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Predmet objawvu:

1. Jav spo¥ivajici v existencii nového prirodného kmena virusu kliedtovej encefelitidy,
nagveného autorkami Skalica.

2. Vlastnost nového prirodného kmena uvedeného v bode 1 spo¥ivajica v schopnosti tvo-
rit malé plaky a v neschopnosti vyvoldvat cytopaticky efekt na 1linii prasaZich obliZkovych
buniek (skratka PS), v termolabilite, v nizkej patogenite po subkuténnej inokuldecii bielym
dospelym myZiem & v nizke] virémit u hostitelov, t. j. kmen Skalica mé vlastnosti podobné
oslabenym kmenom esrbovirusov.

Objav sa tyka nového prirodného kmens virusu kliestovej encefalitidy, ktory sy vyzna-
%uje vlastnostemi zhodnymi s stenuovenymi kmenmi erbovirusov.

Izolécie virusu: Od r. 1974 se skimali vlastnosti novoizolovenych kmenov virusu kliedtove]
encefalitidy.

V marci 1974 se odchytalo ne Zédpednom Slovensku /okres Skalica/ 190 drobnych hlodavcov.
Pokusy o izoldciu virusu sa robili z orgdnov drobnych hlodavcov /krv, slezina, peZen = mozog/.
Zo sleziny, pefene a mozgu drobnych hlodavcov /Clethrionomys glareolus, Apodemus flavicol-
1lis, Apodemus sylveticus, Pitymys subterraneus,'uicrotus arvalis s Sorex araneus/ sa pripra-
voveli 10 %-né suspenzie v Esrlovom roztoku s primesou lektelbuminhydrolyzdtu, entibiotik
a 10 % inaktivovaného séra. Suspenzie sa centrifugovali poles 20 mimit pri 2 000 otdZkach
za mimitu, Tékutina ned Usadkom sea stishla 2 inokulovals intracerebrdlne (ic) po 0,01 ml
na 2-a¥ 3-dnové biele cicejice my%i. Krv odobrsté od drobnych hlodevcov zo sinus orbitalis
sa ihned zmrazila & pred pokusom sa riedils 1:5 v Earlovom roztoku & inokulovala intrace-
rebrdlne po 0,01 ml na 2 a% 3-dnové biele cicajice myZi.
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Z orgénov Clethrionomys glareolus /hrdzisk horny/ se zachytili 4 kmene virusu: Jeden
kmen virusu /&. 53, ktory je uloZeny v zbierke Virologického ustevu SAV v Bretislave/ sa
izoloval z krvi Cl. glereolus v prvej myZej pasdZi; Inkuba¥nd doba v 1. pasdZi bola 9 dni{
a v dalifch pasdZach sa skrdtila ns 5 a% 6 dnf. Virusovy hemeglutinin se ziskel v 4. myBej
pesdZi a mal titer 1 280 pri pH 6,4.

Dels{ kmen v{rusu /&. 14, ktorj je uloZeny v zbierke Virologického ustavu SAV
v Bratislave/ se izoloval z mozgu Cl. glareolus v prvej mySej paséZi: inkubaZnd doba
bola 8 dn{; v dalZfch paséZach sa skrétilas na 5 dnf{. Virusovy hemaglutinin sa zfskal
v 4. my3e] pasdZi a mel titer 1 280 pri pH 6,4.

Delsie dve kmene virusu /%. 21 a & 36, ktoré si uloZené v zbierke Virologického
istavu SAV v Bretisleve/ se izolovali z mozgov Clethrionomys glareolus v druhej my¥e]
pasdZi; inkubaZnd doba bole 5 a% 6 dn{. Virusovy hemaglulitfn u oboch kmenov mal titer
2 560 pri pH 6,4.

Izolované kmene sa identifikovali pomocou referennych iminnych sér k virusu klie3to-
vej encefelit{dy & k virusu West Nile. Antigény, pripravené z izoldtov &. 53, 14, 21 a 36
/ktoré si uloZené v zbierke Virologického ustavu SAV v Bratislave/ reagovali s antisérom
ku klieXtovej encefalit{de v titroch 320 e% 640, priZom prototypovy kmen reagoval v titre
1 280.

Dal%ie identifikécia virusu sa robilas pomocou komplement-fixsZného testu. Ani v komple-
ment-fixa¥nej reskcii sa nezistili podstatné rozdiely medzi kmenmi &. 53, 21, 14, 36 navzdjom
a prototypovym kmenom (GreXfkovd, M., Mrcisk, M., Brtek, V. and Sekeyovd, M.: Isolation
and identification of tick-borne encephalitis virus from a bank vole /Clethrionomys glereo-
lus/ trapped in the vicinity of Radimovsky forest /Western Slovakia/ pp. 105 a% 110.

Internat Arbeitskolloquium uber Naturherde von Infectionskrankheiten in Zentraleuropa.
Grez 25. 2. aZ 28. 2. 1976).

Preto sa v dal¥ich pokusoch pouZival len kmen X, 53, ktory bol izolovany v krvi
Clethrionomys glareolus. Kmen bol oznafeny podla okresu, kde sa izoloval, Skalica.

Dal%ia selekcis kmene bolas robend metodou 3 kone¥ngch riedeni na bielych cicajicich
my&iach.

Vlestnosti kmena: Izolovany kmen virusu kliedfovej encefalitfdy Skalica sa odliZoval
v niektorych biologickych vlastnostiach asko od prototypového, tek aj od novoizolovanych
kmenov virusu klieXtovej encefalit{dy. Kmen Skalice vytvédra malé pleky pod egarom, je termo-
senzitivny e nepatogénny po subkutdnnej /dalej sc/ inokuldcii dospelym bielym my5iam, na
rozdiel od prototypového & novoizolovanych kmenov virusu kliedfovej encefalitidy, ktoré
vytvéraji velké plasky, si termorezistentné a patogénne po sc inokuldcii dospelym bielym
my3iam (Gredikovd, M., Sekeyovd, M., 1980: Characteristic of some tick-borne encephalitis
virus streins isoleted in Slovakia. Acta virol. 24, 72 a% 75). Na zdklede tychto vlastnost{
moZno kmen Skalica povaZovat za prirodzeny veriant virusu kliestovej encefalitidy so
gni%enou virulenciou sko vidno z tabulky 1.
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Rozl{¥enie kmenov klieltovej encefalit{dy /Skalica a prototypovy kmen Hypr/ pomocou
niektorych biologickych vlastnosti.

Marker Kmen Skelica Kmen Hypr
Velkost plakov 0,75 mm 1.5’-
P P
Cytopaticky dZinok
ne Pg.bunk‘ch nevyvoldve CPE vyvoldve CPE
CPE™ crs*
Termostabilita termolabilny termostabilny
- +
t t

peid siele avbi’pe.
pe ele po
sc nokul‘cﬁ'

i nepatogénny ntocgmy
ac” sc
Virémia u dospelych
hostitelov krdtkotrvajice dlhotrvajics
stopo u:uu:tm
v v

V porovnédvacich 5tddidch vlastnost{ virusu Skalica sa pau%il novoisolovany kmen
virusu kliesfovej encefalit{dy osnafeny protokolovym X{slom 204, ktory sa izoloval v roku
1975 na Devinskej ceste (okres Bratislava), z kliedfov Ixodes ricinus. Uvedeny kmen je
virulentny po sc inokuldcii bielym dospelym myiiam a je uloZeny v sbierke kmenov Viro-
logického dstavu SAV pod Zislom 204.

Kmen Skalica vyvoldve u dospelych jedincov Clethrionomys glareolus, Apodemus sylva-
ticus, A, flavicollis, Microtus arvelis a Pitymys subterraneus len stopovi virémiu.
nedostetofnd k infekcii vektorov, zatial Xo novoizolovany kmen virusu kliesfovej ence-
falit{dy (204) vyvoldve intenzivnu virémiu postaZujicu k infekcii vektorov, ako ukasuje
tabulkas 2,

(Kozuch, 0., Cunichin, S. P., Gre3fkové, M., Nosek, J., Kurenkov, V. B., Lysy, J.,
1981: Experimental charakteristics of vireemia caused by two strains of tick-borne encephali-
tis virus in small rodents. Acta virol. 25, 219 aZ 224).



Tabulke 2

Virémie u Clethrionomys glareolus a Apodemus flavicollis, infikovanfch kmenmi virusu kliestove]

Experimentdlny hostitel Kmen Skalice Experimentdlny hosti

Titer virusu v krvi
/log LD_ / na 0,01 ml/

v dnoch po infekeii

1 2 3 4
A. flavicollis 2 1 1 0 0 A. flavicollis 6
A. flavicollis 3 1 0- 0 0 A. flavicollis 7
A. flavicollis 4 0 1 1 0 A. flavicollis 8
A. flavicollis 5 1 1 0 0 A, flavicollis 9
Cl. glareolus 1 1 0 0 0 A. flavicollis 10
Cl. glareolus 2 0 0 0 0 Cl. glsreolus 6
Cl. glareolus 3 0 0 0 0 Cl. glareolus 7
Cl. glareolus 4 0 0 0 0 Cl. glareolus 8
Cl. glareolus 5 0 0 0 0 Cl. glareolus 9
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Pri porovndvani{ antigénnych vlastnost{ virusu Skalicea sa pouZil novoizolovany kmen

_virusu kliedtove] encefalitidy, izolovany z klie3tov Ixodes ricinus na lokalite Nemelky

(okres Topol'¥any), ktory je uloZenjy v zbierke kmenov Virologického ustavu SAV pod proto-
typovym &islom Ir 13.

Ne zéklade ¥tidif entigénnych vlastnost{ kmena virusu Skalica sa zistilo, Ze tento
kmen moZno odl{3it pomocou kinetiky hemaglutina®no-inhibi¥ného (tabulke 3) a komplement-
-fixa¥ného testu (tebulks 4) od prototypového kmena virusu klieXtovej encefalitidy /Hypr/,
od novoizolovaného kmena tohto virusu Ixodes ricinus 13 (dalej Ir 13) (Gre3fkové, M.,
Sekeyové, M., 1979: Some aspects on biological and natigenic properties of freshly isolated
tick-borne encephalitis virus strains. International symposium on tick-borne encephalitis.
Baden near Vienna, October, 19 aZ 20).

Dalsie porovnenia antigénnych vlastnost{ virusov komplexu klie3tovej encefalitidy se
robili pomocou hemsglutinane-inhibi¥ného testu za pouZitia monoklondlnych protildtok
pripravenfch ku kmenu Skalica; ukdzala sa antigénna odliZ3nost virusov z komplexu klie3to-
ve] encefalitidy izolovanych v Eurdzii od virusu Powassan, izolovenom na Americkom konti-
nente (GresSfkovd, M., Sekeyové, M., 1984: Antigenic relationships among viruses of the
tick-borne oncephg}itis complex as studied by monoclonal entibodies. Acta virol. 28,

64 aZ 68). .

Kmen Skalice nezmenil avoje vlestnosti ani po paséZi v klie3toch Ixodes ricinus
[Gro!ikovt, M., Nosek, J., 1983: Marker stability of the Skalica strain (from the tick-
-borne encephalitis complex) propagated in Ixodes ricinus ticks. Acta virol. 27, 180 a% 182]

Tabulka 3

RozliSenie kmena Skalica od prototypového kmena Hypr a novoizoloveného kmena klieZtove}
encefalitidy Ir 13 pomocou kinetiky hemaglutina¥no-inhibiZného testu

Riedenia Gas HI titre so HI titre s refereninym sérom
séra expozicie sérom pacienta ku klie3tovej encefaslitide
Antigén . Antigén
Hypr Ir 13  Skelica Hypr  Ir 13  Skalica
40 32 16 4 16 - 16 4
80 ; . 4 4 0 4 4 0
30 mindt '
160 0 0 0 0 0 0
320 0 0 0 0 0 0
40 32 32 4 16 32 4
80 8 - 16 0 8 8 0
2 hodiny
160 0 4 0 0 4 0
320 0 0 0 0 0 0
40 32 32 4 32 32 4
80 d . 16 16 0 8. 16 0
4 hodiny
160 4 i 0 4 4 0
320 0 0 0 0 0 0
640 0 0 0 0 0 0



PokraZovédnie tabuTky 3

Riedenie Seas HI titre so . HI titre s refereninym sérom
séra expozicie sérom pacienta ku kliedtove] encefalitide
Antigén . Antigén
Hypr Ir 13 Skalica Hypr Ir 13 Skalice
40 32 32 8 32 32 4
80 32 32 4 16 16 4
160 16 16 0 8 8 0
24 hodin
320 8 8 0 4 4 0
640 0 4 0 0 0 0

280 0 0 0 0 0 0

Tabulka 4

RozliSenie kmena Skalica od prototypového kmena Hypr a od novoizolovaného kmena virusu
kliedtove] encefalitidy Ir 13 pomocou kinetiky komplement-fixa¥ného testu. -

Cas exposicie " Komplement-fixa¥ny titer s antisérom
v hodindch :
Prototypovy IR 13 Skalica
Antigén Hypr Antigén Antigén
1 " o 8/8" : 0
2 0 16/16 0
4 8/4 16/16 0

18 - 16/16 64/32 8/4

*Titer séra/titer antigénu

Ir 13 = Kmen virusu klieﬁovej encefalitidy izolovany z klie3tov Ixodes ricinus na lokslite
Nemelky

V praxi sa doteraz pouZivali plne-virulentné kmene virusu klieéfove:] encefalitidy,
alebo kmen Langat, ktory bol izolovam} v Malajsku.

Kmen Skalica, ktory je predmetom objavu, odstranuje nevyhody doteraz pouZivanych
kmenov virusu kliestovej encefalit{dy: mé znfZend virulenciu a bol izoloveny na Slovensku.

Hlavnou vyhodou nového kmehs virusu klieStovej encefalitf{dy z hl'adiska bezpe&nosti
pri prédci je moZnost jeho puZitia vo virologickgch laboratoriach na pripravu zdsobnych
suspenzi{, antigénov i pre pripravu vakciny proti klieitovej encefalitide.

Klegifikdcia: Kmen virusu klieXtovej encefalit{dy Skelice patr{ do &eTade Togaviridsae,
rod Flavivirus; podle antigénnych vlestnostf je zaredeny do skupiny B arbovirusov. V heme-
glutinaZno-inhibifnom teste reaguje skrifene s arbovirusmi B skupiny.

. Virus olgaahujo Jednovldknitd ribonukleovi kyselinu 6 relativnej molekulovej hmot-
nosti 3 . 10°,
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Morfologia: Virusovy obal obsshuje lipidy; virus je citlivy na p8sobenie éteru, chloroformu,
ako i sodnej soli kyseliny deoxycholdtovej. Optimédlne pH virusu je 7,6 aZ 8,2,

Po purifikdcii virusu su viditelné partikule 60 aZ 70 nm s vybeZkami.

Virus sa inaktivuje vo fyziologickom roztoku pri teplote 55 o: pri kultivécii kmena
Skelica na kuracfch embrynélnych bunkdch pri teplote 40 a% 43 °C dochddza k nizkej pro-
dukcii virusu na rozdiel od prototypového kmena virusu klieXtovej encefalitidy a novo-
izolovaného kmena /Ixodes ricinus 13/ (Gredfkové, M., Sekeyovd, M.: 1980: Characteristic
of some tick-borne encephalitis virus strain isolated in Slovakia, Acta virol. 24, 72 a%Z 75).

Kmen Skalica obsahuje hemeglutinin. Hemaglutina¥nd aktivita je optimédlna pri pH
6,4 aZ 6,6.

Virus sa syntetizuje v cytoplazme vnimavych buniek; pre kultivéciu virusu sa pouZili
kuracie embryondlne bunky. Virus vyvoldva melé plaky na kuracich embryondlnych bunkdch
(Chunikin, S. D., Gre3ikové, M., Dzivenyan, T., Nosek. J., Sekeyovd, M., KuZuch, O.,
Kurenkov, V., and Lashkevich, V.: Attempts to determine geographic distribution of tick-borne
encephalitis virus strains by use of two biologicel markers. Proceedings International
Symposium: "New aspects in ecology of arboviruses" Inst. Virol. SAV, Bratislava 1980,

153 a% 159).

Cicajuice biele my3i sy najvnimavejiie experimentélne zvieratd pre kmen Skalica virusu
klieXtovej encefalitidy Rajéni, J., Greifkovd, M., 1982: Pathogenicity of the Skalica
strain [(from the tick-borne encephalitis complex) for white mice. Acta virol. 26: 264
a% 269].

Virus sa mnoZ{ aj na orgénovych kultirach kuracich embry{, kde na 3. den po inokulécii
titer virusu dosshuje hodn8t 8,5 intracerebrdélnych (ic) my3ich L050/0,01 ml. Virus sa
rozmnoZuje in vitro aj v orgdnovych kulturach bielych cicajuicich my3f (GreXikovd, M.,
Sekeyové, M., 1980: In vitro cultivation studies on the Skalica strain of tick-borne
encephalitis virus. Acta virol, 24: 455 a% 458). )

Priklad kultivédcie:

Kmen sa udrZuje intracerebrdlnym paséfovenim ne cicajicich bielych myZiach. Pripravuje
se 10 %-nd suspenzies z mozgov cicajicich bielych myS8{ v bazdlnom Eaglovom médiu, s primesou
10 % fetdlneho telecieho séres & entibiotik. Suspenzie se centrifuguje pri 10 000 otdéZkéch
za minitu e supernatant sa lyofilizuje. Ako inoklum sa pouZiva lyofilizovend suspenzia
v rieden{ 10'2; objem inokula je 0,01 ml. My3ky sa pitwvi na 3 a% 4 den po inokulécii,
po objaveni sa priznakov encefalitidy.

Dalsia moZnost kultivécie je na vyrastenych 1-a¥ 2-dnovjch tkenivov§ch kultidrach
z kurecich embryondlnych buniek; inokulum obsshuje 0,1 ml virusove] suspenzie (1 ml, rie-
denej 10'2. Kultivédcia prebieha 2 aZ 3 dni pri teplote 37 °c. Potom sa médium stiahne,
scentrifuguje pofas 20 min pri 2 000 oté¥kdch za minitu, skoncentruje a vy¥isti diferencidl-
nou centrifugédciou (sedimentécia pri 25 000 otdlkdch za mimitu po¥as 2 h, vyZirenie pri
2 000 otdZkéch za mindtu, 20 mindt, opatovné sedimentdcia pri 25 000 oté¥kdch za mindtu,
koncentrdcia do sto krdt menZieho objemu a vy&irenie pri 2 000 oté&kéch l%umitu 20 min).
Skoncentrovany virus sa zlyofilizuje.
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Kmen virusu klieXtovej encefalitfdy ozna¥eny Skalica je ulo¥eny do zbierky kmenov
Virologického ustavu SAV, oddelenia ekologie virusov pod &fslom 53.

Kmen tohté virusu sa déd vyuZit v zdravotnictve na pripravu vakciny proti klieXtove]
encefalitide. Daldie moZnost pouZitie je pri priprave dimgnostickyjch prepardtov ku kliesto-
vej encefalitf{de s kmenom Skelica, tij. antigénov a iminnych sér ku vietkym kmenom virusu

kliesdtove] encefalitidy.

Poznatky objavu tvoria podstatu vyndlezov, ktorym boli udelené &s. autorské osvedZe-
nia: AO 222 011, AO 230 070, AO 230 288, AO 230 296, AO 233 279.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 K¢s



