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ZJISTOVANI PRITOMNOSTI ANTI-HAV IgM PROTILATEK V SERECH OSOB
V OHNISKU VHA U VU 4055 PREROYV

Kpt. MUDr. Petr DOUDA
Vojensky zdravotni ustav. Ceské Budgjovice
(feditel: pplk. MUDr. Peter Gal)

Toto sdéleni se zabyva laboratorni problematikou
souvisgjici s virovou hepatitidou A.

Laboratofe epidemiologicko-mikrobiologického od-
déleni VZU Ceské Bud&jovice postupné vysetfily cel-
kem 137 vzorkil sér z ohniska od osob, které vytipovala
voj. hyg. epid. sluzba. Ohnisko bylo ohranieno poétem
36 osob. U viech urCenych byly v prvnim vzorku séra
uréeny tyto znaky dileZité pro VHA a VHB:

1. Pfitomnost HBsAg-VHB

2. Patologie v jaternich testech

3. Pfitomnost specifickych IgM protilatek signalizuji-
cich akutni infekci VHA.

Vzorky od vytipovanych osob byly v prub&hu 4-8 ho-
din od odbéru krve transportovany vozidlem nebo
letecky z Pierova do Ceskych Budé&jovic. Odbér Zilni
krve byl provadén dle metodiky urtené katedrou voj.
epidemiologiec VLA Hradec Krilové v ramci studie
HAVRIX. Slo jednak o mraZené sérum. eventualné
o chlazenou venozni krev.

Ad 1.

Pritomnost markeru pro VHB jsme testovali
komer¢ni soupravou firmy Sanofi-Pasteur Monolisa
HBsAg standardnim pracovnim postupem.
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Jedna se o soupravu na principu ELISA, doporu-
¢tenou NRL pro virové hepatitidy. Souprava, kterou
pouZivaime od konce roku 1993; by méla bezpetné
zachytit pfitomnost HBsAg od mnoZstvi 0,5 ng/ml.

V Zadném z vySe uvedeného mnoZstvi.sér nebyla
zjisténa pfitomnost HBsAg. Pritomnost HBsAg byla
prokazovana pouze pfi prvnim ‘sérologickém vysetieni
kazdé¢ vytipované osoby.

Takto byl vy3etfen i vzorek od akutné nemocného
R. K.

Tabulka 1

Vyskyt HBsAg u vytipovanych osob

u VU 4055 Prerov
Pocet vysetfenych osob. 36 (+1)
HBsAg NEGATIVNI 36 (+1)
HBsAg POZITIVNI 0(0)

Ad 2.

EMO laboratofe provedly screeningové vysetfeni
zvySené hladiny jaterniho enzymu GOT prostiednic-
tvim komeréni soupravy firmy USOL Praha - Sevatest
SGOT screening. Pfi tomto vySetieni byla zjisténa zvy-
$end hladina jaterni aminotransferdzy ve 3 pfipadech
z celkového mnoZstvi 137 dodanych vzorku sér.
V prvnim pfipadé se jednalo o vzorek od akutné
nemocného R. K., v dal$ich piipadech byla prokizina
hepatopatie nejasné etiologie, bez vztahu k VHA.
Screeningovy nélez byl ve viech pfipadech potvrzen pfi
podrobném  biochemickém  vy3etfeni jaternich
testl, které pro potfeby VZU Ceské Budgjovice pro-
vedlo Oddeleni klinickych laboratofi a hematologie
VN C, Bud&jovice. Konkrétné u akutnd nempocného.
u n¢hoZz byl screening silné pozitivai, byla nasledujlcl
biochemie: AST 1,59...ALT 16.4.

Tabulka 2

SGOT screening u vySetfovanych vzorki

Potet vysetfenych vzorki 137

Screening NEGATIVNI 134

Screening POZITIVNI 3
Ad 3.

V8echna dodand séra, ktera byla v pribéhu
n@bservace odebrdna, byla vyletfena na pfitomnost
specifickych. protilatek t¥idy IgM proti viru HAV.
Z riznych objektivnich ‘i subjektivnich p#ic¢in byly
jednotlivé osoby, respektive jejich séra, vySetfena
v riznych ¢asovych intervalech 2krat a7 6krat,

K tomuto vySetfeni jsme pouZili soupravu Sevatest
ELISA anti-HAV IgM Micro II. k detekci IgM proti-
latek k viru VHA od firmy USOL Praha. Vygetfovani
sér je zaloZeno na principu ELISA.

Tato metoda vyuZivd jamek stripové mikrotitrani
desti¢ky, na jejichZ vnitfni povrch je navazana zvifeci
protildtka proti lidskému IgM. Do jamek se aplikuji
vdanych fedénich kontrolni a vysetfované vzorky.
Dojde tak ke specifickému zachytu lidskych IgM, pokud
jsou pritomny ve vzorku. Po promyti se aplikuje
komeréni HAV antigen, ktery se b&hem inkubace
navaze na pfitomnou 1gM specifickou protilatku, pokud
ji vzorek obsahoval. Po daldim promyti se aplikuje
peroxiddzou znac¢ena lidska protilatka anti-HAV.
Po nasledujicim promyti se provede detekce peroxi-
dazové aktivity, kterd je umérnd mnoZstvi pfitomné
protilatky. Detekce je zaloZena na principu oxidace
orto-fenylendiaminu kyslikem, ktery je uvolnén ulin-
kem peroxidizy z H,O, obsazené v substratovém
roztoku. Intenzita oranZzovohnédého zabarveni  je
pfimo imérna koncentraci specifické IgM pretilatky
ve vysetfovaném vzorku. . )

Touto metodou a za pouZiti uvedené soupravy lze
ziskat vysledky do 48 hodin. Pfi provadéni i vyhodno-
covani testu pouZivame divkovaci, promyvaci a vy-
hodnocovaci systtm od firmy Dynatech, zejména
fotometr MR 5000 ve spojeni s tiskdrnou. Dle nami
zadaného programu fotometr s poditatem automaticky
vyhodnocuje absorbance pozitivnich a negativnich
kontrolnich vzorki, potitd jejich praméry, udava
absorbance vysetfovanych vzorki, stanovuje hraniéni
meze pozitivity a negatwlty Nase konkrétni nalezy
shrnuje tabulka 3.

Tabulka 3

Sevatest ELISA anti-HAV.IgM

Pocet vysetfenych vzorkil 137

Anti-HAV IgM HRANICN] 4
Anti-HAV IgM NEGATIVNI 132
Anti-HAV IgM POZITIVN{ 1

Celkem bylo vysetfeno 137 vzorki sér. Viechna séra
z diivodu vylouceni laboratorni chyby byla vySetfoviana

‘ve dvou jamkach, byl poditin primér absorbanci.

Absorbance pozitivnich kontrolek se pohybovaly
v pruméru okolo 0,500-1,000 dle 3arZe soupravy,
absorbance negativnich kontrolek byla v priméru
0,030-0,100.

Ve viech pfipadech byla splnéna numericka kritéria
stanovena vyrobcem pro platnost vy3etfeni. Hodnoty
hrani¢ni meze pro uréeni negativity a jiZ -pozitivity
se pohybovaly v rozmezi 0,063-0,210. Pozitivni nalez
s primérnou absorbanci 0,550 byl pouze ve vzorku séra
od akutné nemocného.

‘Hrani¢ni meze bylo téméf dosaZeno ve 4 pfipadech,
z toho u jedné vySetfované 2krat. Jednalo se o lékarku,
které byl aplikovan preparit Norga. PH. vySetfeni
13. 6. 1994 byl vysledek negativni, pii odbérech 20. 6.
a 18. 7. byl zavér z opakovanych testi tésné pod hranici
pozitivity, vySetfeni z 26. 7. dalo jiZ zcela negativni
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vysledek. Leékafka byla celé obdobi sledovana jak
klinicky, tak laboratorné. Mimo hrani¢niho nalezu
anti-HAV IgM Zidné daldi abnormality nebyly zjistény.
Nabizi se vysvétleni, Ze snad 3lo o pasivni pienos
specifickych protilatek z prepardtu Norga. U dalsich
otkovanych v8ak tato skute¢nost zjisténa nebyla. '

Zavér

Pro sledovani pfitomnosti anti-HAV IgM protildtek
v sérech osob v ohnisku VHA jsme pouzili domici
komeréni soupravu. Zadny pozitivni ndlez (mimo
akutn€ nemocného) jsme v ohnisku neprokazali. Nikdo
z vytipovanych osob neonemocnél. Nadale pfi vyskytu
VHA ve vojenskych kolektivech budeme sledovat
markery HBsAg, patologické jaterni testv a hlavné
pritomnost specifickych anti-HAV IgM protilatek.
Pfi diagnostice VHA je priikkaz specifickych protilatek
anti-HAV metodou volby. protilatky vznikaji prakticky
u viech infikovanych, s ojedinélou vyjimkou osob
s deficitem tvorby protilatek. Protilitkova aktivita
jev€asnd a snad i dostate¢né silnd. takZe prikaz
anti-HAV protilatek je spolehlivvm ukazatelem one-
mocnéni i bezpfiznakové infekce.

Vy3etfeni anti-HAV IgG po vakcinaci preparatem
Havrix provedla NRL pro VH ve SZU Praha.

Souhrn

Laboratoie epidemiologicko-mikrobiologického od-
déleni Vojenského zdravotniho ustavu Ceské Budé-
jovice postupné vysetiily celkem 137 vzorki sér
z ohniska virové hepatitidy A. Ohnisko bylo ohraniteno
po¢tem 36 osob. U vdech uréenych byly v prvnim
vzorku séra ureny tyto znaky: HBsAg-VHB. patologic
v jaternich testech, IgM anti-HAV. Provadéna vysetieni
neprokazala vyskyt zadného pfipadu. kterv by byl
pozitivni.
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