Variola
VSEOBECNA CHARAKTERISTIKA

Variola - pravé kiahne je zavazné infek¢né ochorenie s vysokou nakazlivostou
a s vysokou umrtnostou. Nema Ziadny prirodny ani zvieraci rezervoar.
Prirodzenym hostitelom po6vodcu ochorenia je iba clovek. Ide teda o
antropondzu, ked nakaza sa primarne Siri len medzi ludmi a to priamym
kontaktom s chorymi. Sekundarne alebo nepriamo sa modZe eSte Sirit
kontaminovanymi predmetmi (infikovanym oblecenim, kontaminovanym
prachom, postelnym pradlom a podobne). NajCastejsie sa vSak Siri vzdusnou
cestou, tzv. kvapockovou infekciou. Virus varioly mimo hostitela je vysoko
odolny a ostava infekénym dlhé obdobie.

Predpoklada sa, Ze pravé kiahne vznikli v Indii, alebo v Egypte uZ pred 3000
rokmi. SU najpustosivejSim znamym ochorenim ludstva. Opakované epidémie
po staroCia zametali a decimovali obyvatelstvo zemegule. V niektorych
starodavnych kulttrach variola bola takym velkym zabijakom novorodencov a
dojciat, Ze bolo zakazané im davat mena, kym dieta nedostalo a nepreZzilo toto
ochorenie. Variola zabila aj takych, ako boli anglicka kralovna Maria Il., rakisky
cisar Jozef I., Spanielsky kral Ludovit 1., rusky car Peter I, francizsky kral
Ludovit XV., Svédska kralovna Ulrika Eleondra a inych. ESte v 50. rokoch
dvadsiateho storocia sa kazdym rokom vyskytovalo 50 miliénov pripadov
varioly. V dosledku ockovania v roku 1967 to bolo uZ len 10-15 miliénov
pripadov (z nich 2 miliény eSte umieralo).

Variola je doteraz jedinym infekénym ochorenim, ktoré sa prostrednictvom
Svetovej zdravotnickej organizacie (SZO) podarilo celosvetovo Uplne
eradikovat. Eradikacia tohoto ochorenia bola zahajena v roku 1958. V roku
1967 sa tieto aktivity zintenzivnili. Ciel bol dosiahnuty za 10 rokov, 9 mesiacov
a 26 dni. Posledny prirodzeny vyskyt varioly bol registrovany v oktdbri 1977 v
Somalsku. Posledny humanny pripad (laboratdrna infekcia) sa vyskytol v roku
1983. Komisia SZO pre eradikaciu pravych kiahni ukoncila formalne svoju
¢innost 9. decembra 1979 a oc¢kovanie proti variole bolo celosvetovo ukoncéené
v roku 1980. Eradikacia varioly bola vyhlasena v roku 1980 a definovana ako
vyhladenie klinickych foriem pravych kiahni, ale nie ako konecna likvidacia
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virusu. Od roku 1984 boli kmene virusu oficidlne uchovavané iba v dvoch
centrach na svete. V CDC (Center for Disease Control and Prevention) v Atlante
v USA a vo Vyskumnom institate virusovych preparatov v Moskve. Napriek
tomu, Ze od roku 1987 SZO vyvija snahy o likvidaciu uchovavanych virusov,
dosial sa tak nestalo a preto je tu stale realna hrozba z pripadného zneuzitia
tohoto virusu vo forme biologickej zbrane. Virusy varioly ako biologicke;j
zbrane prichadzaju do Gvahy pre ich vyhodné vlastnosti. MozZno ich pouZzit vo
forme infekénych aerosdlov, alebo prirodzenym Sirenim. Mlada populacia
nema proti nim vytvorené protilatky, preto by sa ochorenie medzi ludmi Sirilo
velmi rychlo a dlhodobo. Ochorenie sposobuje vysokd imrtnost a dlhodobé
Sirenie sa nakazy medzi obyvatelstvom. U neockovanych os6b imrtnost moze
dosiahnut aZ 50 %. U vakcinovanych okolo 6 %. Pri hemoragickom type varioly
Umrtnost dosahuje az 100 %.

Na Slovensku sa ockovanie proti variole ukoncilo v roku 1980 (v ostatnych
krajinach SZO v roku 1984). Vsetky osoby narodené po roku 1980 proti tomuto
ochoreniu u nas ockované neboli a preto nemajd proti nemu ani Ziadne
protilatky a st k nakaze varioly vnimavé. Ludia narodeni pred tymto obdobim
boli proti tejto chorobe este ockovani a preto su voci nej CiastoCne aj chraneni.
Po pripadnej expozicii by ochorenie u nich prebiehalo iba [ahSou formou a
velmi pravdepodobne by chorobu dalej neprenasali. Na liecbu varioly by
mohol byt pouZity cidofovir, ktory je G¢innym inhibitorom replikacie mnohych
ortopoxvirusov in vitro, a prejavil signifikantn klinickd G¢innost pri liecbe
poxvirusovej infekcie molluscum contagiosum u ludi. KedZe variola je
eradikované ochorenie a neexistuje ani vhodny zvieraci model tohto
ochorenia, nie su k dispozicii Ziadne dokazy klinickej dc¢innosti cidofoviru pri
liecbe varioly u ludi. Napriek tomu su vSak vysledky ziskané testovanim
ucinnosti cidofoviru pri lieCbe ektromélie a kravskych kiahni u mysi sd velmi
povzbudivé a naznacuju pouZitelnost cidofoviru v lieCbe varioly. Na
chemoprevenciu varioly sa v minulosti skdsal metisazon, ktory mal
preukazané protektivne Gcinky.

ETIOLOGIA

Variola je virusové ochorenie, vyvolané virusom pravych kiahni (Variola virus) z
Celade Poxviridae, podcelade Chordopoxvirinae a rodu Orthopoxvirus. Tento
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rod zahtna aj virus vakcinia (vakciniu - virus pre vyrobu ockovacej latky), virus
kravskych kiahni, virus opicich kiahni virus tavich kiahni a dalSie, ktorych
pomenovanie bolo odvodené najma od hostitelského zvierata, u ktorého boli
zistené a identifikované.

Na vyvolanie tohoto obavaného, ¢asto smrtelného ochorenia staci velmi nizka
infekcna davka a to priblizne 10-100 organizmov v aerosole. Virus varioly patri
medzi najvacsie a najkomplexnejSie virusy. Meria 260 x 150 nanometrov. Ma
zloZitd Struktdru bez symetrie. Jeho vnutorna drenova cast obsahuje
dvojvlaknovl deoxyribonukleovi kyselinu (DNA) s priblizne 200 réznymi
kddovanymi proteinmi a viaceré enzymy. Tato DNA je spolu s lateralnymi
telieskami obalena v bielkovinovom puzdre, ktoré tvori vonkajSiu membranu
virusu. Celd virusova castica (viribn) ma tvar nabojnice ovalneho tvaru.
Poxvirusy s mimoriadne odolné na fyzikalne a chemické vplyvy, ¢o umoziuje
ich dlhodobé pretrvavanie v prostredi. SU odolné hlavne voci vysychaniu (pri
nizkych teplotach a pri nizkej vlhkosti vzduchu, v zaschnutych chrastach
pretrvavaju celé mesiace), ale aj voci tukovym rozpustadlam, fenolom,
krezolom a ich zliceninam.

EPIDEMIOLOGIA

Pred zavedenim ocCkovania bola variola rozsirend po celom svete. Takmer
kazdy sa s variolou stretol: niektori ochoreli na klinicky manifestné formy, ini
sa stali doCasnymi nosi¢mi varioly pri miernych alebo riadnych klinickych
priznakoch (variola sine erruptione). Po zavedeni ocCkovania, vyskyt tejto
choroby sa rapidne zniZil a v sicasnosti sa uz nevyskytuje. Ochorenie je
celosvetovo eradikované a nie je zname, Ze by nejaké zviera alebo hmyz boli
rezervoarom, alebo vektorom povodcu nakazy.

Ochorenie mavalo sezonny charakter a CastejSie sa vyskytovalo v zime, alebo
skoru jar. Vyskyt u deti bol Castejsi, pretoZze dospelé osoby bud boli chranené
vakcinaciou, alebo protilatkami vytvorenymi ochorenim v minulosti. Variola sa
z Cloveka na cloveka Siri hlavne vzdusnou cestou a to prostrednictvom
biologického aerosélu z jadier kvapocok sekrétu z Ustnej casti hltana
infikovanej osoby, alebo v ovela mensom rozsahu aj priamym kontaktom.
NajcastejSie su infikovani ¢lenovia domacnosti, susedia a priatelia chorého.



Hoci s mensim rizikom, kontaminované oSatenie, alebo postelné pradlo mozu
byt tieZ zdrojom Sirenia sa virusu.

Inkubacna doba ochorenia byva v rozsahu 7-17 dni (zvycajne je to 10-12 dni).
Pocas tohoto obdobia osoby nejavia priznaky choroby. Citia sa zdravi a
nemozu infikovat inych. Pacient sa stava infekénym az v Case objavenia sa
prvych priznakov choroby. Infekciozita pacienta je najvyssia pocas 7-10 dni od
vzniku vyrazok, ked virus sa uvolfiuje respiracnym traktom. Hoci pacient
ostava infekénym aZ do odpadnutia poslednej chrasty z tela, v dalsej faze
ochorenia (ked sa tvoria chrasty a tie potom zacinaji odpadavat) infekciozita
klesa. Odpadnuté chrasty nie st vyznamnym zdrojom nakazy.

V dosledku absencie tejto choroby a vakcinacie proti nej, sicasna populacia je
celkovo ovela vnimavejsia na tuto chorobu ako to bolo niekedy. Niektori
experti odhaduju, Ze rychlost Sirenia sa tejto choroby by bolo 10 novych infekcii
najednuinfikovand osobu. Podiel nakazenych u exponovanych neockovanych
os6b predstavuje 37-38 %. Podla klinicko-epidemiologickych vlastnosti a
podla povodcu ochorenia mozno variolu rozdelit na dve zakladné formy. Pre
klasicky typ varioly, vyvolanej virusom variola major, bol prijaty nazov variola
major a pre ovela miernejsiu formu, vyvoland virusom variola minor, sa
pouZziva oznacenie variola minor alebo alastrim.

Variola major bola najc¢astejSou formou varioly a vyskytovala sa priblizne v 90
% (u ockovanych 70 %) a bola sprevadzana 5-25 % umrtnostou, niekedy aj
vyssou. Tuto formu varioly experti Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO)
rozdelili na 5 roznych klinickych typov: obvykly, modifikovany, bez vysevu, s
plosnymi léziami a hemoragicky typ.

Obvykly typ varioly major bol najcastejSim. Je charakterizovany koznymi
|éziami ktoré sa vyvijaju od makul, cez papuly, vezikuly a pustuly az po chrasty.

Modifikovany (stredny), typ varioly major s intenzivnejsim klinickym
priebehom sa vyskytoval u 2 % neockovanych a u 25 % ockovanych osob. Tato
forma varioly bola malokedy smrtelna.

Typ variola major bez vysevu sa vyskytuje u ockovanych osob, alebo u
kojencov s pretrvavajucimi materskymi protilatkami. Bez laboratornych



sérologickych testov je tazké ho diagnostikovat, pretoZe priebeh tohto typu
varioly byva zvyCajne bezpriznakovy. Vyrazky sa u neho nevyskytujd. Pritomné
su zvysSena teplota, bolest hlavy, bolest v krizoch a celkové priznaky chripky.
Jeho potvrdenie vyZaduje serologicky dokaz. Tento druh varioly sa na dalsie
osoby neprenasa. Ma mierny priebeh a k smrti dochadza u menej ako 1 %
pacientov.

5-7 % pripadov varioly major je charakterizovanych tzv. plosSnymi léziami,
ktoré st splyvané a rozvijaju sa pomalsie. Tento typ varioly major sa Castejsie
vyskytoval u deti (72%). U ockovanych ludi sa vyskytoval zriedka. U
neockovanych osdb jeho prognéza bola zIla. Umrtnost vyvolana tymto typom
choroby bola vysoka a predstavovala az 97 %.

Hemoragicky typ varioly major, ktory sa tazko diagnostikuje, sa vyskytoval u
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ochorenia (obycajne piaty, alebo Siesty den), eSte predtym, ako sa objavi prvy
vysev.

Variola minor (alistrim) sa od varioly major odliSuje hlavne miernym
priebehom ochorenia a nizkou Umrtnostou, ktora predstavuje len okolo 1-2 %.

Specifické protilatky pri variole sa objavuji na 5-6 defi po zaciatku ochorenia,
sucasne s poklesom hortcky. Imunita po prekonani varioly je celoZivotna.

PATOGENEZA

Vstupnou branou infekcie je respiracny trakt a jeho mukézne membrany. Hoci
infek¢éna davka nie je znama, predpoklada sa, Ze je to len niekolko virusovych
Castic. V priebehu inkubacnej doby sa virus mnoZi v sliznici Gstnej Casti hltana,
v bunkach lymfatickych uzlin a v bunkovej vystelke ciev a serdéznych blan (v
retikuloendotelovom systéme - RES). Na treti alebo Stvrty den vznika
bezpriznakova virémia, s mnoZenim sa virusu v slezine, v kostnej dreni a v
lymfatickych uzlinach. Po rychlej faze v obdobi virémie sa zo zaciatku
manifestuju prodromalne - nejasné priznaky choroby. V tejto faze ochorenia
sa slinami dalej infikuju Usta a hltan. Infekcia sa rychlo Siri na dalSie organy



(pecen, slezina, plica, kostna dren a i.). Toto na 6smy den vedie k rozvoju
sekundarnej virémie, sprevadzanej vysokou horickou a toxémiou. MnoZenie
virusu v endoteli kapilar umoznuje prienik infekcie k vnimavym bunkam koze
a sliznic, ¢o vedie k rozvoju koZnych |ézii. Akonahle sa virus lokalizuje v kozi,
horucka klesne. Infekcia postupne zachvati vsetky vrstvy pokozky, s vynimkou
stratum corneum (rohovej vrstvy). Zdurenim a leukocytarnou infiltraciou
vznikaju makuly (Skvrny) a papuly (pupence). Tie sa neskor menia na tzv.
kiahne, o su vezikuly (mechuriky) a pustuly (pluzgiere). Na slizniciach sa
poskodenia objavuju skor ako na koZi a maju vredovy charakter. Lézie na
Ustnej Casti hltana a na koZi obsahujd velké mnozZstvo virusovych castic, ktoré
su nebezpecnym zdrojom infekcie. Virus je pritomny aj v moci, v spojivkovych
sekrétoch, v slezine, v lymfatickych uzlinach, v peceni a v kostnej dreni. Po 10-
14 dnoch od zaciatku zjavného ochorenia, dochadza k zasychaniu pluzgierov s
tvorbou chrast, ktoré po odliceni zanechavaju celoZivotne charakteristické
jazvy. Krvacanie do pustul je predzvestou zlej prognézy. Casto mdZe ddjst aj ku
komplikaciam v zmysle bakterialnej kontaminacie kiahni.

Smrt nastava dosledkom toxémie (pritomnosti toxinov v krvi), spojenej s
vytvaranim cirkulujucich imunokomplexov, s rozpustnymi variola antigénmi a
nahlej hypotenzie (zniZenie tlaku).

KLINICKE PREJAVY

Ochorenie zacina nahle, v plnom zdravi, s neurcitymi celkovymi priznakmi. Len
asi u 10 % chorych je zaciatok pozvolny. Toto prodromalne Stadium s
nejasnymi priznakmi trva 2-3 dni a prejavuje sa bolestami hlavy, chrbtice,
teplotou, ktora Casto dosahuje az 40°C. Vysoka horucka a celkovy tazky stav
pretrvavajd aj dalsie dni. Na jazyku, Ustnej Casti hltana a v Ustach sa objavuje
enantém (vyrazka), ktory sa rychlo meni na raz, neskor na malé, zacervenalé
chorobné skvrny. Tie sa v priebehu dalSich 1-2 dni menia na papuly (pupence)
s priemerom 2-3 mm. Na treti az Stvrty den ochorenia pri stale tazkom stave
zaCne erupcia vlastného exantému. Prvé kozné lézie sa objavuju na tvari a
koncatinach a postupne postihuju celé telo. Vytvaraju sa drobné, v priemere 2-
3 mm velké makuly (Skvrny). Tie sa zvacsujd a rychlo sa menia na papuly a
behom niekolkych dalsich hodin na pluzgiere, naplnené cirou tekutinou. Obraz
ochorenia sa meni z hodiny na hodinu. Malé mechdriky sa zvacsuju a menia sa
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na pluzgiere do velkosti 4-6 mm. Po vysype sa celkovy stav pacienta zlepsi.
Zmiernia sa bolesti a poklesne teplota. Zlepsenie je len prechodné, lebo po
niekolkych hodinach az 2 drioch dochadza opat k zhorSeniu stavu. Vystlpi
teplota, vracaju sa bolesti hlavy, svalov a kibov. Vznika najtazsie obdobie
priebehu varioly, tzv. pustuldzne Stadium, ked sa vezikuly menia na pustuly.
To nastava asi na 6. - 8. den od zaciatku ochorenia. Od 6smeho dfa sa pustuly
preliacuju a zacinaju krustovatiet. V druhom tyZdni choroby sa krusty (chrasty)
zacinaju odlupovat. Odlucovanie krust trva 30-40 dni. Ked chory pustulézne
Stadium choroby prefZije, celkovy jeho stav sa zacne zlepSovat. Klesa teplota,
defekty na slizniciach sa hoja. U 0sob ktoré prekonali variolu, po pluzgieroch v
65-80 % zostavaju stopy a jamkovité zjazvenia ktoré sa CastejSie vyskytuju na
tvari a koncatinach ako na trupe.

Ochorenie je Casto sprevadzané r6znymi komplikaciami. Velmi ¢asto mo6zu
vzniknit rb6zne sekundarne bakteridlne nakazy, hlavne stafylokokova.
Panoftalmitida (hnisavy zapal celého oka) a oslepnutie po prekonani virusovej
keratitidy (zapale ocnej rohovky) alebo sekundarnej infekcii sa vyskytuje u 1 %
pacientov (v 18. storoCi v Eurdpe tretina vSetkych pripadov slepoty bola
spdsobena variolou). Artritida (zapal kibov) a trvala deformécia kibov sa mézu
vyskytnut u 2 % pacientov. Vyskytuju sa hlavne u deti. Ich pri¢inou je virusova
infekcia metafyzy (rastovej Casti kosti). Castym sprievodnym znakom je aj
kasel, ktory je predzvestou respiracnych komplikacii a to predovsetkym zapalu
plic, alebo bakteriémie, ktorych dosledkom je velmi Casto aj smrt. Teplota,
bolesti v krku a konjunktivitida (zapal spojovky) sa m6zu objavit aj u Uplne
imUnnych jedincov, ktori boli vystaveni k virusu respiracnou cestou. U tychto
ludi tieto priznaky mo6Zu pretrvavat az niekolko dni. Tieto osoby vylucuju
virusy, ktoré su schopné infikovat a Sirit variolu dalej na vnimavé osoby.

DIAGNOSTIKA

KaZdé zistenie, alebo len podozrenie z vyskytu varioly predstavuje mimoriadne
nebezpecenstvo, alebo medzinarodnli hrozbu pre zdravotnictvo na celom
svete. Takémuto pripadu musi byt okamZite venovana mimoriadna pozornost
a pripad musi byt okamZite hlaseny miestnym a Statnym organom
zdravotnictva a Svetovej zdravotnickej organizacii, aby sa mohli vykonat
okamZité opatrenia, ktoré by mali celosvetovy dosah.
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Klinicka diagnostika

VacSina pripadov varioly sa vyskytuje vo forme variola major, ktora je
charakteristicka svojimi vyrazkami s radialnou (odstredivou) distriblciou.
HustejSie sU na tvari a koncatinach, ako inde na tele. Lézie sa objavuji v 1-2
dniovych cykloch a vyvijaju sa rovnakym tempom. Na ktoromkolvek mieste tela
su obycajne v rovnakom Stadiu vyvoja. Ochorenie sa moze zmylit s varicelou
(ov€imi kiahnami). Pri varicele nové lézie sa objavuji vo vysevoch po
niekolkych dnoch a st v roznych stadiach dozretia (vezikuly, pustuly a chrasty).
Okrem toho lézie su povrchovejSie a takmer nikdy sa nenachadzaju na
dlaniach a chodidlach. Rozmiestnenie varicela |ézii je dostredivé, s vacsou
koncentraciou na trupe ako na tvari alebo koncatinach. Variola sa eSte moze
zmylit s multiformnym erytémom, alergickou dermatitidou, syfilisom a
roznymi inymi koznymi ochoreniami.

Hemoragicka forma varioly bola casto zo zaciatku diagnostikovana ako
meningokokova sepsa, alebo akltna leukémia. Prejavuje sa vysevom vyrazok
sprevadzanych krvacanim sliznic a koZe. Je takmer vZdy smrtelna.

Laboratorna diagnostika

Z hladiska moznej laboratdrnej nakazy, variola patri medzi najrizikovejsSie
ochorenia a preto praca s tymto agensom si vyZaduje tie najprisnejSie
bezpecnostné opatrenia. Laboratérna diagnostika varioly sa méZe vykonavat
iba na pracoviskach na to urcenych. Vybavenie laboratérii a metddy prac
musia zodpovedat stupnu biologickej bezpecnosti BSL-4. Za tychto
podmienok musi byt materidl aj odoberany a transportovany. Vsetci
laboratdrni pracovnici musia byt proti tomuto ochoreniu ockovani.

Ked uz raz bolo dokazané, Ze epidémia je vyvolana virusom varioly, dalsie
laboratdrne potvrdenia uz nie st potrebné.

Odber a transport materialu
Na laboratorny dokaz varioly sa odobera nasledovny material:

a) Krv na sérologické, kultivacné a PCR vySetrenie (Polymerase Chain
Reaction).



b)

« Na dokaz pritomnosti protilatok sa odobera cca 10 ml Zilovej krvi do
suchej sterilnej skimavky. Obvykle sa odoberaju 2 vzorky krvi.

« Na izolaciu virusu vo vcasnej preeruptivnej (pred vysevom) faze
ochorenia sa odobera krv do sterilnych nadobiek s heparinom (10j/ml).

« Na dokaz nukleovych kyselin virusu (PCR vysetrenie) sa odobera plna
Zilova krv (1-2 ml) do EDTA (etyléndiamintetraoctova kyselina) alebo do
3,8 % roztoku citratu sodného (1:9).

Sliny sa odoberaju vo vCasnej preeruptivnej faze ochorenia, cca 1 ml do
sterilnej odberovej nadobky na izolaciu virusu kultivaciou a na PCR
vysetrenie.

Natery. Vatovym tampdnom nasytenym v alkohole alebo v éteri sa odisti
povrch Siestich a viac lézii. V makulo-papuléznom sStadiu sa lézie
zoskrabnd, resp. zrezl skalpelom, alebo injekénou ihlou sa ziska material
zo spodnych epitelovych vrstiev koZe. Takyto material sa tenko nanesie na
Cisté podlozné sklicka. Z vezikil a pustil sa tekutina nasaje do sklenenych
kapilar alebo do malej (2 ml) striekacky a uchova sa na mikroskopicke,
kultivacné, sérologické alebo PCR vySetrenie. Spodina vezikul a pustul sa
zoSkrabne ihlou alebo skalpelom ako material na pripravu naterov na
sklicka. Natery vysusené na vzduchu nie je potrebné fixovat. Jednotlivé
sklicka sa pomocou pinzety uloZia do krabice na transport do laboratéria.
Tekutina z vezikil a pustil sa odoberda do nezatavenych sklenenych
kapilar alebo do mikropipiet a uloZi do nadoby s tesnym uzaverom.
Tekutinu moZno nasat aj do mensej striekacky, ktora sa uloZi do sterilnej
skimavky uzavretej gumenou zatkou.

Chrasty (krusty), najmenej v pocte 12, sa uloZia do sterilnej transportnej
nadobky s tesnym uzaverom.

Odobraté materialy sa do laboratéria dopravujud pri izbovej teplote a to ¢o
najrychlejsie (do 24 hod.), inak je potrebné ich zmrazit. Transport by mal
vykonavat patricne pouceny Specialny kuriér. Vzorky musia byt balené a
prepravované za podmienok zodpovedajucich stupnu BSL 4, t.j. zabalené
v do troch obalov a opatrené zretelnym napisom ,Vysoko nakazlivy
material“. Sprievodny listok ma obsahovat nasledovné Gdaje: meno a vek
pacienta, anamnézu, zaciatok a kratky popis klinického priebehu



ochorenia, zaciatok vysevu vyrazok, idaj o pripadnej vakcinacii, kontakty
s chorymi, prip. cestovni anamnézu.

A/ Mikroskopické vySetrenie

1.

Svetelna mikroskopia farbenych naterov Gutsteinovou metddou, alebo
Gispenovou modifikdciou Morosovovej metody striebrenia, sldzi na
orientacnl diagnostiku varioly. Musi byt vSak pouZivana spolu s inymi

metodami, pretoZe neumoZnuje odliSenie varioly od inych
poxvirusov.Negativny nalez diagnézu varioly eSte nevylucCuje. Tieto
metddy su citlivé na interpretaciu vysledkov a preto sa nepouZivaju.

Elektrénova mikroskopia z materialov z koZnych lézii v ktoromkolvek
Stadiu ochorenia sa pokladad za jeden z najspolahlivejSich testov v
diagnostike varioly. UmoZnuje rychlu a spolahlivi identifikaciu variola
virusovych casti a ich odliSenie od inych virusov, najCastejSie od virusu
varicella-zoster, pripadne zmiesanych infekcii. Neda sa ale rozlisit, i ide o
variolu, vakciniu, alebo o monkey pox virusy, pretoze vSetky s
morfologicky velmi podobné. Tato metdda hoci pri hodnoteni vysledkov
vyZaduje urcité skisenosti, umoZniuje poskytnut vysledok do 30 minut od
obdrZania vzorky.

Postup: material na pripravu naterov na podlozné sklicka sa ziskava
pomocou kvapky sterilnej destilovanej vody. Krusty sa rozotrd v malom
objeme destilovanej vody. Material sa nanesie na formvarovu blanu. Po
ususeni sa sietka tri krat po sebe oplachne kvapkou destilovanej vody, s
naslednym odsatim prazkom filtraCného papiera. Kvapkou 1%
glutaraldehydu, ktord sa necha posobit 30 sekdnd, sa virus varioly
inaktivuje. Sietka sa opat 3x premyje destilovanou vodou a preparat sa
ofarbi 2% fosfovolframanom draselnym (pH 7). Po 5 sekundach sa farbivo
odstrani odsatim filtrachym papierom a preparat sa necha zaschnut.
Material sa vySetruje pri 20 000 - 40 000 nasobnom zvacseni. Virusové
partikuly su viditelné behom minuty, ale preparat sa pozorne prehliada
najmenej 10 mindt.

Imunofluorescencné vysetrenie naterov z koznych |ézii, z tekutiny z vezikul

a z pustul. Metdda je vhodna aj na vysetrovanie infikovanych bunkovych
kultdr. Nemoze byt vSak pouzitd ako jedina metoda, lebo pri nej sa
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vyskytuje mnoZstvo falosne pozitivnych vysledkov. Pouzivaji sa dve
metody, priama a nepriama imunofluorescencia.

B/ VySetrovanie na pritomnost virusového antigénu

Na dokaz virusového antigénu v tekutindch v mechdrikoch alebo v
pluzgierikoch bol vyvinuty flokulacny a komplement fixacny test. Ten druhy je
povaZovany za vhodnejsi. Boli vyvinuté aj dalSie sérologické testy na dokaz
virusového antigénu, ale do praxe v rozsirenej miere zavedené neboli.

Komplement-fixacny test (KFR) detekcie antigénu v klinickych vzorkach
Na pritomnost antigénu je mozné testovat:

a) Krvné sérum - z hemoragickych alebo fulminantnych (rychlo
prebiehajlcich) pripadov. Pouzije sa sérum riedené veronalovym pufromv
pomere 1:2 a inaktivované zahriatim na 58°C pocas 30 min.

b) Natery z papul (pupencekov), vezikul ( mechurikov)a pustdl (pluzgierov).
Material z 2-3 skliCok sa zoskrabe a suspenduje v 1 ml fyziologického
roztoku a necha pri laboratdrnej teplote postat 1 hod. 0,2 ml sa riedi s
fyziologickym roztokom s antibiotikami a pouZije na izolaciu virusov na
kuracich embryach alebo na bunkovych kultdrach. Zvysok suspenzie sa 15
min. centrifuguje pri 1500 ot./min. Supernatant sa 30 min. zahreje na 58°C
a pouzije ako antigén v komplementfixacnej reakcii.

c) Tekutina zvezikul a pustul.

d) Kuvzorke sa prida 1 ml fyziologického roztoku a necha sa 1 hod. postat pri
laboratdrnej teplote. K 0,2 ml sa pridaju antibiotika a tento material sa
pouzZije na izolaciu virusu. Zvysok vzorky sa pri nizkych otackach
scentrifuguje. Ako antigén na reakciu sa pouZije supernatant zohrievany 30
min. pri 58°C.

e) Chrasty (krusty) je potrebné najprv vysusit a to tak, Ze sa v skimavke
rozdrvia sklenenou tycinkou a prida sa 4-5 ml éteru. Po 30 min. sa éter
odpipetuje a zbytok sa necha vo vodnom kuipeli odparit pri 37-50°C.
Rozdrvené krusty sa potom rozpustia vo fyziologickom roztoku tak, aby
vzniklo riedenie 1:100. Material sa pri laboratornej teplote za obcasného
pretrepania eluuje 2 hod. Suspenzia sa 15 min. centrifuguje pri 1500
ot./min. Supernatant sa 30 min zohrieva pri 58°C.
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Najprv sa testuje antivakcinalne krali¢ie sérum v sériovych dvojnasobnych
riedeniach oproti sériovym riedeniam vakcinalneho antigénu. Riedenie
zvolené na poufZitie pri testovani extraktov z klinického materialu predstavuje
najvyssie riedenie séra, ktoré poskytuje plnu fixaciu s najvysSie pozitivne
reagujucim riedenim antigénu.

POSTUP

Pri skimavkovom prevedeni reakcie pri riedeni extraktov, antiséra aj
komplementu je vyhodné pouzivat objemy 0,1 ml. Extrakty si testované tiez s
normalnym sérom riedenym ako imunne sérum. VZdy sa do reakcie zaraduje
znamy pozitivny antigén vo vhodnych riedeniach. Reakcia prebieha 18-24 hod.
pri 4°C. V nasledujici den sa skiimavky na 10 min. ulozia do 37°C vodného
kipela. Potom sa do skiimaviek pridaji senzibilizované krvinky a znovu sa
inkubujd vo vodnom kupeli.

INTERPRETACIA VYSLEDKOV

Ak dve alebo viac skiimaviek vykazuje kompletnd fixaciu komplementu, zatial
o samotné riedenie antigénu a antigénu s normalnym krali¢cim sérom
vykazuju hemolyzu, mozno test povazovat ako za pozitivny dokaz pritomnosti
varioly-vakcinie antigénu. Priblizne dve tretiny sér z hemoragickych pripadov
kiahni vykazuje s antigénom riedenym 1:10 pozitivny KFR vysledok (niekedy aZ
v riedeni 1:160 - 1:320). Sérum z beZnych pripadov kiahni vykazuje obycajne pri
KFR reakcii negativny vysledok. Extrakty z krist obvykle vykazuju fixaciu
komplementu aZz do riedenia 1:3000 a 1:5000 a tekutina z vezikul a pustul az do
1:300 az 1:500. Pozitivny vysledok neumozriuje potvrdit i sa jedna o variolou
alebo vakciniou, ale definitivne vyluCuje pripad varicelly, pripadne herpes
simplexu, ktoré by mohli prist do GUvahy pri diferencialnej diagnostike.

C/ 1zolacia virusu na bunkovych kulturach a na kuracich embryach
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Izolacia virusu na bunkovych kultdrach a na kuracich embryach umozriuje s
istotou odlisit vakciniu od pravej varioly a tieZ rozlisit virusy variola major a
variola minor.

1. lzolacia virusu na chorioalantoide kuracieho embrya

PretoZe ortopoxvirusy dobre rasti na chorionalantoidnej membrane kuracich
embrii, kde vytvaraju zretelne odlisné kiahne (jamky, jazvy) a pre virus varioly
charakteristické, tato metoda izolacie virusov sa stala dolezitou pri
diagnostike varioly. UmoZnuje poskytnut vysledky do 3 dni.

Na izolaciu virusov sa pouZivaju 11-13 driové kuracie embrya. Na pripravu
suspenzii a na riedenie materialu na inokulaciu sa pouZiva fosfatovy pufrovany
fyziologicky roztok, Hanksov, alebo Earleov solny roztok s 10 % Zivného
bujonu. Ku vsetkym tymto roztokom sa pridava penicilin (500j/ml) a
streptomycin (500ug/ml).

Krv - na izolaciu virusu sa pouZiva heparinizovana krv. Aby sa oddelili cervené
krvinky od plazmy, tak sa necha odstat 1 hod. pri izbovej teplote.
Supernatantnda plazma sa odoberie a centrifuguje. Supernatant a
resuspendované sedimentované leukocyty sa v mnozstve 0,1 ml inokuluju do
embryi zvlast. V pripade zrazenej krvi sa ockuje sérum a rozotrena krvna
zrazenina. Z krvi je mozZné virus izolovat zvycajne pri fulminantnych (rychlo
prebiehajucich) pripadoch varioly. U inych pripadov kiahni iba v prvych dvoch
drioch horucky.

Sliny - sa m6Zu vysSetrovat vo v€asnych stadiach ochorenia a len v eruptivnej
faze ochorenia. Material sa pred inokulaciou nariedi s rovhakym objemom
riediaceho roztoku.

Natery na sklickach - sa pouZivaju z lézii v roznom Stadiu erupcie. Material sa
resuspenduje v 1 ml riediaceho roztoku a pouzije na inokulaciu. Tento roztok
sa potom dalej zriedi 1:100 a tieZ sa pouZije na inokulaciu.

Tekutiny vezikul a pustul - sa suspenduju v 1 ml riediaceho roztoku. Inokulujd
sa aj riedenia 1:100 a 1:1000.
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Chrasty (krusty) - sa rozdrvia v 1-2 ml riediaceho roztoku. Suspenzia sa necha
stat 10-15 minut alebo sa lahko centrifuguje, aby sa hrubsie ¢asti materialu
usadili. Na inokulaciu sa pouZiva supernatant a jeho riedenie 1:100.

POSTUP

Technika ockovania na chorionallantois kuracieho embrya je beZne znama. Po
inokulacii sa embrya inkubuju pri 36°C. Niektoré vajcia sa kontroluju a otvaraju
za 2 dni, ostatné po troch drioch inkubacie. Vajecna Skrupina nad vzduchovym
priestorom sa odstrani sterilnou pinzetou a exponovana chorioallantois sa
vystrihne noZnickami niekolko milimetrov za liniou prichytenia blany na
Skrupinovi membranu. Membrany sa prezeraji mikroskopicky vtmavom poli.

INTERPRETACIA

virusy varioly major a varioly minor vytvaraju po 48 hodinach malické
konvexné Sedavo-biele |ézie s priemerom 0,5 az 1 mm. 48 hodinové [ézie virusu
vakcinie st matne biele s hladkym povrchom a priemerom asi 1-2 mm. Za 3 dni
po ockovani je rozdiel este zretelnejsi. Lézie varioly si matne biele, zvysené, s
priemerom okolo 1 mm, s hladkym lesklym povrchom. Lézie vakcinie st vacsie
(3-4 mm), ploskejSie a Casto maju skalene zvrasneny, vredovity povrch. Lézie
tvorené virusom kravskych kiahni maju v tejto dobe priemer 2-3 mm,
nacervenalu farbu, ¢o je spésobené krvacanim do mezodermu. Virus varicelly
netvori na chorionalantois Ziadne zmeny. Jedinym virusom, ktory pri
vySetrovani klinického materialu moze robit diagnostické problémy, je virus
herpes simplex. Obvykle vsak tento virus tvori malické lézie, mensie ako u
varioly. Niektoré kmene vSak moZu byt variole velmi podobné.

2. lIzolacia virusu na bunkovych kulttrach

Virus varioly rastie a tvori cytopaticky efekt na r6znych bunkach z ludskych a
zvieracich tkaniv. Na izolaciu virusu sa najCastejSie pouzivaju ludské
embryonalne bunky koZno-svalového tkaniva, HeLa bunky, alebo bunky z
opicich ladvin.
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POSTUP

Pre Stidium farbenych preparatov a pre vySetrovanie fluorescenénymi
protilatkami sU najvhodnejsSie Leightonove skimavky s jednovrstvovymi
kultdrami buniek na povrchu krycich sklicok. Material na inokulaciu sa
pripravuje rovnako ako nainokulaciu kuracich embryi. Ako riediace médium je
vSak lepsie pouzit Hanksov pufrovany solny roztok s 10 % bujonu s pridanim
hovadzieho plodového séra. Skimavky s bunkovymi kultdrami sa inkubuju 1-
3 hodiny pri 36-37°C. Potom do kazdej z nich sa prida 0,9 ml média a skimavky
sa znova inkubuju v termostate. KaZzda vysetrovana vzorka a jej riedenia sa
oCkuji najmenej na 3 kultdry. Pritomnost cytopatickych zmien sa 2x denne
kontroluje stereomikroskopom (binokularnou lupou) pri malom zvacseni (4x).
Ako kontrola, do kaZzdého testu sa zaraduju neockované kultdry.

INTERPRETACIA

Virus varioly: Doba potrebna k objaveniu sa cytopatického efektu zavisi od
mnozstva virusu v inokule. U klinickych materidlov sa zmeny mozu objavit za
24 hod., ale ajo 3 aviacdni.VHelLabunkach alebo vinych liniach derivovanych
z normalneho ludského tkaniva variola za 1-3 dni produkuje malé (1-3 mm),
jemné hyperplastické ohniska. Neskor sa rozvijaji malé jasné plaky,
ohrani¢ené zagulatenymi balénovymi, niekedy aZ obrovskymi bunkami. Z
normalneho tkanivav primarnych kultdrach hyperplastické loZiska sa netvoria
a neprodukuju ich ani virusy vakcinie a kravskych kiahni. V kultdrach z ludskej
vnutornej plodovej blany (amnia) a v opicich ladvinovych bunkach sa za 3-4 dni
tvoria malé plaky a cytopaticky efekt sa Siri len velmi pomaly. Pre mnoZenie
virusu kiahni st obzvlast vhodné [udské plodové diploidné bunky. Pri velkom
inokule tu mozno vidiet cytopatické zmeny uz za 24 hod. v podobe loZiskovej
bunkovej degeneracie. Bunky sa zagulacuju a v loZiskach sa objavuju
mnohojadrové bunky. Hyperplastické loZiska a malé plaky po ofarbeni silnym
roztokom karbolfuchsinu (20-60 sekdnd) su viditelné aj volnym okom.
Prislusnymi farbiacimi metodami mozno za 24 hod. po infekcii v preparatoch
na sklickach pozorovat cytoplazmatické inkluzie a fluorescencnymi
protilatkami v tej istej dobe loZiska fluorescencnych buniek.
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Virus vakcinie: Cytopaticky efekt sa Casto objavuje za 24 hod. a jasné plaky
velkosti 2-6 mm obrdbené zagulatenymi bunkami st pritomné za 40-48 hodin.
Skoro nato sa objavuju sekundarne loZiska infekcie a za 3-4 dni mo6Ze byt
postihnuta uz aj cela bunkova vrstva.

Virus herpes simplex: Cytopaticky efekt produkovany tymto virusom sa
objavuje rychlo a postihuje celd bunkovi kulturu.

Virus varicely: Pri primarnej izolacii virus varicely netvori cytopaticky efekt skor
ako za 4-6 dni. Po tomto Case sa objavuju ohniska zagulatenych buniek a v
kultdrach opicich a ludskych buniek mozno najst velké mnohojadrové bunky.
Virusy herpes simplex a varicella zoster v infikovanych kultirach vyvolavaju
tvorbu intranuklearnych inlizii.

3. Identifikacia virusu v kuracich embriach alebo v bunkovych kultirach

Na identifikaciu virusu izolovaného na chorioalantoide kuracieho embrya
mozZu byt pouZité nasledujlce testy:

a) mikroskopické zhodnotenie vytvorenych lézii

b) histologické zhodnotenie lézii v parafinovych rezoch chorioalantoidu
(vakcinia a variola tvoria cytoplazmatické inkluzie, zatial o herpetické
|ézie maju intranuklearne inkllzie)

c) 20% solny extrakt silne infikovanych membran hemaglutinuje

d) precipituje v agarovom géli a fixuje komplement s antivakcinalnym
kralicim sérom.

Tieto skusky sliZia na odliSenie varioly od herpes simplex. Nedokazu ale odlisit
virus vakcinie od varioly. Na ich rozliSenie sa pouZiva inkubacia infikovanych
vajec pri roznych teplotach (36°C a 39-40°C). Ak ide o virus varioly, lézie v
chorioalantois sa objavuju len u vajec inkubovanych pri 36°C. Pri teplote 39-
40°C sa lézie neobjavuju. Pri vakcinii sa lézie v chorioalantois objavuju pri
oboch teplotach.

Na odliSenie virusov skupiny variola-vakcinia z bunkovych kultdr od skupiny
herpetickych virusov, slizi hemadsorpcny test. PouZivaju sa pri riom vhodné
kuracie erytrocyty, testované dopredu s virusom vakcinie. Do kultur s izolatmi
sa pridava 0,2 ml 0,5% suspenzie premytych krviniek. Skimavky sa nechaju
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postat 15 min. priizbovej teplote, potom sa s nimi razne zatrepe a prezeraju sa
pod mikroskopom. Hemadsorpcia sa prejavuje adhéziou krviniek na
infikovanych bunkach. Tento test byva pri kultdrach varioly aj vakcinie ¢asto
pozitivny za 24 hodin, eSte pred objavenim sa cytopatického efektu. Virus
Herpes simplex sa neprejavuje hemadsorpciou. Ked sa na bunkovych
kultdrach potvrdi izolacia virusu a st pochybnosti ¢i sa jedna o virus varioly
alebo vakcinie, so suspenziou infikovanych bunec¢nych kultur sa vykona dalsia
pasaznakuracich embriach avdalsich bunecnych kultdrach, ktoré sainkubuju
pri 36 a 39-40°C. Ak virus vytvara lézie pri oboch teplotach, je to vakcinia, ak sa
vytvoria len pri nizsej teplote, ide o variolu.

D/ Sérologicka diagnostika varioly

Pred 5.-6. diiom ochorenia su protilatky voci variole u infikovanych osob
nedetekovatelné. V tejto dobe u vacsine pripadov sa vyvija erupcia (vysev
vyrazok) a diagndza moZe byt stanovena detekciou virusu alebo virusového
antigénu v koznych léziach. V pripadoch, ked sa diagndzu nepodarilo stanovit
(nie je k dispozicii Ziaden material z koznych lézii), alebo sa jedna o variolu bez
erupcie, vySetrenie na dokaz protilatok v sére moze byt jedinou laboratérnou
skaskou, ktorou méze byt potvrdena povaha infekcie. Dokaz protilatok a ich
kvantifikacia sa vykonava tieZz pre hodnotenie stavu imunity populacie. Na
dokaz protilatok bolo vyvinutych viacej sérologickych reakcii, ktoré sa znacne
lisia v citlivosti, resp. v Specificite.

1. Reakcia vazby komplementu (KFR, komplement-fixacna reakcia)

Tato reakcia je povaZovana za najvyhodnejSiu. Na jej vykonanie sa pouzivaju
antigény pripravené z infikovanej kralicej koZe, alebo kuracieho
chorioalantoidu. Tieto antigény ale komercne nie su dostupné.

POSTUP

VSetky séra pred vySetrenim s inaktivované 15 mindtovym zahriatim na 58°C.
Dvojnasobné riedenia séra zacinajuc 1:5 sU nasledne zmieSané s dvomi
jednotkami komplementu a stanovenou konstantnou davkou antigénu
(optimalna koncentracia antigénu sa stanovuje dvojrozmernou titraciou
roznych riedeni antigénu oproti riedeniam iminneho séra). Zmes sa ulozi na
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noc pri 4°C a nasledujuci den sa pridavaju krvinky (0,5% suspenzia premytych
kuracich erytrocytov). Do reakcie sa zaraduju kontroly s riedenymi sérami a
kontrolnym antigénom, s riedenymi sérami bez antigénu a pozitivne sérum so
znamym titrom protilatok.

INTERPRETACIA

VacsSina sér od pacientov s kiahriami dava pozitivne vysledky uz po 7 diioch
ochorenia. Na 10-11 den méZe titer protilatok dosiahnut hodnoty aj vyssie ako
1:640 alebo 1:1280. Ak sa kiahne prejavia u ockovanych osdb, pozitivna reakcia
byva uz na 5. def ochorenia. U tychto 0s6b je obvykle titer KF protilatok nizky,
zriedka vyssi ako 1:40. V riedeni séra 1:5 byva negativny. KedZe KF protilatky
vytvorené ockovanim sa stracajl za 6-12 mesiacov, titer 1:20 a viac, poskytuje
u Cloveka, ktory nebol ockovany v minulom roku, pravdepodobny dokaz
infekcie variolou. 4-nasobny vzostup titra medzi dvomi vzorkami séra s
odstupom 1-3 tyZdne je presvedcivym dokazom ochorenia.

2. Hemaglutinacno-inhibicny test (HI test)

Aj ked niektoré kmene pripadne mutanty neprodukuju Hi protilatky, tento test
pre jeho jednoduchost bol ¢asto vyuZivany. Hemaglutininy sa objavuju uz v
pociatoCnych Stadiach ochorenia. Hoci HI protilatky u infikovaného cloveka
pretrvavajd po jeho uzdraveni len niekolko mesiacov, ale predsa len dlhsie, ako
KF protilatky.

a) Priprava hemaglutininu

Vakciniou infikované kuracie chorioalantoiny su rozotrené so sklenenym
prachom a potom suspendované v 0,85 % fyziologickom roztoku s 1%
inaktivovanym normalnym krali¢im sérom v mnoZstve 2 ml na 1 membranu.
Suspenzia sa 15 minut centrifuguje pri 2000 ot./min.. Supernatant s obsahom
hemaglutininu v obvyklom titre 1:128 aZ 1:256 sa mozZe v zmrznutom stave pri
-20°C uchovavat niekolko mesiacov.

Hemaglutinin je moZné pripravit aj z kultdr opicich ladvin infikovanych
vakcinalnym virusom. Vyrastené bunkové kultiry sa po odstraneni média
omyju pufrovanym Hanksovym solnym roztokom. Potom sa prida virus
vakcinie (asi 1000 TCD50 pre opicie oblickové bunky) a nové médium, zloZené

18



z rovnakych dielov média H-199 a E-MEM bez séra. Kultlry sa inkubuju
dovtedy, kym sa nevytvori Uplny cytopatogénny efekt (obycajne 3-4 dni).
Bunky sa nasledne suspenduju v médiu a rozbiju sa ultrazvukom asi 5 minat.
Tekutina sa 10 minut centrifuguje pri 15000t./min. a supernatant sa pouzije
ako hemaglutinin, obvykle s titrom 1:128.

b) Kuracie erytrocyty

Vhodné su len niektoré krvinky, ktoré treba stanovit testovanim s
mikroflokulacnym antigénom kardiolipinu v riedeni 1:10 000. Krv sa odobera
do Alsaverovho roztoku a krvinky sa 3-krat premyju 0,85 % fyziologickym
roztokom. Premyté krvinky sa pouZivaju vo forme 0,5% suspenzie vo
fyziologickom roztoku. Bunkové suspenzie sa testuju pridanim 0,25 ml
sériovych dvojnasobnych riedeni hemaglutininu k 0,25 ml suspenzie krviniek
pri celkovom objeme 0,75 ml v skiimavke (do kaZdej skiimavky sa prida aj 0,25
ml fyziologického roztoku). Skimavky sa nechaju 1 hod. pri laboratornej
teplote. Hemaglutinacia sa prejavuje usadenim aglutinovanych krviniek nad
dnom skimaviek. V skimavkach bez hemaglutinacie erytrocyty maju tvar
kompaktného kruzku v centre dna skimavky. Do reakcii sa vyberaju citlivé
krvinky.

POSTUP

Vysetrované séra sa najprv inaktivuji 15 min. pri 58°C..K 0,2 ml séra sa prida k
0,6 ml fyziologického roztoku a 0,2 ml 20% suspenzie premytych kuracich
erytrocytov. Zmes sa ulozi na 1 hod. do chladnicky (4°C) a potom sa
centrifuguje 10 min. pri 1500 ot./min. Do testu sa pouZije supernatant, ktory
predstavuje riedenie séra 1:5. Hemaglutinin sa riedi podla predchadzajucej
titrdcie tak, aby obsahoval 4 hemaglutinacné jednotky v 0,25 ml
hemaglutininu. Z absorbovanych sér sériové dvojnasobné riedenie, ktoré sa
rozpipetuje po 0,25 ml do rady skimaviek. Do kazdej skimavky sa prida 0,25
ml hemaglutininu. Vedla toho sa do 5 dalSich skiimaviek napipetuje 0,25 ml
hemaglutininu neriedeného a riedeného 1:2,1:3, 1:4 a 1:6 a do kaZdej z nich sa
pridd 0,25 ml fyziologického roztoku (kontrola jednotky hemaglutininu).
Skdmavky sa uloZia na 1 hodinu do vodného kupela pri 37°C, potom sa prida
0,25 ml suspenzie krviniek a ponechaju 1 hod. pri laboratérnej teplote. Potom
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sa odcita vysledok. Titer antihemaglutininu v sére je urceny najvyssim
riedenim séra, ktoré inhibuje aglutinaciu erytrocytov. Do kaZzdého testu je
potrebné zaradit kontrolné pozitivne sérum so znamym titrom HI protilatok.

INTERPRETACIA

Postvakcinacné séra mavaju HI titre 1:80 alebo 1:100, ale tieto protilatky
obvykle vymizni behom 1-2 rokov. V sére pacientov s variolou sa HI protilatky
objavujd asi na 4.-5. den ochorenia a u rekonvalescentnych sér moze titer
dosiahnut hodnoty 1:1000 a viac. Stvorndsobny vzostup titra protildtok v
sérach odobratych v rozpati 7-14 dni potvrdzuje infekciu vyvoland virusom
varioly alebo vakcinie.

3. Neutralizacny test (NT)

Tento moze byt vykonany zistovanim redukcie kiahni na chorioalantoidnej
membrane kuracieho embrya, alebo sledovanim plakov alebo redukcie loZisk
na bunkovych kultdrach. PouZitie druhej z tychto metdd je jednoduchsie. V
obidvoch pripadoch musi byt pouzitd virusova suspenzia so znamou
infektivitou. Z bunkovych kultdr si vhodné opicie ladvinové bunky v
Leightonovych skimavkach. Mozné je aj pouzit mikrotitracné platnicky s
plochym dnom. Suspenzia buniek sa necha vyrast v prostredi zloZenom z 50 %
média H-199 a 50% Eagleova MEM a obohatené 10 % bovinnym fetalnym
sérom. Vhodnejsie je pouZit virus vakcinie ktory bol niekolkokrat pasazovany
na opicich ladvinovych bunkach. Mnozstvo pridaného virusu sa stanovi
titraciou a to tak, aby 0,1 mlinokula na monolayeri opicich [advinovych buniek
vytvorilo priblizne 100-150 plakov.

POSTUP

Vysetrované séra sa inaktivuju (20 min. pri 58°C) a nariedia sa s udrZiavacim
médiom v dvojnasobnom riedeni, pocinajuc riedenim 1:5. Udrziavacie médium
je rastové médium bez bovinného fetalneho séra. K 0,5 ml prislusného riedenia
séra sa pridava 0,5 ml vhodne nariedeného virusu. Zmes sa inkubuje 2 hodiny
pri 37°C. Do testu je vzdy potrebné zaradit aj negativnu a pozitivnu kontrolu so
znamym titrom protilatok. Po inkubacii sa médium odsaje a monolayer sa
premyje teplym pufrovanym Hanksovym solnym roztokom. Do kaZdej
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skimavky sa prida 0,1 ml prislusnej zmesi séra a virusu. Potom sa do vSetkych
skimaviek prida po 0,9 mludrZiavacieho séra a kultlry sa nechaju inkubovat v
termostate.

Kontrolné skimavky naockované virusom zmieSanym s negativnym sérom v
riedeni 1:10 sa prehliadajd pod mikroskopom po 38-40 hodinovej inkubacii. Ak
su viditelné |ézie, médium sa odstrani zo vSetkych kultir a monolayer sa 20-60
sekund ofarbi silnym roztokom karbolfuchsinu. Farbivo sa potom vymyje
fyziologickym roztokom a jasné plaky na ofarbenom poraste sa spocitaju.
Stanovi sa priemerny pocet plakov na skimavku (zvlast pre kaZzdu zmes virus
- sérum. Vypocita sa 50% redukcia poctu plakov vySetrovaného séra v
porovnani s kontrolami.

INTERPRETACIA

Riedenie séra, ktoré redukuje pocet plakov na 50% v porovnani s kontrolou,
predstavuje neutralizaCny titer séra. Neutralizacné protilatky po ockovani a
hlavne po preockovani mézu u oséb v nizkych titroch perzistovat roky. Vzostup
titra v dvojici sér ma preto vacsiu vypovednu hodnotu ako nizky titer z jedne;j
vzorky séra. Rekonvalescentné séra davaju Casto neutralizacny titer 1:1000 az
1:10 000.

4. Imunofluorescencny test (IFT)

Metody identifikacie varioly pomocou imunodifizie v agar6zovom géle a
kultivacie na chorioalantoide kuracich embryi si pomerne zdlhavé. Preto bola
vyvinuta aj diagnostika varioly vyuZivajluca fluorescencné farbenie, ktora je
menej Casovo naro¢na. Hoci IgG protilatky dokazované imunofluorescencnou
metodou perzistuji u os6b dlhi dobu (niekolko rokov), nevyhodou tohto testu
je jeho relativne nizka citlivost. Velmi Casto dochadza pri nej ku falosne
pozitivnym vysledkom a preto tato metéda nemdZe byt rutinnou
diagnostickou metddou.

Na dokaz protilatok voci variole, resp. ortopox virusom boli vyvinuté aj rézne
dalsie sérologické metddy, ako st imunoenzymova metdda (ELISA, enzyme-
linked immunosorbent assay), radioimunoanalyza, precipitacné testy. VSetky
ale spominané testy z r6znych dévodov sa do rutinnej praxe nezaviedli.
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E/ 1zolacia a identifikacia DNA virusu pomocou polymerazovej retazovej
reakcie (PCR)

Na dokaz pritomnosti virusu pravych kiahni z PCR metodik najvyhodnejsia je
tzv. Real Time PCR. Pri nej sa ako cielova sekvencia DNA sa vyuZiva fragment
hemaglutininového génu. Primery a sondy potrebné pre priebeh reakcie su
skonstruované Specificky pre detekciu virusu kiahni, ale pomocou vazobne;j

sekvencie hemaglutininového génu je mozné detekovat aj pritomnost

ktoréhokolvek iného virusu z rodu Orthopoxvirus. Dokaz virusu Herpes

simplex, Ci Varicella zoster pri poufZiti tychto primerov a sond nie je mozny.

Analiticka citlivost reakcie je 5 - 10 kdpii vdzobnej DNA na vzorku.

Suhrn laboratérnych diagnostickych testov u varioly v r6znych Stadiach

ochorenia
Kultivacia ,
. . |Protilatk
X, s 1 Material , , i . (na chorio- ro,tllat Y |pcr
Stadium Elektronova |Antigén v [éziach . v sére .
. na . . s allantoide - ... . |(Light
ochorenia " . _|mikroskopia |(precipitacia/KFR) . . |(precipitacia,
vysetrenie /bunkovych cycler)
. KFR, HI)
kulturach)
Preeruptivne |krv +/- +/- - +
Makul6zne a |natery >+ +/- + - +
papulézne |sérum - +
natery + +/- +< +
. ’ k i
Vezikuldzne te l.Jtl,naZ + + + +
vezikul
sérum +/-
natery + +/- + +
, tekutina z
Pustulozne , + + + +
pustul
sérum + +
Chrasty chrasty + +> +< +
(krusty) sérum + +
Neskoré sérum + +
D A . ’ . ’
ovba po’Frebna na 1 hodina 3-20 hodin 1-3dni 3-20 hodin 3.
vysetrenie hodiny
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Vysvetlivky:

KFR - komplement-fixacna reakcia

HI - hemaglutinacno-inhibicny test
PCR - polymerazova retazova reakcia

LIECBA

V stcasnosti okrem podpornej lieCby neexistuje efektivna liecba proti variole.
Zakladom lieCby zostava lieCba symptomov a podavanie antibiotik, na
odvratenie pripadnych sekundarnych baktériovych infekcii a starostlivost o
chorého. Chory musi byt stale pod dozorom, aby v delirickom stave neopustil
16Zko a neporanil sa, aby u neho nedoslo k zlyhaniu krvného obehu. Na
zmiernenie bolesti pri prehitani sa doporucuje podanie anestetik a podavanie
tekutej, prip. kasovitej stravy. Ak pacient neprijima stravu, je potrebna
parenteralna vyziva inflziami. Prasknuté pluzgiere sa lahko infikuju
podmienenymi patogénnymi baktériami, ¢im casto dochadza k infekcii
pokozky a vzniku roznych flegmon, podkoznych abscesov a z nich u
vyCerpaného organizmu aj k septikémii. Preto sa chorym hned od vzniku
exantému doporucuje podavat protistafylokokové antibiotika v obvyklych
davkach. K zvySeniu celkovej odolnosti sa doporucuju opakované malé
transfuzie plazmy. Z dalSich asymptomatickych liekov ktoré sa doporucuju
pouzit pri lieCbe varioly st analeptika, kardiotonika, antipyretika a analgetika.
Vakcina, podana do 4 dni po expozicii virusom varioly a este pred objavenim
sa vyrazok ma pozitivny G¢inok. Dokaze uchranit cloveka od infekcii, alebo
zmiernit priebeh ochorenia.

Posledné studie na bunkovych kultdrach a pokusnych zvieratach ukazali, Ze
ribavirin a cidofovir podané do 1-2 dni po expozicii virusom by mohli byt
ucinné. PouZitie tychto liekov je ale limitované, lebo sa méZu podavat len
intravenozne a maju silny nefrotoxicky ucinok. Zatial ich poutZitie v klinickej
praxi sa nedoporucuje.

PROFYLAXIA

Imunizacia
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Je potvrdené, Ze vakcinacia uskuto¢nena do 4 dni od expozicii virusom varioly
v dostatocnej miere ochrani osobu od infekcii a pripadnej smrti. Vakcinacia
obycajne chrani osobu od varioly najmenej 10 rokov. Dokonca aj ked imunita
uz poklesla, vakcinovany pacient vylucuje podstatne menej virusov a je
schopny v ovela mensej miere prenasat chorobu.

Vakcina varioly obsahuje Zivé virusy vakcinie. SUcasné zasoby vakcin su
nedostatocné. V roku 1998 WHO konstatovala, Ze na svete je priblizne 90
milionov davok vakcin. Podmienky uskladnenia, ako aj Gc¢inok tychto vakcin
nie sU zname. Pri pisani tejto monografie, viaceré staty vykonali inventudru

.....

.....

Virus na pripravu vakcin (kmen virusu vakcinie, tzv. Lister Elestre) pre potreby
WHO sa uchovava vo WHO centre pre variolu v Bilthovene v Holandsku. Toto
centrum kazdych 5 rokov aj kontroluje Gcinok jestvujucich vakcin. Riadne
uskladnené vakciny za 18 rokov nestratili na svojej dc¢innosti.

Existujlice vakciny vykazujd urcité vedlajsie neZiadlce efekty a pri ich aplikacii
vznika urcité riziko. Na 1 milidn osob sa m6Ze vyskytnuit priblizne 1000 vaznych
pripadov, z toho 14-52 Zivot ohrozujlcich. U urcitych ludi je vakcinacia
kontraindikovana. Je to najma u tehotnych Zien, u oséb s ekzémom (10-15 %
pripadov smrti), u 0s6b s poruchami imunity (moZze sposobit smrt u viacej ako
75 %), osoby s chorobou srdca, osoby s HIV, osoby ktoré pouzivaju
imunosupresivne lieky, pri radioliecbe, pri horickovych stavoch, chronickych
ochoreniach a inych. U tychto os6b prichadza do Uvahy podanie vakcinia
imUnneho globulinu.

Pri aktivnej imunizacii sa pouZiva U¢inna a stabilna ockovacia latka, ktorej titer
presahuje 108 pfu (pock forming units) na 1 ml. Pocet pozitivnych reakcii po
oCkovani musi byt viacej ako 95 %; u revakcinovanych osob po 10 a viacej
rokoch 90 %. Vakcinacia sa vykonava viacpocetnymi vpichmi tzv. bifurkacnou
(rozdvojenou) ihlou na lavom ramene nad Uponom deltového svalu. Sterilna
bifurkac¢na ihla sa namoci do ockovacej latky a u prvoockovanych na ploche o
priemere 3-5 mm sa aplikuje 5 vpichov (u 0s6b uz ockovanych 15 vpichov) a to
tak, aby sa v mieste vpichov objavili nepatrné stopy krvi. Miesto vpichu sa
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necha zaschndt. Kym reakcia po oc¢kovani neodznie, o¢kovana osoba by sa
mala vyvarovat tazkej fyzickej namahy. Samotné

Pri pasivnej imunizacii sa aplikuje vakcinia imdnny globulin (Vacciniabulin,
Human Antivaccinial Immunoglobulin, Vaccinia Hyperimmune Globuline a
dalSie). Ide o imunoglobulinovi frakciu plazmy, ziskand z krvi UspesSne
revakcinovanych osob. Tento globulin sa moZe pouZit hlavne pri post
expozi¢nej profylaxii varioly, subeZne s aktivnou vakcinaciou. Na profylaxiu
alebo liecbu sa aplikuje intramuskularne 0,6 ml/kg. Ak sa ho podava vacsie
mnozstvo (napr. pri 70 kg osobe, 42 ml), davka sa moze rozdelit na niekolko
Casti a dalSia sa poda po 24-36 hodinach.

Dezinfekcia a sterilizacia

Treba mat na pamati, Ze virus varioly je pomerne znacne odolny voci vonkajsim
podmienkam. Chrasty pri izbovej teplote si uchovavaju svoju infekciozitu
niekolko rokov. Alastrim virus, o je virus ktory vyvolava variola minor formu
ochorenia, uschovany v obalke v skrini v laboratériu, si uchoval svoju
Zivotaschopnost viacej ako 13 rokov. V aerosoéle je pomerne staly, hoci vyssia
teplota a vlhkost nepriaznivo nan vplyvaju. Z tohto vyplyva, Ze dezinfekcia a
sterilizacia hraju délezitd Glohu pri obmedzeni Sirenia sa tejto choroby.

V pripade vyskytu, alebo manipulacii s tymto virusom je potrebné vykonavat
ako priebeznu, tak aj konecnu dezinfekciu, pripadne sterilizaciu.

V priestoroch, kde bol pacient, alebo predpokladame Ze bol pritomny virus,
nastriekanim rozptylime 0,5 % roztok Persterilu. Priestory sa mechanicky
oCistia umytim 2 % roztokom chléraminu, ktory sa necha zaschnit. Oblecenie,
ako su Saty, pradlo, obuv a pod. sa autoklavuju. Pracovny odev, postelné
pradlo, uteraky a iné textilie sa po dobu 30 minGt namacajd do 2-3 % roztoku
chléraminu a potom sa e$te 30 min. varia, alebo autoklavujd. Calineny
nabytok, koberce a podobné veci sa dezinfikuji formalinovymi parami.
Podlahy sa minimalne dva krat denne dezinfikuju 2 % roztokom chléraminu,
chloérseptolu, alebo 0,5 % roztokom Persterilu. Roztoky sa nechaju posobit 30
min. Na drevené podlahy méZeme pouZit 5 % ajatin, 3 % formalin, alebo 5 %
lyzol. Ostatné plochy sa umyju 2 % roztokom chléraminu. Nadoby, pribor,
nastroje, pristroje sa sterilizuji autoklavovanim, alebo v teplovzdusnom
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sterilizatore, alebo sa vyvaraju vo vode s 2 % prisadou uhli¢itanu sodného
(sody). Ak sa tieto predmety nedaju hned sterilizovat, tak sa namacaju na dobu
30 min. do 2 % roztoku chléraminu, alebo na 10 min. do 0,5 % roztoku
Persterilu. Noviny, Casopisy, dopisy, toaletné potreby, tuhy odpad, vcitane
zbytkov potravy sa spaluju.

VSetky pouzivané dezinfekéné roztoky musia byt Cerstvo pripravené. Tam kde
je to mozné, doporucuje sa pouZzivat predmety na jednorazové poufZitie, ktoré
sa po pouZziti spalia.

Vo vsetkych laboratériach, ktoré spracovavaju material, platia predpisy pre
manipulaciu s vysokovirulentnym materialom, (bezpecnostna Groven BL - 4).
Pracu v nich vykonavaju len vyskoleni pracovnici s dostatocnou erudiciou a
vybavenim.

Organizacné opatrenia

Vyskyt varioly sposobuje obrovsky problém ako pre zdravotnikov, tak aj pre
organy na ochranu zdravia. Osoby postihnuté touto chorobou by mali byt
hospitalizované vo vybratych nemocniciach, ktoré sd na to patricne vybavené.
Je vhodné, aby pacienti boli izolovani v miestnostiach s negativnym tlakom, s
nutenou ventilaciou a filtraciou vzduchu. Tam, kde nemocnice nemaju takéto
izolacné mozZnosti, je lepSie, aby pacienti zostali v domacej zdravotnej
starostlivosti. VSetci pacienti a oSetrujuci personal podliehaju osobitnému
protiepidemickému reZimu. S najvacsim rizikom su pacienti s hemoragickou
formou ochorenia. Ti zostavaju bez zistenia diagndzy takmer do smrti, pricom
su extrémne nakazlivi. Bol pripad, Ze pacient s variolou a kaslom hoci aj
izolovany v samostatnej izbe, infikoval osobu na 3. poschodi nemocnice.
Osoby by mali byt izolované aZ do Uplného odpadnutia chrast. VSetky osoby
ktoré prichadzaju do styku s chorym by mali byt vakcinované. Ti, u ktorych je
vakcinacia kontraindikovana, by mali byt z tychto prac vyliceni. Pacienti, ktori
na variolu zomreli, by mali byt spopolneni. Rakva sa pred vynesenim najprv
dezinfikuje 2 % roztokom chléraminu. Od pitiev sa upusta. Tie sa vykonavaju
len v zvlast opodstatnenych pripadoch.
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Pri vykonavani protiepidemickych opatreni sa musia aktivne podielat aj
organy Statnej spravy a Statnej moci. Je potrebné obmedzit styk obyvatelstva
obyvatelstva, obmedzit cestovanie do a z postihnutej oblasti. Velmi doleZita aj
zdravotna vychova a informovanost obyvatelstva. Variola je vSak eradikované
ochorenie a obavy z jeho navratu maju hypoteticky a Spekulativny charakter.
Virusy su spolahlivo uloZené v dvoch laboratériach s mimoriadne vysokym
stupnom bezpecnosti. Tieto laboratoria su pravidelne inSpektované zo strany
Svetove] zdravotnickej organizacie. Tvrdenia o existujucej hrozbe pravych
kiahni si v slcasnosti tendencne spolitizované a pochadzaju najma z
neverifikovanych spravodajskych zdrojov. Seridzne vedecké autority
zaujimaju k hrozbe navratu varioly skor skeptické postoje.
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