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1. Uvod

24

onemocnéni lidi postihujici centralni nervovy systém (CNS). V CR je kazdoroén& zaznamenavano
ptiblizné 600 piipadu.

Pvodce onemocnéni, virus KE (VKE), je fazen mezi arboviry, tedy mezi viry, které jsou
prenaseny krevsajicimi ¢lenovci (Palus a Rizek, 2013). Taxonomicky je virus fazen do celedi
Flaviviridae, genom viru tvoii jednovlaknova RNA kodujici tii strukturni proteiny (C, M, E) a sedm
nestrukturnich proteinti. Nukleokapsida viru je tvofena virovou nukleovou kyselinou a kapsidovym
proteinem C. Toto virové jadro je obaleno lipidovou membranou obsahujici proteiny M a E. Hlavnim
povrchovym antigenem je praveé protein E, ktery umoziuje vazbu na povrchové receptory hostitelské
buriky a zprostiedkovava tak jeji infekci (Heinz, 1986).

K prenosu viru na ¢lovéka dochazi nejcastéji béhem infestace (pfichyceni a sani krve)
infikovanym klistétem, mén¢ ¢astym zpisobem pienosu je alimentarni cesta po pozieni mléka
kontaminovaného VKE. Hlavnim pfenage¢em kligtové encefalitidy v ramci Ceské republiky je kliste

obecné (Ixodes ricinus), vyskyt KE je proto izce svazan s roz$ifenim tohoto parazita a obdobim jeho
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trvalych nasledkd po prodélaném onemocnéni a pocet smrtelnych ptipada (Lindquist aVapalahti,
2008).

Vedle typickych hostiteld VKE, zahrnujicich obratlovce jako jsou hlodavci a hmyzozravei, kteti
spolu s pfenaseéem sehravaji hlavni tilohu v udrZeni ohniska KE v daném prosttedi, mohou byt virem
infikovana také domestikovana zvitata. U prezvykavct ma KE podobu asymptomatické infekce a
neptedstavuje tak zdravotni problém pro samotného nakazené¢ho hostitele. Riziko nakazy vsak
ohrozuje ¢lovéka konzumujiciho mléko nebo mlécné produkty. Alimentarni cesta nakazy KE je
druhym nejcastéjsim zpisobem infekce loveéka. Oproti ndhodnému vyskytu KE pii infekcich
ptenesenych klist'aty maji alimentarni infekce typicky rodinny vyskyt souvisejici s konzumaci virem
kontaminované potraviny. Zdrojem alimentarni infekce ¢lovéka bylo identifikovano mléko koz, ovci i
krav infikovanych VKE (GreSikové4, 1999). Pfezvykavci jsou obvykle infikovani VKE v obdobi
pastvy pfi sani nakazeného klistéte. Experimentalné bylo potvrzeno, Ze u vSech vyse uvedenych druhi
prezvykavcet dochazi po infekci KE k prechodné virémii trvajici zpravidla nékolik dnti a nasledné je
mozné virus detekovat v mléce.

Virus si v mléce pii 4°C zachovava infek¢énost az po dobu dvou tydnt bez vyrazného poklesu
titru. Ve fyziologickém roztoku ptitom pieziva za stejnych podminek po 14 dnech sledovani pouze

minimalni mnozstvi virovych ¢astic. Na zakladé téchto zjisténi bylo predikovano, Ze mléko ma
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protektivni vliv na stabilitu VKE a pokud je kontaminovano, zachovava si infekénost pro spotiebitele
po celou dobu jeho pouzitelnosti. Zivotaschopny virus se podafilo prokazat i ve viech

testovanych mléénych produktech (kyselé mléko, maslo, smetana, tvaroh a syrovatka), pficemz
nejvyssi perzistence viru byla zaznamenana v masle, kde béhem dvou mésicu sledovani nedoslo

k poklesu vychoziho titru. VKE je mozné v mléce Gi¢inn¢ inaktivovat pasterizaci pii 72°C (GreSikova
a kol., 1960)

Alimentarni infekce KE byly zaznamenany ve vétsin€ oblasti vyskytu tohoto onemocnéni.
Nejrozsahlejsi epidemie KE zptsobena konzumaci nepasterizovaného koziho mléka propukla v
Roziavé v byvalém Ceskoslovensku v roce 1951. Mlékem kontaminovanym VKE bylo nakaZeno pies
660 lidi a 271 z nich muselo byt hospitalizovano kviili zavaznému priibéhu onemocnéni (Blaskovic,
1954). V soudasné dobé se v Ceské republice objevuji spise lokalni epidemie alimentarni KE malého
rozsahu. V letech 1997-2008 bylo v Ceské republice zaznamenéno 64 ptipadti KE alimentarniho
ptvodu, coz odpovidalo 0,9 % vsech piipadt diagnostikovanych KE v uvedeném obdobi. Onemocnéni
se manifestovalo po poziti tepelné neupraveného koziho mléka (56,3 %), ovc¢iho syra (32,8 %) nebo
kravského mléka (10,9 %) (Kiiz a kol., 2009). Popsan je také ptipad nakazy KE po poziti jogurtu
pripraveného z nepasterizovaného mléka, ke kterému do3lo v zapadnich Cechach (Pazdiora a kol.,
1994). Prvni zdokumentovana epidemie KE pochézejici z ov¢iho syru byla zaznamenana na
Slovensku (Gresikova a kol., 1975), dalSi opakované vyskyty alimentarniho typu infekce jsou v této
zemi obvykle spojované s konzumaci nepasterizovaného mléka ovci a koz (Labuda a kol., 2002).

Po prodélané infekci KE je mozné v séru malych piezvykavcl detekovat specifické protilatky
proti VKE. VySetfenim pfitomnosti téchto specifickych protilatek je mozné identifikovat zvitata, ktera
byla infikovana VKE a vyhodnotit tak miru rizika alimentarni infekce pro ¢lovéka v testovaném

chovu.

2. Cil metodiky funkéniho vzorku

Cilem metodiky funkéniho vzorku bylo zavést a validovat ELISA test, ktery bude umoziiovat

detekei specifickych protilatek proti VKE u malych piezvykavci po prodélané infekci KE.

3. Vlastni popis funk¢niho vzorku

3.1. Metodika funkéniho vzorku

Antigen pro vakcinu proti klistové encefalitidé byl pfipraven jako celovirionovy preparat.
PomnoZeny virus VKE kmen Hypr byl purifikovan z pomoci sraZeni, ultracetrifugaci na gradientu a
purifikaci pfes filtracni systémy. MnozZstvi proteinu v antigennim preparatu bylo méieno metodou dle
Bradfordové. Pro ucely testu byl virus inaktivovan a nafedén tak, aby jeho koncentrace byla 1pg/ml

ve vazebném karbonatovém pufru o pH 9,6. Antigen byl aplikovan v objemu 100 pl do jamek
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mikrotitraéni desti¢ky (Maxisorb, NUNC, USA). Vazba na dno jamky probihala po dobu 16 hodin pfi
4°C. Jamky mikrotitra¢ni desti¢ky byly nasledné trikrat promyty PBS s 0,05 % Tween 20 s vyuZitim
poloautomatické promyvacky ELx50 (Biotek Instrumentals, USA). Obsazeni volnych vazebnych mist
bylo provedeno pfidanim 200 pl fediciho roztoku (PBS s 0,05% Tween 20 a 10 % fetalniho bovinniho
séra) do jamek desti¢ky (inkubace 1 hodinu pii pokojové teploté). Nasledovalo trojndsobné promyti.
Vysetfovana séra byla nafedéna 1 : 200 v fedicim roztoku a aplikovana do jamek. Inkubace sér v
jamkach mikrotitraéni desti¢ky probihala pii pokojové teploté po dobu 1 hodiny. Nasledovalo
trojnasobné promyti jamek desticky. Poté byl do jamek ptidan protein G znaceny kienovou
peroxiddzou (Thermo Fisher Scientific) fedény 1 : 10 000 (100 ul na jamku) v fedicim roztoku.
Nasledovala inkubace (1 hodinu) pti pokojové teploté a dalsi ¢tyfnasobné promyti. V' dalSim kroku byl
aplikovan substratovy roztok (TMB v citratovém pufru) v objemu 100 pl do kazdé jamky. Reakce se
nechala vyvijet 20 minut, poté byla zastavena ptidanim 2M kyseliny sirové v objemu 50 ul do kazdé
jamky. Intenzita absorbance Zluté zbarveného reakéniho produktu v jednotlivych jamkéch byla métena

pti 450 nm s vyuZzitim multifunkéniho spektrofotometru (Synergy H1, Biotek Instrumentals, USA).

3.2. Validace funkéniho vzorku
3.2.1. Homogenita potaZené desticky

Testovani homogenity potaZeni desticky antigenem se provadélo v dané SarZi na jedné
mikrotitra¢ni desti¢ce v 96 jamkach, do nichz bylo ptidano sérum obsahujici protilatky proti VKE
(sérum fedéno 1 : 200). Provedl se standardni test podle pracovniho postupu uvedeného vyse
(vysledky viz tabulka 1) a byly vypoc¢teny Udaje pramérné hodnoty absorbance, smérodatné odchylky

vybéru a koeficientu variance.

Tabulka 1 (zmétené hodnoty absorbanci pii 450 nm):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,776 | 0,818 | 0,782 | 0,779 | 0,784 | 0,779 | 0,779 | 0,786 | 0,795 | 0,805 | 0,812 | 0,791

0,799 0,796 | 0,784 | 0,812 | 0,778 | 0,775 | 0,784 | 0,783 | 0,785 | 0,789 | 0,777 | 0,813

0,774 |0,775| 0,813 | 0,811 | 0,786 | 0,783 | 0,799 | 0,813 | 0,818 | 0,776 | 0,778 | 0,782

0,801| 0,81 | 0,818 | 0,799 | 0,795 | 0,785 | 0,814 | 0,779 | 0,784 | 0,795 | 0,786 | 0,779

0,803 | 0,777 | 0,776 | 0,814 | 0,805 | 0,786 | 0,813 | 0,818 | 0,776 | 0,778 | 0,796 | 0,784

0,779 0,795 | 0,778 | 0,777 | 0,812 | 0,782 | 0,799 | 0,814 | 0,777 | 0,789 | 0,798 | 0,779

0,784 10,799 | 0,796 | 0,789 | 0,808 | 0,782 | 0,805 | 0,812 | 0,797 | 0,801 | 0,803 | 0,803

I|IOQmMMmOlOlw| >

0,795 0,803 | 0,804 | 0,798 | 0,811 | 0,812 | 0,796 | 0,775 | 0,81 | 0,777 | 0,785 | 0,786

Vypocty:
Vzorec €. 1 - Priimérnd hodnota absorbance
Z x;
n
(X ... hodnota absorbance vzorku, n ... pocet vzorkii)

v =
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Vzorec C. 2 - Smérodatna odchylka vybéru

SD = llg(xf —%)?
N T 1

(X ... hodnota absorbance vzorku, x ... priimérna hodnota absorbance, n ... pocet vzorkit)

Vzorec ¢. 3 - Koeficient variance
5D

CV (%) = — .100
X

(SD ... smerodatna odchylka vybéru, x ... priimérnd hodnota absorbance)

Vypoctené hodnoty:
Primérna hodnota absorbance: 0,7932
Smérodatnad odchylka vybéru: 0,0137

Koeficient variance: 1,7236 %

3.2.2. Opakovatelnost — intra-assay

Provadéla se v jedné $arZi na jedné mikrotitra¢ni destiéce se ¢tyimi vzorky v zastoupeni dvou
vzorki séra s vysokym titrem protilatek proti VKE poskytujici vysoké hodnoty absorbance (A vice
nez 0,5) (KP — koza pozitivni, OP — ovce pozitivni) a dvou vzorkt séra s nizkym titrem protilatek
poskytujici nizké hodnoty absorbance (A méné nez 0,15) (KN — koza negativni, ON — ovce negativni)
v 16 jamkach od kazdého vzorku. Provedl se test podle pracovniho postupu uvedeného vyse. Vysledky
viz tabulka 2. Pro kazdy vzorek byla vypoctena primérna hodnota absorbance, smérodatna odchylka
vybéru a koeficient variance (vzorce 1 — 3). Pro cely rozsah byla nasledné vypoctena smérodatna
odchylka a varia¢ni koeficient, které vyjadiuji pfesnost a relativni pfesnost pro cely rozsah (vzorce 4 a
5).

Tabulka 2 (zmétené hodnoty absorbanci pti 450 nm):

KP KP KN KN OP OP ON ON
A 0,61 0,621 0,073 0,066 0,776 0,814 0,128 0,138
B 0,542 0,553 0,067 0,062 0,784 0,791 0,141 0,138
C 0,596 0,547 0,055 0,059 0,771 0,781 0,129 0,133
D 0,586 0,555 0,063 0,063 0,798 0,818 0,135 0,14
E 0,596 0,61 0,07 0,058 0,785 0,796 0,129 0,137
F 0,602 0,587 0,065 0,072 0,779 0,775 0,139 0,135
G 0,567 0,567 0,069 0,056 0,799 0,774 0,128 0,139
H 0,589 0,583 0,058 0,073 0,8 0,812 0,14 0,129




Vypoctené hodnoty pro jednotlivé vzorky:

Vzorek KP
Priimérna hodnota absorbance: 0,5819
Smérodatna odchylka vybéru: 0,0242

Koeficient variance: 4,1662 %

Vzorek KN
Priimérna hodnota absorbance: 0,0643
Smérodatna odchylka vybéru: 0,0060

Koeficient variance: 9,3935 %

Vzorek OP
Pramérna hodnota absorbance: 0,7908
Smérodatnd odchylka vybéru: 0,0151

Koeficient variance: 1,9084 %

Vzorek ON
Pramérna hodnota absorbance: 0,1349
Smérodatna odchylka vybéru: 0,0048

Koeficient variance: 3,5802 %

Vzorec C. 4 - Piesnost pro cely rozsah

|| (ny —1)s,® +(n; —1)s,? (e — D)5 ®

_”| (ny —1)+(n, — 1) ...(m, — 1)

sSD =

(s ... smérodatna odchylka vybéru vzorku, n ... pocet vzorkii)

Vzorec ¢ 5 - Relativni pFesnost pro cely rozsah

|| (ny — vy + (ny, — Dwy? o (ny, — w2

1‘| (n, — 1)+ (n, — 1) ...(n, — 1)

(v ... koeficient variance vzorku, n ... poéet vzorku)

oV =

Vypoétené hodnoty pro cely rozsah:
Presnost pro cely rozsah: 0,0092

Relativni piesnost pro cely rozsah: 5,5234 %



3.2.3. Opakovatelnost — inter-assay

Provadéla se v jedné Sarzi jako deset samostatnych analyz. Testovaly se ¢tyti vzorky
v zastoupeni dvou vzorkl séra s vysokym titrem protilatek poskytujici vysoké hodnoty absorbance (A
vice nez 0,5) (KP — koza pozitivni, OP — ovce pozitivni) a dvou vzorku séra s nizkym titrem protilatek
poskytujicich nizké hodnoty absorbance (A méné nez 0,15) (KN — koza negativni, ON — ovce
negativni), kazdy vzorek ve ¢tyfech jamkach. Provedl se test podle pracovniho postupu uvedeného
vyse. Vysledky vyz tabulka 3. Pro kazdy vzorek byla vypoétena primérna hodnota absorbance,
smérodatna odchylka vybéru a koeficient variance a pro cely rozsah souboru ptesnost a relativni

ptesnost (vzorce 1 —5).

Tabulka 3 (zmétené hodnoty absorbanci pti 450 nm):

test C. KP KP KN KN OP OP ON ON
1 0,542 0,597 0,057 0,059 0,776 0,814 0,128 0,135
1 0,549 0,599 0,063 0,06 0,779 0,803 0,129 0,133
2 0,632 0,653 0,075 0,08 0,835 0,855 0,153 0,149
2 0,611 0,671 0,071 0,078 0,837 0,845 0,155 0,148
3 0,567 0,565 0,063 0,078 0,801 0,812 0,144 0,139
3 0,572 0,632 0,069 0,075 0,799 0,755 0,144 0,131
4 0,512 0,518 0,061 0,051 0,731 0,711 0,111 0,125
4 0,503 0,532 0,055 0,052 0,72 0,705 0,132 0,123
5 0,635 0,642 0,075 0,062 0,835 0,766 0,151 0,16
5 0,637 0,628 0,078 0,075 0,821 0,815 0,157 0,159
6 0,543 0,592 0,058 0,053 0,777 0,812 0,129 0,132
6 0,548 0,578 0,061 0,059 0,798 0,814 0,134 0,14
7 0,649 0,622 0,075 0,079 0,822 0,846 0,155 0,162
7 0,652 0,645 0,082 0,065 0,832 0,812 0,149 0,163
8 0,522 0,532 0,055 0,052 0,774 0,781 0,123 0,142
8 0,512 0,547 0,054 0,051 0,768 0,755 0,125 0,12
9 0,635 0,647 0,077 0,069 0,832 0,803 0,146 0,132
9 0,599 0,632 0,076 0,071 0,834 0,812 0,137 0,148
10 0,541 0,557 0,051 0,059 0,781 0,766 0,125 0,128
10 0,555 0,571 0,052 0,063 0,795 0,78 0,129 0,121

Vypoctené hodnoty pro jednotlivé vzorky:

Vzorek KP
Priimérna hodnota absorbance: 0,5869
Smérodatna odchylka vybéru: 0,0491

Koeficient variance: 8,3607 %



Vzorek KN
Priimérna hodnota absorbance: 0,065
Smérodatna odchylka vybéru: 0,01

Koeficient variance: 15,479 %

Vzorek OP
Priimérna hodnota absorbance: 0,7952
Smérodatna odchylka vybéru: 0,0373

Koeficient variance: 4,6914 %

Vzorek ON
Pramérna hodnota absorbance: 0,1387
Smérodatna odchylka vybéru: 0,01339

Koeficient variance: 9,6565 %
Vypoctené hodnoty pro cely rozsah:
Piesnost pro cely rozsah: 0,0369
Relativni piesnost pro cely rozsah: 11,9465 %
4. Srovnani novosti postupi

Rutinni detekce specifickych protilatek proti VKE u malych piezvykavcu pro vyhodnoceni
rizika alimentarni infekce KE z daného chovu neni podle nasich informaci v souc¢asné dobé pouZzivana.
5. Uplatnéni funkéniho vzorku

Funk¢ni vzorek je na pracovistich autorti zaveden a je vyuzivan k vyzkumnym uceltim.
Potencialni komeréni vyuziti testu zavisi na zjmu chovateli malych ptezvykavel o vyhodnoceni miry
rizika alimentarni infekce KE z daného chovu.

6. Ekonomické aspekty

V soucasné dob¢ nelze ekonomické aspekty odhadnout. Cena jednotlivych vySetfeni a mira

potencialniho komer¢niho zisku bude zavisla na mnozstvi vysetiovanych vzorkd.



7. Seznam pouZité literatury

Blaskovic, D., Epidémia encefalitidy v Roziiavskom prirodnom ohnisku nakaz. SAV, Bratislava.
1954,

Gresikova, M., Havarnek, 1., Gorner, F. VVplyv pasterizicie na infektivitu virusu kliestovej
encefalitidy. Vet Cas 1960;9:462-4609.

Gresikova, M., Sekeyova, M., Stupalova, S., Necas, S. Sheep milk-borne epidemic of tick-borne
encephalitis in Slovakia. Intervirology 1975;5:57-61.

Gresikova, M. Kliest'ova encefalitida — trvaly verejno-zdravotnicky problém. Veda, SAV, Bratislava.
1999.

Gritsun, T.S., Lashkevich, V.A., Gould, E.A. Tick-borne encephalitis. Antiviral Res 2003;57:129-146.

Heinz, F.X. Epitope mapping of flavivirus glycoproteins. Adv Virus Res 1986;31:103-168.

K{iz, B., Benes, C., Daniel, M. Alimentary transmission of tick-borne encephalitis in the Czech
Republic (1997-2008). Epidemiol Mikrobiol Imunol 2009;58:98-103.

Labuda, M., Eleckova, E., Lickova, M., Sabd, A. Tick-borne encephalitis virus foci in Slovakia. Int J
Med Microbiol 2002;291, Suppl 33:43-7.

Lindquist, L., Vapalahti, O. Tick-borne encephalitis. Lancet 2008;371:1861-1871.

Palus, M., Ruzek, D. Klist'ova encefalitida — stale vice otazniki neZ jasnych odpovédi. Vakcinologie
2013;7: 158-164.

Pazdiora, P., Moravkova, 1., Bruj, J. Alimentarni pifenos u rodinného vyskytu klistové encefalitidy.

Prak Lék 1994;74:209-210.

8. Dedikace

Funkéni vzorek byl vytvofen v ramci projektu QJ1510104 Narodni agentury zemédélského

vyzkumu Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky.

10



Vyzkumny astav veterinarniho 1ékafstvi, v.v.i.
Hudcova 296/70
621 00 Brno
Czech Republic
Tel.: +420 5 3333 1111; www.vri.cz; e-mail: vri@vri.cz




