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Souhrn

Mikrorganismus Francisella tularensis vyvolava zava onemoemmi lidi a zvifat znamé pod ozdanim
tularémie. Sledovani protilatkové od@dv na infekci zpgsobenou timto mikroorganismem, resp. kmenem
s oznaenim LVS (live vaccine strain) bylo provedeno sfjickym vySéenim vzork krve ziskanych od imu-
nizovanych mysi inbredniho kmene BALB/c v intertadiz 21 dni. Pomoci metody ELISA byly stanoveny a
vyhodnoceny titry celkovych protilatek a dale ipotyych #id IgM a IgG. V praci se diskutuje 0 moznosti
pouZiti metody ELISA pro diagnostiku tularémie mmgch fazich.
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Monitoring of Antibodies Reaction againstFrancisella TularensisUsing the ELISA Method

Summary

Microorganism Francisella tularensis is the eticicg) agent of tularemiaa serious disease of humans
and animals. Serological diagnosis of antibodiésrtin mice models was performed by the indiredtSEAL
Inbred mice BALB/c were divided into ten intervalsd all of them (without a control group) were
inoculated with Francisella tularensis LVS. Obtaina@lood samples or more precisely sera were cabect
from 1 to 21 days. Antibodies titers of total immglobulins and isotypes IgG and IgM were assessed a
finally the progress of antibodies against F. talasis LVS was characterized. Applicability of ELISA

tularemia diagnosis is discussed.
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Uvod

MikroorganismusFrancisella tularensisvyvo-
lava zavazné onemogmi lidi a zvtat zndmé pod
oznaenim tularémieF. tularensisje vysoce pato-
genni pro hlodavce, Kiigjsou vedlelenovai (klis-
tata) a bodavého hmyzuimpzenym rezervoarem
ve volné @irodk. Z laboratornich zvéat je vysoce
vnimava bila my$ a syrskydéek, mér vnimavé
je moke a kralik.

Pavodce onemoai, které se podobalo moru
malych hlodavg, byl poprvé popsan v roce 1911
v udoli Tulare v Kalifornii (8) a izolovan byl o ko
pozcji (9). Byly popsany dva rozdilné typi.
tularensis které se liSi ve virulenci, geografickém
vyskytu a vektory, kterymi jsourenasenyfF. tula-
rensis tularensigtyp A) reprezentuje vysoce viru-
lentni formu s mortalitou asi 10 %. Ve voln&-p
rodk se vyskytuje v Severni Americeikali v roce
1998 hylaF. tularensis tularensigoprvé identi-
fikovana také na evropském kontineifb). K pre-

nosu tohoto typtr. tularensisdochazi diky severo-
americkym kralikm (Sylvilagus spp.)Tento sub-
typ byl zakladem, ze kterého byl v padesatych le-
tech 20. stoleti vyvinut vakcigai kmen LVS (3),
ktery byl pouzit v naSem experimentu. Druhy typ
F. tularensigpaleartica(typ B) se vyskytuje v Evro-
pé, Asii, ale také v Severni Americe. Je réaéiru-
lentni nez typ A, mortalita je mensi nez 1 % unelé
¢enych pacierit Jako vektory slouZiipvazri krali-
ci a dalsi drobni hlodavci a jejich ektoparazitg (6
Tularémie je penosné n&loveka. Podle mista
vstupu infekce rozliSujeme 4 hlavni formy onemoc-
néni ¢lovéka: (ulcero)glandularni, okuloglandularni,
angindzni (tonziloglandularni) a tyfoidni. Pro glan
larni formu onemoani je charakteristicka ulcera-
tivni [éze v mist priniku kiZi a z¢¥tSeni spadovych
lymfatickych uzlin. Bi okuloglandulérni forr pa-
vodce nékazy pronika konjunktivou & pngindzni
formé pres tonzily. Tyfoidni forma je provazena
krvacenim a ¥edovymi zngnami v zaZivacim trak-
tu (4).
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Morfologicky je F. tularensisdrobnd, nepohyb-
liva, nesporulujici, opouzdna, gramnegativni d-
ka o rozndrech 0,4 az 0,6 um nail&i a 0,8 az
1 pum na délku.

Je fakultativnim intracelularnim patogenem se
schopnosti proliferovat uviifagocytujicich bugk
(makrofagy, hepatocyty). To je jedna z vlastnosti,
pro kterou se tento bakterialni kmen pouziva jako
modelovy organismus pro studium interakci mezi
infekénim agens a hostitelem.

vzorek bylo ndteni 3krat opakovano.

Vysledky a diskuse

Experiment byl realizovan v souladu s projektem
pokusu schvaleném resortni komisi MO pro ochra-
nu zviat proti tyrani podle zakon& 246/92 Sb.
Po celou dobu probihajiciho onem&chtularémii
u laboratornich zvat byla provadna pozorovani

Prezentovana prace si klade za cil odhadnout fyzického stavu (barevn&ip s. IV, obr. 1). Jako

analytické limity metody ELISA pro diagnézu tu-
larémie, a to fedevdim v jejichtasnych fazich.
Pro tyto @&ely byly zangrn¢ zvoleny inbredni mysSi
jako hostitelsky organismus a 96jamkovy titria
panel ruting pouzivany v Klinickych laboratich
pro metodu ELISA.

Metodika

Experiment byl proveden na inbrednich mysich
kmene BALB/c (samice staré 8-10 tygiBioTest,
Konarovice). My3Si byly umighy za bariérou za
standardnich podminek odpovidajicich pozZatiavk
zoohygieny laboratornich zait.

F. tularensisLVS byla kultivovana 24 hodin na
McLeod krevnim agaruip 37 °C. Dvacet sedm
mysi bylo imunizovano davkou 1x4&ivych bu-
nék F. tularensisLVS s. c. v suspenzedné fy-
ziologickym roztokem. Eutanazie a vykrveniiagi
bylo provedeno po 1, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 14 a 21
dnech od podéani suspenze, vzorky krve byly zpra-
covany na sérum (ozéeno IMS — infekni mysSi
sérum). Do kontrolni skupiny byly t@zeny 3 my-

Si, které byly vykrveny 1. den od podani fyziolo-
gického roztoku, a ziskané sérum bylo pouZito jako
kontrolni vzorek (ozngeno NMS — normalni mysi
sérum).

Uspdéadani metody ELISA bylo zvoleno ve sho-
dé s citaci (10, 11): kome&ni antigenF. tularensis
(Sevapharma, a. s., PralZR) — vySetované sé-
rum — znédend antimysi protilatka SWAM-Px (Seva-
pharma, a. s., Prah@R) pro stanoveni celkového
imunoglobulinu nebo anti IgG a IgM protilatky zna-
¢ené peroxidazou (Serotec, Oxford, UK) pro stano-
veni izotypi. Sérum byloredno dvojkovouradou
od 1:10 aZ do 1:1280. Vizualizace reakce byla pro-
vedena pomoci o-fenyldiaminu. Optick& denzita byla
meéifena @i 490 nm pomoci Zézeni MRX (Dyna-
tech Laboratories, Chantilly, VA, USA) a pro kazdy

nejmarkantgjsi symptomy lze uvést najezeni srsti,
tres a zdkal @. Pritomnost &échto sympton slou-
Zila z&rovaé jako kontrola zddlé s. c. inokulace.
V prab¢hu experimentu bylo jako nespecifickd kon-
trola rovréZz sledovano zSeni slezin laboratornich
zvirat. Velikost slezin vypovidala o stavu organismu
a o reakci imunitniho systému na probihajici in-
fekci. U mysSi infikovanych tularémii byly sleziny
zwétSeny zhruba aZz na dvojnasobealvq@dni veli-
kosti (tj. z1,5na 2 az 3 cm).

Ctvrty den po infekci vyvolané podanim sus-
penzeF. tularensisbyl zjis€n titr 1:20 v gipad
celkového imunoglobulinu (Ig) a titr 1:10 Wip
pads IgM tridy. Vzestup titru IgGiidy protilatek
byl zaznamenan az Sesty den od vyvolani infekce
(1:10), kdy titr protilatek u celkového Ig a IgM Iby
1:40. Mezi 7. a 10. dnem doslo k markantnimu
vzestupu hladiny protilatek wipad celkového Ig
zpasobeného izotypem IgM. Obdobny vzestup, ten-
tokrat zpisobeny izotypem IgG, nasledoval mezi
14. a 21. dnem. NejvySSi hodnota titru protilatek
byla detekovana vifpad celkového Ig (1:640),

Vv pripads izotypi IgM a 1gG se jednalo o hodnotu
1:320.

Ziskana data odpovidaji vysldaak, které popi-
suji chovani imunitniho systému a jeho reakce na
infekci zpaisobenouF. tularensisu dosud intaktnich
mysSi nebo jinych Ziv&@sSnych drufi (1, 2, 7, 10).

Ackoli prvni signifikantni naist titru protilatek
byl pozorovan jiz 4. den od provedeni imunizace,
neda se &ekavat pilis velka selektivita takového na-
lezu. Mnohem lepSsi je diagnostika zaloZenda na sle-
dovani izotypu IgG. V tomtoifpadt dochazi k sig-
nifikantnimu nédstu titru aZz 6. den od prvotni
imunizace, markantni zvySeni titru v 10. dnu Izk pa
povaZovat za interval prokazatelny i na vysSich hla
dinach vyznamnosti.

Titry protilatek izotypu IgM dote koreluji se
symptomy pozorovanymi na infikovanych mysich.
Pti pozorovani je pravwpodobrt mozné oznét za
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Titry protilatek proti

Tabulka 1

F. tularensiszjiSténé ve vzorcich vySdtovanych mysich sér v intervalu 1 az 21 dni

od podani mikrobialni suspenze

den 1. 3. 4, 5. 6. 7. 10. 14. 21.
celkové Ig 0 0 1:20 1:20 1:40 1:40 1:320 1:640 0:64
IgM 0 0 1:10 1:20 1:40 1:80 1:320 1:320 1:160
IgG 0 0 0 0 1:10 1:10 1:40 1:80 1:320

3. EIGELSBACH, HT., et al. Live tularemia vaccine. lo$t-

nejvazrjsi interval mezi 3. a 4. dnemidelchozi
experimenty (data neprezentovana) zabyvajici se
smrtnosti poukazaly na nejvyssi uhyn pokusnych
zvirat pra¥ v tomto intervalu. V pozgSich inter-
valech, ve kterych dochazelo jiz k fétu titru izo-
typu IgG byly symptomatické projevy spiSe mino-
ritni a dochazelo k postupnému uzdravovangch-t

to davoda Ize povaZovat metodu ELISA za idealni
pro potvrzeni vyskytu nakazyipodcem tularémie

v ramci epidemiologickych studiii€sna diagndza
tularémie je mozna az po projevech prvnich sym-
ptomi a z tchto divoda by pro tyto faze rla byt
pouZzita metoda PCR umadici lepSi amplifikaci
signah.

Zavér

Z uvedenych vysledkvyplyva, Ze se podido
prokazat postupny vzestup hladiny celkovych pro-
tilatek proti mikroorganismérrancisella tularensis
LVS predevsim wasné fazi po infekci, tj. do 14. dne
od vyvolani infekce. Nasledn& analyza hladiny 1gG
protilatek prok&zala naslednou specifickou odgbv
hostitelského organismu.
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