obraz imunitniho systému pii kliSt'ové encefalitidé

Ukolem imunitniho systému je zni€it virovou infekci a zaroveil minimalné poskodit

vlastni organismus. Protivirovou imunitni odpovéd’ mizeme rozdélit do Ctyt fazi:

1. zabranéni penetrace viru — ucinny zpusob je nepiitomnost receptort pro vir, dale
1 dobfe funkéni slizniéni imunitni systém;

2. zabranéni replikace viru — to je zabezpe€ovano interferony;

3. eliminace volnych viriont;

4. eliminace virem infikovanych bunék. (Krejsek a Kopecky, 2004)

Viry se bézné skryvaji imunitnimu systému uvnitf virem infikovanych bunck. Takto
infikované buniky maji na svém povrchu virové antigeny, které rozpoznavaji cytotoxické
Te-lymfocyty, anebo maji pozménény povrch tak, aby je rozpoznavaly a ni¢ily NK

(natural killers) bunky. (Krejsek a Kopecky, 2004)

2.8.1 Bunécna imunitni odpoved’

Lytické ptisobeni NK buné€k zajistuji membranové vazané i nitrobunééné molekuly.
Uvnitt NK bunék jsou piitomna granula, kterd obsahuji perforiny. Perforiny jsou
bilkoviny, které se v prub¢hu kontaktu s infikovanou burnikou uvoliuji z granul, vmezefi
se do cytoplazmatické membrany infikované bunky, a vytvofi por, kterym se do bunky
dostavaji granzymy, které dale napomahaji lyze bunky. (Krejsek a Kopecky, 2004)
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2.8.2 Humordalni imunitni odpovéd’

Béhem infekce virem KE vznikaji specifické protilatky, které reaguji s virovymi
antigeny, a to zejména ve tfidé¢ imunoglobulint M (IgM) a imunoglobulintit G (IgG).
Imunitni systém napadeného organismu béhem ran¢ho stadia infekce zaCind nejprve
s tvorbou IgM protilatek, kterad je provazena nespecifickymi piiznaky infekce. Pozdéji se
také zacinaji tvorit protilatky IgG. Oba tyto typy protilatek lze detekovat v séru i likvoru.
V mozkomis$nim moku narGistd mnozstvi protilatek IgM od prvniho dne od objeveni
nespecifickych symptomi az po Sesty den infekce, kdy se za¢inaji objevovat encefalitické
priznaky. IgM dosahuje nejvysSich hodnot pfiblizné po dvou tydnech od objeveni
nespecifickych ptiznaki a v séru infikovanych pacientti pretrvavaji po dobu 6—7 tydnd.
Protilatky IgG jsme schopni detekovat po dobu 11-13 mésict; jejich pfitomnost je
dlouhodobd, coz zapficinuje dlouhodobou, nékdy az celozivotni imunitu proti KE po

onemocnéni. (Giinther et al., 1996; Riazek, 2015)

2.9 Diagnostika klist ové encefalitidy

2.9.1 Klinicka diagnostika
KE nema typicky klinicky prabéh, neni mozné stanovit diagnézu pouze na zaklade¢
klinického vySetieni, proto je nutné doplnit klinické vysSetfeni o laboratorni diagnostiku.

(Riizek, 2015)

Dtlezité jsou informace pojednavajici o dobé pfed zacatkem klinickych ptiznaki (zda
mél pacient v poslednich tydnech prisaté kliste, zda se pohyboval v zasazenych oblastech,
zda konzumoval nepasterizované vyrobky zkoziho mléka apod.). Je dulezité si
pamatovat, Ze infikovand kliStata se nenachdzeji pouze ve volné ptirodé, ale
I v méstskych zelenich (napf. parcich). Néktefi z postizenych pacientli neudavaji pisati
klistéte. (Ruzek, 2015) Prisaté klisté udava pouze 50-60 % postizenych. (Mickiene et al.
2005)

Proto je dualezité si uvédomit, Ze tato data jsou pouze pomocnou informaci a nelze z nich

vyvozovat kone¢nou diagnozu. (Ruzek, 2015)

2.9.2 Laboratorni diagnostika
Vzhledem k tomu, Ze klinické ptiznaky onemocnéni nejsou specifické, musi byt skutecna

diagnéza stanovena v laboratofi. V zasadé lze virus izolovat z krve béhem prvni
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viremické faze, dale lze izolovat virové specifickou RNA za pomoci RT-PCR

(Holzmann, 2003)

Ve vzacnych ptipadech miaze byt virus identifikovan z CNS za pomoci elektronové
mikroskopie nebo detekovan pomoci RT-PCR z mozku a dalSich organi. (Holzmann,
2003)

Nicméné tyto postupy nemaji velky vyznam pro pacienty piijaté do nemocnice ve druhé
fazi onemocnéni, kdy se projevuji neurologické ptiznaky. V této fazi je virus ,,vyc¢istén‘
z krve (i mozkomi$niho moku), a je zapoc¢ata humoralni imunitni odpovéd’. (Holzmann,
2003)

2.9.2.1 Sérologicka diagnostika

Diagnostika KE je zaloZena na pritkkazu specifickych protilatek, které jsou obvykle
detekovatelné na pocatku druhé faze, a kterym rapidné vzrista titr. V dnesni dobé¢ je
metodou volby pro rychlou detekci KE-specifickych IgM a IgG protilatek ELISA. A to
jak ze séra, tak mozkomisniho moku. U vétSiny pacientd, ktefi jsou v manifestni fazi
nemoci KE-specifické IgM a IgG protilatky detekovatelné uz v prvnim vzorku. V likvoru
jsou specifické protilatky detekovatelné pouze u 50 % téchto pacientli, deset dnil po

nastupu nemoci se stdvaji detekovatelnymi. (Holzmann, 2003)

Protilatky IgM mohou byt detekovatelné n€kolik mésicii po infekci, protilatky IgG

pretrvavaji po cely Zivot, a zabranuji tak reinfekci. (Holzmann, 2003)

Interpretace vysledkli neni u neockovanych pacienti tak slozitd jako u ockovanych
pacient. Od pocatku neurologické faze je v séru obvykld pfitomnost IgM i IgG
protilatek. Je nutné opakovat vysetieni, pokud se pacient v minulosti podrobil o¢kovani

a sérologické vysledky jsou nejasné. (Priisa, 2012)

Mozné vysledky sérologickych testi:
a) specifické IgM i IgG protilatky jsou ve vzorku pfitomny — dokazuji infekci KE
nebo nedavné ockovani;
b) specifické IgM i IgG protilatky nejsou ve vzorku pfitomny — je nutné otestovat
kontrolni vzorky (pfi podezieni na akutni infekci);
c) specifické IgM jsou ve vzorku pritomny, IgG protilatky nejsou ve vzorku

pritomny — podezieni na KE, nutno vysetfit kontrolni séra;
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d) specifické IgM protilatky nejsou ve vzorku pfitomny, specifické IgG protilatky
jsou ve vzorku ptfitomny — tento vysledek znaci prodélanou infekci nebo o¢kovani.

(Holzmann, 2003)

2.9.2.2 Zobrazovaci metody

Intracerebralni poskozeni mozku pii KE je vzacné¢ dokdzédno magnetickou rezonanci.
Podle studie byly abnormalni vysledky detekovany pouze u 17,5 % z testovanych
pacientl. (Kaiser, 2012) Stejné tak vypocetni tomografie nema specifickou hodnotu pfi
diagnostice KE, protoze nikdy neodhalila Zadné patologické nalezy. (Mickiene et al.
2005)

2.9.2.3 Vysetteni krve

a) Krevni obraz — vySetfeni krevniho obrazu neposkytuje zadné specifické
informace, nalez odpovida bé&Znému virovému onemocnéni. (Rizek, 2015)
Béhem prvni fdze onemocnéni se u pfiblizné 20 % pacienti vyskytuje
neutropenie, trombopenie a abnormalni hodnota jaternich enzymii. Ve druhé fazi
nemoci odhali krevni obraz vzestup poctu bilych krvinek (pfiblizné u 75 %
pacientll), dale se vyskytuje zvySend sedimentace erytrocytd (ptiblizné u 80 %
pacientt). (Mickiene et al., 2005)

b) Biochemické vysetfeni — piiblizné u 90 % pacientt se vyskytuji se zvySené
hodnoty C-reaktivniho proteinu. (Kaiser, 2012)

Pritomnost zanétlivych markerii v séru je bézn€ sdruzena s horeckou, bolestmi
hlavy a dal$imi pfiznaky svéd¢icimi pro bakteridlni meningitidu, coz je jeden
z dtvodu, pro¢ jsou néktefi pacienti zpocatku onemocnéni 1éCeni antibiotiky,

dokud sérologie neprokaze KE. (Mickiene et al., 2005)
2.9.2.4 Vysetfeni mozkomiSniho moku

V pribéhu meningoencefalitidy jsou hladiny glukozy §
a laktatu v normé, dale byvaji lehce zvySené proteiny
(albumin), a také byva pfitomna pleocytdza. Na pocatku ' - % & o
nemoci je v mozkomisnim moku pocet bilych krvinek e o TE CARALD » SR
zvyseny az na hodnoty 1000 bunék/mm?® (primérny ‘9 f g ’

pocet bilych krvinek je okolo 60 bungk/ul krve), Obrazek 1. Mikroskopicky
obraz likvoru s dominanci
neutrofilti (zdroj: vlastni)
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s dominanci neutrofil (coz mtize vést k prvotnimu podezieni na bakteridlni meningitidu)

(obr.1). (Kaiser, 2012)

2.9.2.5 Kultivace viru

Tato metoda se k bézné diagnostice nepouziva. (Prisa, 2012)

2.9.2.6 PCR

Praktické vyuziti piimé izolace virové RNA je téméf nulové. Tato metoda se pouziva
pfevazné k vyzkumu. (Ruzek, 2015) K tomu, aby mohla byt izolovana RNA viru, je
potieba, aby se onemocnéni nachazelo ve viremické (prvni) fazi. Problémem je, Ze
nemocni vyhledaji 1ékaie az po objevu neurologickych piiznaka (druha faze), tehdy jiz

Vv téle probihd imunitni reakce na vir a jeho hladina v téle klesa. (Mészarosova, 2016)

2.9.3 Laboratorni diagnostika klistove encefalitidy v nemocnici Havlickitv Brod
2.9.3.1 Vysetieni mozkomisniho moku

a) Stanoveni poctu elementi mozkomisniho moku za pomoci Fuchs-
Rosenthalovy komiirky — v tomto piipad¢ se jedna o nativni preparat barveny
smési ledové kyseliny octové, fenolu a fuchsinu. Principem reakce je, ze diky
kyseliné¢ octové zhemolyzuji erytrocyty, a tim jsou ndm lépe viditelné buiky
jaderné. Fuchsin tyto jaderné buiiky obarvi. Buiiky pocitame pti zvétSeni 200krat,
nehledime na typy bunék, pouze na jejich pocet (piiloha 2). (Adam, 2000)

b) Stanoveni typu bunék v mozkomiSnim moku - po pfipravé suchého
cytologického preparatu se vzorek obarvi podle Pappenheima. Nejprve se sklicko
prelije barvivem May-Griinwald, které¢ diky obsaZenému methanolu vzorek
zaroven fixuje. Poté se pfevrstvi destilovanou vodou, aby nedoslo k zaschnuti
preparatu. Po sliti destilované vody se sklicko pfevrstvi roztokem Giemsa-
Romanowski (zvyrazni jadra buné€k). Po skonceni barveni a zaschnuti preparatu
se sklicko montuje za pomoci vhodného montovaciho média (ptiloha 2). (Adam,

2000)

2.9.3.2 Sérologicka diagnostika
a) Klasicka ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) — jedna se o metodu,
detekujici mnozstvi specifickych protilatek v odebraném vzorku. Na mikrotitracni
desti¢ce je navazan specificky antigen, na ktery se po pfiddni vzorku navazi
specifické protilatky. Na navazané protilatky se dale navaze konjugat (jedna se

0 znaCenou zvifeci anti-lidskou protildtku s kienovou peroxidazou). Aktivita
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b)

enzymu se zjistuje pfidanim substratu, v ptipad¢ pozitivity dojde ke zméné barvy
(roztok zmodrd). Reakce je zastavena ukonc¢ovacim roztokem. Modré zbarveni se
zmeéni na zluté a cela desticka se fotometricky zméfi. Vzniklé zbarveni je
pfimoumérné mnozstvi specifickych protilatek ve vzorku. (TestLine, 2018)
Chorus Trio — jedna se o imunoenzymatickou metodu pro kvalitativni stanoveni
protilatek pro KE ve vzorcich séra nebo citratové plazmy, zalozené na principu
metody ELISA. Antigen je navazan na pevné fazi, specifické protilatky se
navazuji béhem inkubace s fedénym pacientskym sérem. Po promyti je piidan
konjugat, slozeny z anti-lidskych protilatek konjugovanych na kienové
peroxidaze. Nenavazany konjugat je odstranén, a je pfidan peroxidazovy substrat.
Vzniklé zbarveni je ptfimoumérné koncentraci specifickych protilatek ve vzorku.
(ptiloha 3) (Diesse, 2018)

ReaScan rapid test — jedna se o kvalitativni imunochromatograficky lateralni
pritokovy test. [gM protilatky ve vzorku jsou zachyceny na testovaci lince s anti-
lidskymi IgM protilatkami. Specifické protilatky jsou detekovany pomoci
rekombinantniho zlatého komplexu. Intenzita vzniklého Cerveného prouzku je
pfimoimérna mnozstvi specifickych KE-protilatek ve vzorku. Intenzita je
prevedena na c¢iselnou hodnotu pomoci ReaScan rapid test readeru. Konecny
vysledek je dosazen porovnanim hodnoty zreaderu s cut-off hodnotami

specifickymi pro danou $arzi. (pfiloha 4) (Reagena, 2017)



3. Cile prace

Cilem mé prace bylo zhodnoceni stavajiciho stavu diagnostiky klistové encefalitidy se

zvlastnim darazem na TAT (doba navratu vysledki vySetfeni).

Vystupem pro praxi bylo nalezeni pfipadnych cest pro zlepseni této diagnostiky.
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4. Metodika

4.1 Uvod do metodiky

Praktickou cast své bakalaiské prace jsem provadéla v imunologické laboratoii odd€leni
spole¢nych laboratofi nemocnice Havli¢ckiv Brod. Zde mi také byly poskytnuty vzorky

sér a likvort a vSechno potiebné vybaveni pro praci.

V nemocnici Havlickiiv Brod se KE (ze vzorkid sér i likvor) rutinné i statimové
vySetfovala pouze jednou tydné (obvykle v utery), a to metodou ELISA. Vyjimkou bylo
cytologické vySetteni likvoru, které mélo statut statimu, a vySetfovalo se neprodlené po
pfijmu do laboratofe. Pacientim se pomoci cytologického vySetfeni likvoru
diagnostikovala neuroinfekce, ale na diagnostiku piesného onemocnéni se muselo pockat
nékdy 1 vice nez tyden. Specifické protilatky proti KE jsou v séru stabilni tyden (pii

skladovani v lednicce mezi 2—8 °C).

Ke zméné doslo ke konci roku 2017, kdy byl do laboratote potizen piistroj Chorus Trio,
ktery umoznil rychlejsi diagnostiku KE, ale pouze ze sér pacientt. | z tohoto dtivodu se

nejcastéji vyuziva ke kontrole protilatek po vakcinaci.

K dalsi zméné doslo v roce 2018. Do imunologické laboratotfe byl pofizen statimovy
piistroj ReaScan rapid test, ktery zkratil dobu ¢ekani na vysledek vySetfeni. Lze na ném
testovat jak séra, tak likvory. Diky nému jsme schopni potvrdit nebo vyvratit diagnézu

klistové encefalitidy béhem 30 minut.

4.2 Cytologické vySetieni mozkomisniho moku

4.2.1 Nativni preparat
Laboratorni vybaveni
e mikropipety (100 pul a 10 pl)
e zkumavky eppendorf
e Dbarvici roztok (smés ledové kyseliny octové, fenolu a fuchsinu)
e Fuchs-Rosenthalova komurka + kryci skli¢ko
e Casovac

e svételny mikroskop
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Postup piipravy nativniho preparatu

1.

Do zkumavky eppendorf jsem napipetovala 100 pl mozkomisniho moku,
spole¢né s 10 ul barviciho roztoku, a takto vzniklou smés jsem promichala
a nechala stat 5-10 minut.

Pomoci pipety jsem roztok nanesla do komiirky pod sklicko a pozorovala pod

mikroskopem pfi zvétSeni 100krat.

4.2.2 Trvaly preparat

Laboratorni vybaveni

Pasteurova pipeta

podlozni + kryci sklo

cytocentrifuga s prislusenstvim

barvici stojanek

barvici roztoky (May-Griinwald, Giemsa-Romanowski)
destilovana voda

kryci sklicko

kanadsky balzdm

c¢asovac

Postup pfipravy trvalého preparatu

a) Ptiprava preparatu na sklicku

1. Vzorek likvoru jsem pomoci Pasteurovy pipety napipetovala do nastavce
upevnéného na podlozni sklicko (jednd se vlastné o zkumavku bez dna,
kde podlozni sklicko tvofi dno tohoto drzdku).

2. Takto ptipravené sklicko se vlozi do cytocentrifugy a staci se 5 min pfi
1000 otackach, dojde k sedimentaci bunéénych elementt v likvoru. Po

odstranéni drzaku se skli¢ko necha volné uschnout.

b) Barveni preparatu
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1. Zaschly preparat jsem prielila barvivem May-Griinwald, které diky
obsazenému metanolu preparat i zafixuje. Barvivo jsem nechala ptisobit
po dobu 4 minut.

2. Sklicko jsem podvrstvila na kratkou dobu destilovanou vodou tak, aby
tekutina nepftetekla.

3. Sklicko jsem pievrstvila roztokem Giemsa-Romanowski.



4. Sklicko jsem opléachla destilovanou vodou a nechala zaschnout.
5. Suchy preparat jsem zamontovala pomoci kanadského balzdmu

a pozorovala pod mikroskopem pfi zvétSeni 20krat az 40krat.

4.3 ELISA

SloZeni soupravy

potazena desticka (jamky s navazanym antigenem)

negativni kontrola (zfedény roztok neobsahujici specifické protilatky)

pozitivni kontrola (zfedény roztok obsahujici specifické protilatky)

cut-off (zfedény roztok, obsahujici specifické protilatky v hrani¢ni koncentraci)
konjugat (zfedény roztok obsahujici zvifeci imunoglobulin proti lidskému IgM
znaceny peroxiddzou)

fedici roztok vzorkl

substrat TMB-Complete 2 (jednoslozkovy substrat obsahujici TMB/H20>)
promyvaci roztok (20krat koncentrovany pufr)

zastavovaci roztok (zfedény roztok kyseliny)

pracovni navod

Laboratorni vybaveni a pfistroje

mikropipety + jednorazové Spicky
zkumavky eppendorf

mikrodesticky s odpovidajicim poctem stripli
termostat

promyvaci zatizeni

casovac

reagencie

fotometr

Ptiprava pracovnich roztokt

Nejprve jsem si piipravila promyvaci roztok, ktery jsem nafedila v poméru 1:20 — 75 ml

koncentrovaného promyvaciho roztoku a 1 425 ml destilované vody (promyvaciho

roztoku musi byt dostatecné mnoZzstvi, protoze se desticka promyva nékolikrat za sebou).
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Kontroly, konjugat a fedici roztok byly pfipraveny k pouziti, pouze jsem je vyndala

z lednice a nechala vytemperovat na laboratorni teplotu.

Redéni vzorku

a)

b)

Redéni vzorkd séra (plazmy) — vzorky séra jsem fedila v poméru 1:101 (10 pl
vzorku a 1 ml fedicitho roztoku) fedicim roztokem. Promichala jsem je
a inkubovala 10 minut pii laboratorni teplot¢.

Redéni vzorkti mozkomi$niho moku — vzorky likvoru jsem ziedila fedicim
roztokem (110 ul vzorku a 110 pl fediciho roztoku). Promichala jsem je

a inkubovala 10 minut pii laboratorni teploté.

Pracovni postup
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1.

o o > w

Nejprve jsem vyndala vSechny reagencie z lednice, nechala je vytemperovat na
laboratorni teplotu a dikladné jsem je promichala. Vyndala jsem odpovidajici

pocet stripd.

Do jamek stripi  jsem

e | 000000000000
napipetovala kontroly afedéné | | 000000000000
vzorky podle pipetovaciho | ¢ @O()(}QOO()OQOO
schéma (obr. 2): 1000000000000
1000000000000
, 1000000000000
ponechala  prazdnou | . O()OO<>OOOOOOC)
pro blank; 100000000000

b. do jamky 1B jsem 10 1 12

a. jamku 1A jsem

blank
pipetovala 100 pl + pozitivni kontrola

negativni kontrola

c. dojamkylCalDjsem Rv  Fedényvzorek

negativni kontroly;

pipetovala po 100 pl Obrazek 2: Pipetovaci schéma (zdroj: vlastni)
CUT-OFF;

d. dojamky 1E jsem pipetovala pozitivni kontrolu;

e. do nasledujicich jamek jsem napipetovala 100 ul nafedénych vzorkd.
Desticku jsem prekryla vikem a inkubovala 30 minut v termostatu pii 37 °C.
Obsah jamek jsem odséla a promyla pomoci promyvaciho zafizeni.

Do vsech jamek (kromé jamky 0) jsem pipetovala 100 ul konjugatu.

Desticku jsem znovu inkubovala 30 minut pii 37 °C a znovu promyla.



7. Do vsech jamek jsem napipetovala 100 pl jednoslozkového substratu. Desticku
jsem 15 minut inkubovala v temnu pii 37 °C. Po inkubaci jsem do vSech jamek
pridala 100 pl zastavovaciho roztoku.

8. Desticku jsem vlozila do fotometru a méfila pti vinové délce 450 nm intenzitu

zbarveni roztoku v jamkéch proti blanku (jamka A1).
Validita testu
Test je platny, pokud:

e je naméfend absorbance blanku <0,150

e je naméiend absorbance negativni kontroly mens$i neZz polovina priméru

absorbance cut-off (negativni kontrola <0,5 x cut-off)

e je prumérna absorbance cut-off je v rozmezi 0,200-0,800 (0,200 < cut-off >
0,800)

e je absorbance pozitivni kontroly vétsi nez 1,5n4sobek primérné absorbance cut-

off (pozitivni kontrola >1,5x cut-0ff)
Hodnoceni vzork
Vzorky se hodnoti podle indexu pozitivity.
Vypocet indexu pozitivity:

e uvzorki séra (plazmy) se déli absorbance fedéného vzorku primérnou absorbanci

cut-off (ziskanou ze stejné série méteni)

e u vzorkid mozkomi$niho moku se se déli absorbance fedéného vzorku dvakrat

pramérnou absorbanci cut-off (ziskanou ze stejné série méteni)

4.4 Chorus Trio antiTBE IgM

SloZeni soupravy

[

e testovaci stripy ”IH“ Q[ ] [ ] [ ]O O O
—

e kalibrator

e pozitivni kontrola Obrazek 3: Schéma testovaciho stripu

Laboratorni vybaveni a pfistroje

e mikropipeta (50 ul) + Spicky
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e pfistroj ChorusTrio s pfislusenstvim
Pracovni postup

1. Stripy jsem vyndala z chladni¢ky a nechala je temperovat na laboratorni teplotu.

2. Do prvni jamky jsem piidala 50 ul séra pacienta a zkontrolovala jsem pfitomnost
reagencii v dalsich jamkach stripu.

3. Strip (obr. 3) jsem vlozila do pfistroje, pomoci ¢tecky ¢arovych kodi jsem nacetla
¢arovy kod pacienta a carovy kod stripu.

4. Pokud bylo nutné doplnit v piistroji n€kterou z reagencii (napi. washing buffer),
ptistroj to sdm ohlasil. Pfipadné roztoky jsem doplnila.

5. Spustila jsem pfistroj, ktery celé testovani provadél automaticky.

6. Po uplynuti testovaci doby vytiskl pfistroj vysledky, podle kterych se mohla

vyhodnotit pozitivita/negativita vzorku.
Validita testu
Test je validni, pokud pozitivni kontrola vyjde v danych mezich.
4.5 ReaScan TBE IgM

Slozeni soupravy

e 10 kusti ReaScan TBE IgM testovacich kazet

e 10 kust lahvicek dilu¢niho pufru
10 kust lahvic¢ek konjugatu
Laboratorni vybaveni

e mikropipety + jednorazové Spicky
e reagencie

e (asoval

e testovaci kazeta

e ReaScan reader
Pracovni postup pro testovani vzorki séra

1. Napipetovala jsem 5 pl séra do nadobky s diluentem a lahvi¢ku jsem promichala

tak, ze jsem ji 10—-20krat otocila.
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2. Napipetovala jsem 100 pl nafedéného vzorku do konjugatové lahvicky
a dostate¢n¢ zamichala, aby se vSechen lyofilizovany konjugat rozpustil.

3. Vyjmula jsem testovaci kazetu z obalu, polozila ji na rovnou plochu a oznacila
jsem ji pro pozd¢jsi moznou identifikaci.

4. Ptepipetovala jsem 80 pl reakéni smési (konjugat se vzorkem) do vzorkového

policka kazety a inkubovala 20 minut pfi laboratorni teploté.
Pracovni postup pro testovani vzorkd mozkomisniho moku

1. Do konjugatové lahvicky jsem napipetovala 90 ul diluacniho pufru a 10 pl
mozkomis$niho moku. Dostatecné jsem jej promichala.

2. Vyjmula jsem testovaci kazetu z obalu, polozila ji na rovnou plochu a oznacila
jsem ji pro pozdé¢j$i moznou identifikaci.

3. Prepipetovala jsem 80 pl reakéni smési do vzorkového policka kazety

a inkubovala 20 minut pii laboratorni teploté.
Odecitani vysledki na ReaScan Rapid test readeru

1. Zapnula jsem pfistroj, po chvili se na displeji objevila ikona (Sipka znacici
vysunuti nosice).

2. Vysunula jsem nosi¢ a vlozila kazetu se vzorkem, nosi¢ jsem zasunula zpét do
pfistroje. Méfeni probihalo 5 sekund.

3. Vysunula jsem nosi¢ a vyjmula kazetu. Po dalSich 5 sekundach se na displeji
objevila naméfend hodnota, kterou jsem zapsala.

4. Vysledek jsem vyhodnotila dle pfilozenych udaji.

. N Y Ya N
Mozné vysledky imunochromatografického testu @) O) @) O
a) Testovaci kazeta je poskozend a je nutné test |t T T T
opakovat s novou testovaci kazetou (obr.4). ¢ ¢ c c
b) Testovaci kazeta je v potadku (zobrazil se kontrolni \. AN I
prouzek), vysledek testu je negativni (obr. 4). i ? i °
€) Vysledek testu je pozitivni (obr.4). Obrazek 4: Schéma testovacich

kazet (zdroj: vlastni)
Validita testu

Test je validni, pokud je po inkubaci pozitivni kontrolni prouzek.
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Test je validni, pokud je vysledek kontrolni kazety v deklarovaném rozmezi.

4.6 Zpracovani dat

Data jsem zpracovavala v laboratornim informac¢nim systému (LIS) a textovém editoru
Excel. Nejprve jsem v LISu filtrovala jednotlivé metody v odpovidajicich letech. Diky
tomuto filtru jsem si mohla opsat rodna Cisla pacientli, u kterych byla metoda provadéna.
Rodné ¢isla jsem zadala do LISu v casti hledani vysledkti, a tak jsem se dozvédéla
pottebné informace pro vypocitani doby TAT (Cas ptijmu vzorku a ¢as 1ékatské kontroly)

u vSech zvolenych metod.

Takto nalezena data jsem zpracovala v Excelu. Vypocitala jsem rozdily mezi ¢asem
pfijmu vzorku a ¢asem lékatské kontroly. Z vypocitanych hodnot jsem zhotovila tabulky

a Z nich nasledné grafy.
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5. Vysledky

5.1 Cytologické vySetieni likvoru

Za rok 2015 bylo v nemocnici Havlickiv Brod cytologicky vySetieno celkem 87
statimovych vzorku od pacientl s podezienim na klistovou encefalitidu. Z toho 12 jich
m¢élo patologicky nalez (13,8 %), jeden z nich mél nalez v hrani¢nich hodnotach (1,15 %)
a 74 vzorku bylo bez nalezu (85,05 %). Vysledky jsou zobrazeny v grafu Cytologické
vySetieni likvoru 2015 (obr. 5).

Cytologické vysetreni likvoru 2015
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Obrazek 5: Cytologického vySetteni likvoru za rok 2015

Primérna doba navratu vysledkli vySetieni v roce 2015 byla témét 64 minut. Nejkratsi
prumérna doba navratu vysledku byla v prosinci 2015 (40 minut), nejdelsi byla v lednu

2015 (177 minut). Hodnoty jsou zobrazeny v grafu Primérna TAT (obr. 6).

Priamérna TAT
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Obrazek 6: Primérnéa doba néavratu vysledkt cytologického vySetieni za rok 2015

V roce 2018 se v nemocnici Havli¢ktiv Brod cytologicky vySettilo 66 statimovych vzorkt

od pacientli s podezienim na klistovou encefalitidu. 20 jich mélo patologicky nalez
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(30,30 %), u zbylych 46 vzorkt bylo bez patologického nalezu (69,69 %). Vysledky jsou
zobrazeny v grafu Cytologické vySetteni likvoru 2018 (obr. 7).

Cytologické vysetreni likvoru 2018
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Obrazek 7: Cytologické vysetieni likvoru za rok 2018

V roce 2018 byl mozkomisni mok v souvislosti s podezienim na KE vySetfovan az od
dubna. Primérna doba navratu vysledki méteni byla 42 minut. Nejkrat$i prumérna doba
navratu vysledku byla v srpnu 2018 (23 minut), nejdelsi byla v dubnu 2018 (60 minut).

Hodnoty jsou zobrazeny v grafu Primérna TAT (obr. 8).

Primérna TAT
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Obrazek 8: Primérnéa doba néavratu vysledkt cytologického vysetieni za rok 2015

Vroce 2019 (k 4.4.2019) se v nemocnici Havlickiiv Brod cytologicky vysetiilo 12
statimovych vzorkli mozkomisniho moku u pacienti s podezienim na klisfovou
encefalitidu. 4 vzorky mély patologicky nalez (33,33 %), zbylych 8 vzorkl bylo bez
nalezu (66,67 %). Vysledky jsou zobrazeny v grafu Cytologické vysetteni likvoru 2019
(obr. 9).
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Cytologické vysetreni likvoru 2019
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Obrazek 9: Vysledky cytologického vysetieni likvoru za rok 2019

Primérnad doba navrati vysledkii vysetfeni byla v prvni ¢asti roku 2019 50 minut.
Nejkratsi pramérna doba navratu vysledkt byla v unoru (45,5 minuty) a nejdelsi v lednu

(63 minut). Hodnoty jsou zobrazeny v grafu Primérna TAT (obr. 10).

Primérna TAT
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Obrazek 10: Primérna doba navratu vysledkt cytologického vysetieni za rok 2019

Pokud se v mozkomisnim moku prokaze piitomnost bunéénych elementd, které nejsou
fyziologické, postupuje se k dalSimu kroku, a to ke zjiSténi pfitomnosti specifickych

protilatek v jiz odebraném likvoru.

5.2 Stanoveni protildtek metodou ELISA

Stanoveni protilatek v likvoru

Metodou ELISA bylo v roce 2015 vysetifeno celkem 89 vzorkli mozkomisniho moku.

Nejvic vzorkl bylo vySetfeno v ¢ervnu (12 vzorkt), nejméné v dubnu (2 vzorky).

Primérna doba navratu vysledki vySetfeni byla u této metody 4 dny, 14 hodin a 57 minut.

Nejkratsi prumérna doba navratu byla v kvétnu (2 dny, 12 hodin a 8 minut), nejdelsi byla
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Vv lednu (8 dnti, 1 hodina a 50 minut). Hodnoty jsou zobrazeny v grafu Priméma TAT
(obr. 11).

Pridmérna TAT
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Obrazek 11: Primérna doba navratu vysledki vysetfeni likvoru metodou ELISA v roce
2015

V roce 2018 bylo metodou ELISA vysetieno 68 vzorkii mozkomisniho moku. Nejvic

vzorku bylo vySetieno v fijnu (14 vzorkl), nejméné v dubnu (2 vzorky).

Primérnéa doba navratu vysledkl byla v roce 2018 3 dny, 17 hodin a 42 minut. Nejdelsi
prumérna doba navratu byla v prosinci (4 dny, 22 hodin a 16 minut), nejkratsi v byla

v srpnu (2 dny, 6 hodin a 6 minut). Hodnoty jsou zobrazeny v grafu Primérna TAT (obr.
12).

Priamérna TAT
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Obrazek 12: Primérna doba navratu vysledki vysetieni likvoru metodou ELISA v roce
2018

V roce 2019 (k 4.4.2019) bylo metodou ELISA otestovano 10 vzorki mozkomiSniho
moku.
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Primérna délka TAT byla 4 dny, 9 hodin a 4 minuty. Nejkrats$i primérna doba navratu
byla v dubnu (3 dny, 21 hodin a 4 minuty), nejdelsi byla v lednu (4 dny, 15 hodin a 57

minut). Hodnoty jsou zobrazeny v grafu Primérna TAT (obr. 13).
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Obrazek 13: Primérna doba navratu vysledki vysetfeni likvoru metodou ELISA v roce
2019 (k 4.4.)

Stanoveni protilatek v séru

V roce 2015 bylo na specifické protilatky proti KE vySetfeno celkem 59 sér. Nejvice

vzorki bylo vySetieno v ¢ervnu (8 vzorkit), nejméné v dubnu (1 vzorek).

Primérna doba navratu vysledki vysetieni byla v roce 2015 4 dny, 1 hodina 37 minuta.
Nejdelsi primérnéd doba navratu vysledkid byla v ¢ervenci (6 dni, 16 hodin a 35 minut),
nejkratsi byla v srpnu (2 dny, 10 hodin a 40 minut). Hodnoty jsou zobrazeny v grafu
Primérna TAT (obr. 14).
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Obrazek 14: Priimérna doba navratu vysledkl vysetieni sér metodou ELISA v roce 2015
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V roce 2018 bylo vysetfeno 55 vzorka sér. Nejvic vzorkd bylo vySetfeno v fijnu (13

vzorkll), nejméné v dubnu (1 vzorek).

Primérna doba navratu vysledka vySetieni byla v roce 2018 2 dny, 21 hodin a 56 minut.
Nejdelsi doba odezvy byla v kvétnu (5 dni, 10 hodin a 13 minut), nejkrat$i byla
v listopadu (14 hodin a 21 minut). Hodnoty jsou zobrazeny v grafu Praimérna TAT (obr.
15).
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Obrazek 15: Primérna doba navratu vysledki vySetfeni sér metodou ELISA v roce 2018

V prvni ¢asti roku 2019 (od 1. 1. do 4. 4. 2019) bylo metodou ELISA vysetieno celkem
5 vzorkt sér. 3 vzorky byly vySetteny v lednu, zbylé dva v inoru. Nejdelsi primérna doba
navratu vysledkid byla v lednu (1 den, 2 hodiny a 30 minut), nejkrat$i byla v unoru (6

hodin a 58 minut). Hodnoty jsou zobrazeny v grafu Primérna TAT (obr. 16).
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Obrazek 16: Primérna doba navratu vysledkl vysetfeni sér metodou ELISA v roce 2019

5.3 Stanoveni protilatek metodou ChorusTrio

Pomoci pfistroje ChorusTrio bylo na poc¢atku roku 2019 (1.1.-4.4.2019) vySetieno 51
vzorkd sér. Nejdelsi doba odezvy byla v lednu (2 dny, 12 hodin a 1 minuta), nejkratsi
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doba odezvy byla v unoru (1 den, 14 hodin a 47 minut). Vysledky jsou zobrazeny v grafu
Primérna TAT (obr. 17).
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Obrazek 17: Primérna doba navratu vysledka vysetieni sér metodou ChorusTrio v roce
2019

5.4 Stanoveni protilatek pomoci ReaScan

Od ¢ervna 2018 do dubna 2019 bylo touto metodou vySeteno 20 vzorkil. Nejvic vzorkl
bylo vySetfeno v cervenci 2018 (4 vzorky), nejméné v mésicich Cervnu, zafi, fijnu 2018
a breznu 2019 (v kazdém mésici 2 vzorky). 5 jich bylo pozitivnich (25 %), zbytek
negativnich (75 %). Hodnoty jsou zobrazeny v grafu Statimové vySetfeni (obr. 18).

Statimové vysetreni
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Obrazek 18: Statimové vySetfeni protilatek pomoci ReaScan

Priimérné doba odezvy byla u tohoto statimového vySetieni 1 hodina a 16 minut. Nejdelsi
doba odezvy byla v bieznu (3 hodiny a 54 minut) a nejkratsi v listopadu (19 a ptil minuty).
Vysledky jsou zobrazeny v grafu Primérna TAT (obr. 19).
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Primérna TAT

roky 2018, 2019
Obrazek 19: Primérna doba navratu vysledkl vysetfeni vzorkli pomoci ReaScan rapid
test

5.5 Porovnani pouZitych metod

Porovnani metod je zobrazeno v grafu Porovnani metod (obr. 20) a popsano v kapitole

Diskuze.
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Obrazek 20: Porovnani primérné doby odezvy u jednotlivych metod za jednotlivé roky
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6. Diskuze

Vzorky mozkomisniho moku odebrané kviili podezieni na KE jsou v nemocnici
Havlickiv Brod nejprve vySetfovany mikroskopicky, a to jak za pomoci nativniho, tak
trvalého preparatu, tim se potvrdi ¢i vyvrati mozna neuroinfekce a urci se postup dalsich
vySetieni. Doba TAT je ovlivnéna jak pracovniky na piijmu vzorkd, tak pracovniky
v imunologické laboratofi. Primérnd doba odezvy za vSechny sledované roky je 52,16
minut. Nejdel$i ¢as odezvy byl v roce 2015 (64 minut), nejrychlejsi byla v roce 2018 (42
minut). Za rok 2019 (k 4. 4. 2019) je pramérna TAT 50,5 minuty. MoZna pficina tohoto
opétovného prodlouzeni doby je ta, ze vime, Ze V zimnim obdobi je nepravdépodobna
akutni infekce KE a pocitame spi$ s chronickymi onemocnénimi (jako je naptiklad
roztrousend sklerdza), proto se tolik nespéchéd (napt. pfi barveni prepardtu se vSechny
barvici roztoky nechavaji plisobit piedepsanou dobu namisto zkraceného Casu pisobenti).
Je tedy mozné, ze pruimérna hodnota TAT celého roku 2019 bude opét o néco mensi nez

TAT v roce 2018.

Pii patologickém nalezu pii mikroskopii mozkomiSniho moku nasleduje sérologicka
diagnostika daného vzorku a dale se stanovuji také protilatky v séru ptisluSného pacienta.
V nemocnici Havlickliv Brod byla ze sérologickych metod po dlouhou dobu vyuZzivana
pouze metoda ELISA, kterd byla provadéna pouze jednou tydné. To mélo za nasledek
velice dlouhou dobu odezvy — v priméru 4 dny, 5 hodin a 54 minut pro mozkomi$ni mok,
a 2 dny, 14 hodin a 47 minut pro séra. Bylo nutné tuto dobu zkratit, a tak byl na konci

roku 2017 zakoupen pfistroj ChorusTrio.

Vyhodou tohoto pfiistroje je, Ze je rychlejsi oproti klasické, ruéné délané metodé ELISA.
Nevyhodou je, Ze je na ném moZné stanovovat pouze vzorky sér, nikoli likvort, takZe je
nevhodny pro stanoveni protilatek, které nasleduji po mikroskopii mozkomiSniho moku.
| to je jeden z davodi, pro¢ se ChorusTrio pouziva spiSe pro rutinni diagnostiku nez
statimovou, a to prevazné pro kontrolu hladiny protilatek pfed nebo po oc¢kovani. Tato
metoda zkratila dobu TAT pramémé o 1 den, 5 hodin a 30 minut. V roce 2018 doslo
k dalsi zméné¢ statimové diagnostiky KE, byl zakoupen pfistroj ReaScan rapid test, ktery

vyrazn¢ zkratil dobu mezi pfijmem vzorku a navratem vysledku.

Stanoveni protilatek pomoci pfistroje ReaScan rapid test zkratilo dobu TAT ze dnil na
minuty (pouze ve dvou vyjimkach na hodiny — jednou na 1 hodinu a 5,5 minut a podruhé

na 3 hodiny a 54 minut). Jeho vyhodou je, ze s jeho pomoci miizeme stanovovat protilatky
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jak ve vzorku likvoru (ktery jsme ziskali diky indikaci cytologického vySetteni

mozkomisniho moku), tak ve vzorku séra.

Jasn¢ nejrychlejsi, ale nejméné specifickou metodou je cytologické vysetieni likvoru.
Diky nému odhalime neuroinfekci, ale nerozezname i. a., které infekci zpisobilo,
anemizeme tak zahajit specifickou 1é¢bu. Druhou nejrychlejsi metodou je
imunochromatograficky piistroj ReaScan. Podle mého nédzoru je dobfe, ze pravé tento
pristroj je vyuzivan pro statimovou diagnostiku, protoze vyrazné urychli stanoveni
mnozstvi protilatek proti KE ve vzorku. Dalsi v fadé je stanoveni protilatek pfistrojem
ChorusTrio, ktery je sice rychlejsi nez ELISA, ale jeho velkou nevyhodou je jiz zminéna
nemoznost stanovovat protildtky z mozkomisniho moku. Na poslednim misté, co se tyce

rychlosti TAT, je stanoveni protilatek metodou ELISA.
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7. Zavér

V teoretické ¢asti své bakalatské prace jsem shrnula informace o klistové encefalitide
(a ptibuznych tématech), o jeji diagnostice apod. V praktické ¢asti jsem Si osvojila
metody diagnostiky klistové encefalitidy, a to cytologické vySetfeni likvoru, metodu
ELISA, préci s piistrojem ChorusTrio a imunochromatografickym testem ReaScan rapid
test. Diky mému pobytu na Oddéleni spole¢nych laboratofi v nemocnici Havlicktiv Brod
jsem si prosla celym procesem od piijeti vzorku az po I¢kaiskou kontrolu a uvolnéni

vysledki.

Cilem mé prace bylo zhodnotit stavajici stav diagnostiky klistové encefalitidy s dlirazem
na TAT (dobu névratu vysledku vySetfeni), vystupem pro praxi bylo nalezeni ptipadnych

cest ke zlepSeni této diagnostiky, ob¢ tyto informace jsou shrnuty v kapitole Diskuze.
Vystupem pro praxi z mé prace bylo nalezeni moznych cest ke zlepseni této diagnostiky:

e Pokud pacient v anamnéze udava piisaté klisté, klinické ptiznaky jsou typické pro
KE ajeho vzorek je zadan jako statim jsem pro to, aby se vzorek primarné testoval
pomoci ReaScan rapid testu, a pokud vyjde negativné, teprve potom bych
vysetfovala vzorky napft. na protilatky proti lymské borelidze.

e Pokud by v budoucnu ptibyvalo zadosti o vySetieni protilatek proti KE, myslim
si, ze by bylo vhodné zvazit moznost, Ze by se vzorky metodou ELISA
vySetfovaly Castéji nez jednou tydné. Anebo aby byl do laboratofe potizen jiny

automaticky systém detekce protilatek.
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9. Prilohy

Priloha 1: Tabulky ke grafiim

Tabulka 1: Cytologické vySetteni likvoru v roce 2015

priumérna TAT pocty pacientii
rok doba odezvy , s ,
2015 [min] s nalezem | hrani¢ni | bez nalezu
leden 177,8 0 0 9
unor 15,7 1 1 5
biezen 92 1 0 4
duben 66,5 0 0 2
kvéten 93 4 0 8
cerven 48 0 0 11
cervenec 47 2 0 5
srpen 60 0 0 9
Zari 84,8 2 0 3
fijen 64,2 2 0 7
listopad 59,6 0 0 6
prosinec 40,7 0 0 4

Tabulka 2: Cytologické vysetieni likvoru v roce 2018

primérna TAT pocty pacientii
rok doba odezvy , e, .
2018 [min] snalezem | hrani¢ni | bez nalezu
duben 60,5 0 0 2
kvéten 50,5 1 0 5
cerven 52,9 3 0 7
dervenec 53,6 4 0 5
srpen 22,8 2 0 3
Zafi 52,4 0 0 5
fijen 39,3 5 0 7
listopad 25,3 4 0 6
prosinec 32,8 1 0 6
Tabulka 3: Cytologické vysetfeni likvoru v roce 2019
primérna TAT pocet pacientii
rok doba odezvy , v ,
2019 [min] s nalezem |hrani¢ni| bez nalezu
leden 63,3 0 0 3
unor 45,5 1 0 1
biezen 46,5 3 0 3
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Tabulka 4: Stanoveni protilatek v likvoru metodou ELISA v roce 2015

primérna TAT
rok doba odezvy
2015 [min]
leden 11630,1
unor 7850,5
bfezen 3729,8
duben 8051,5
kvéten 3608,18
éerven 5101,917
dervenec 8410,88
srpen 4269,22
zari 5621,6
fijen 7529,44
listopad 4956,67
prosinec 115925

Tabulka 5: Stanoveni protilatek v likvoru metodou ELISA v roce 2018

primérna TAT
rok doba odezvy

2018 [min]

duben 5558
kvéten 6794,67
derven 4839,7
cervenec 6959,22
srpen 3246,6
zari 6154,8
fijen 4055,5
listopad 4963,3
prosinec 7096,57

Tabulka 6: Stanoveni protilatek v likvoru metodou ELISA v roce 2019

primérna TAT
rok doba odezvy
2019 [min]
leden 6717,33
unor 6375
bfezen 6138,75
duben 5584
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Tabulka 7: Stanoveni protilatek v séru metodou ELISA v roce 2015

primérna TAT
rok doba odezvy
2015 [min]
leden 5397,33
unor 8813
biezen 5641,33
duben 7406
kvéten 4062
cerven 7041,62
éervenec 9635,67
srpen 3520
zari 8560
fijen 4948,28
listopad 4566,25
prosinec 3917,33

Tabulka 8: Stanoveni protilatek v séru metodou ELISA v roce 2018

prumérna TAT
rok doba odezvy

2018 [min]

duben 6978
kvéten 7813,17
éerven 5702,4
cervenec 5735,3
srpen 2754,67
zari 4100,8
fijen 3036,54
listopad 852,67
prosinec 2947,83

Tabulka 9: Stanoveni protilatek v séru metodou ELISA v roce 2019

primérna TAT
rok doba odezvy
2019 [min]
leden 1590,33
unor 4185
biezen 0
duben 0
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Tabulka 10: Stanoveni protilatek metodou ChorusTrio

primérna TAT
rok doba odezvy
2019 [min]
leden 3601
unor 2 507
biezen 3206
duben 3 456

Tabulka 11: Stanoveni protilatek metodou ReaScan

prumérna TAT pocet pacienti
rok doba odezvy ozitivni | hrani¢ni | negativni
2018,2019 [min] pozIty gatv
derven 65,5 0 0 2
cervenec 95 1 0 3
srpen 37,33 0 0 3
zafi 92,5 0 0 2
fijen 51 1 0 1
listopad 19,67 0 0 3
prosinec 45 0 0 2
biezen 234 0 0 2
Tabulka 12: Porovnani pramérnych dob odezvy pouzitych metod
pouZité metody
cy_tologle E-LISA EI,‘ISA ReaScan ChorusTrio
likvoru (likvor) (sérum)
rok
2015 64 6657 5857 - -
rok
2018 42 5382,5 4196 272 -
rok 50,5 6304 1121 268 3147
2019 ’
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Priloha 2: Cytologie likvoru

Obrazek 21: Patologicky ndlez ve  Obrazek 22: Trvaly cytologicky preparat

vzorku likvoru ve Fuchs-Rosenthalové  (zdroj: vlastni)

komurce (zdroj: vlastni)

9" 2V

Obréazek 23: Patologicky nalez ve Obrazek 24: Patologicky nalez ve

vzorku likvoru s plazmatickou vzorku likvoru s pfimési erytrocyti
buiikou (zdroj: vlastni) (zdroj: vlastni)
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Priloha 3:
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Obrazek 25: Ptistroj ChorusTrio (TestLine) (zdroj: Obrazek 26: ChorusTrio
vlastni) testovaci stripy (zdroj:

vlastni)

Piiloha 4: ReaScan rapid test

Obrazek 27: Testovaci kazeta

(negativni) (zdroj: vlastni)
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Obrazek 28: ReaScan rapid test reader (zdroj: vlastni)
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10. Seznam zkratek

APC — bunka prezentujici antigen

CNS — centralni nervova soustava
ELISA — Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
HEB — hematoencefalicka bariéra

I.a. — infek¢ni agens

IgG — imunoglobuliny G

IgM — imunoglobuliny M

KE — klistové encefalitida

LIS — laboratorni informacni systém
NK — natural killers — ptirozeny zabije¢

TAT — time around time
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