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Souhrn: 

Tato diplomová práce v teoretické části obsahuje základní informace o problematice virové 

hepatitidy E ve světě a v České Republice. 

Praktická část diplomové práce popisuje metodiku používanou k analýze vzorků 

s podezřením na virovou hepatitidu E. V první části jsou analyzovány počty vyšetřených vzorků 

od pacientů s podezřením na infekci virem hepatitidy E (HEV). Analýza je provedena 

v závislosti na pozitivitě či negativitě výsledků v daných letech, věku a pohlaví. V druhé části 

jsou pacienti s potvrzenou diagnózou HEV infekce rozděleni do jednotlivých let a analyzováni 

dle pohlaví, měsíce odběru vzorku a prokázané třídy protilátek anti- HEV.  

 Podklady poskytnuté k analýze vychází ze statistických dat vyšetřovaných vzorků 

pacientů ve virologické laboratoři Ústavu klinické mikrobiologie Fakultní nemocnice v Hradci 

Králové v letech  2008-2011. 
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Abstract: 

This thesis in the theoretical part contains basic information about the problems of viral 

hepatitis E in the world and the Czech Republic. 

 The practical part describes the methodology used to analyze samples with suspected 

viral hepatitis E. The first part examined the number of analyzed samples from patients 

suspected of being infected with hepatitis E ( HEV ). The analysis is performed according to the 

positivity or negativity of the results to those years , age and gender. In the second part, patients 

with a confirmed diagnosis of HEV infection are divided into individual years, and analyzed by 

gender, month of sampling and proven class of anti - HEV . 

 Documents provided by the analysis based on statistical data of the investigated samples 

of patients in the virology laboratory of the Institute of Clinical Microbiology, Faculty Hospital 

in Hradec Kralove in the years 2008-2011. 
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1 ÚVOD 

 

Laboratorní vyšetřovací metody sloužící k odhalení onemocnění virem hepatitidy E začínají 

hrát v současné době nezanedbatelnou roli při diferenciální diagnostice akutních hepatitid 

virového původu. Virus hepatitidy E (HEV) patří mezi primárně hepatotropní viry. Do této 

skupiny spadají viry hepatitidy A, B, C, D, G a již zmíněný HEV virus. Ačkoli viry hepatitid 

způsobují podobné onemocnění, jsou diametrálně jiné a variantní díky svému odlišnému 

evolučnímu vývoji.  

Virus hepatitidy A (HAV) je taxonomicky zařazen do čeledi Picornaviridae. Virus hepatitidy 

A vykazuje vysokou podobnost viru hepatitidy E. Oba jsou přenosné fekálně-orálním způsobem 

s relativně krátkou inkubační dobou do 60 dnů, vyvolávají akutní onemocnění nepřecházející do 

chronicity a jedná se o neobalené pozitivní jednovláknové RNA viry. Genetická informace virů 

hepatitidy C (HCV) a G (HGV) je uložena rovněž v jednom pozitivním vlákně RNA. Pro HCV 

je ale charakteristické obalení virionu ještě vnějším obalem. Oba jsou zařazeny do čeledi 

Flaviviridae a předpokládaná inkubační doba se pohybuje mezi 15 -180 dny. Virus vyvolávající 

hepatitidu B je naprosto odlišný od HEV. Jedná se o obalený DNA virus čeledi Hepadnaviridae,  

jehož součástí je i enzym reverzní transkriptáza. Choroba nezřídka přechází do chronicity. 

Hepatitidu D způsobuje delta agens (HDV), které je složeno z defektního RNA viru, a zařazením 

patří do čeledi Deltaviridae.  K plnému propuknutí onemocnění je zapotřebí současná přítomnost 

viru HBV, bez něhož není HDV schopen přenosu a množení. V praxi existují dvě možnosti 

nákazy. Koinfekce HBV a HDV, tj. nákaza oběma viry ve stejnou dobu, a superinfekce HDV u 

již probíhající chronické hepatitidy B. Inkubační doba hepatitidy D je díky nutnosti přítomnosti 

HBV uváděna v rozmezí 30-180 dní charakteristických pro HBV, ale ještě nebyla jednoznačně 

stanovena. (Husa, 2011) Pro viry hepatitid B, C, D, G jsou rovněž společné cesty přenosu: 

parenterální, sexuální a vertikální. (Husa, 2005;  Vašíčková, 2006) 

 Jelikož každý virus způsobuje vlastní onemocnění, nelze říci, že by infekce jedním 

ochraňovala před nákazou dalšími hepatotropními viry, a proto ve velmi vzácných případech lze 

zaznamenat současné onemocnění dvěma nebo i třemi rozdílnými typy virových hepatitid. 

(Částková, 2008) 
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 1.1 Historie 

 

V počátcích moderního výzkumu virové hepatitidy byla nejprve identifikována dvě 

epidemiologicky a etiologicky odlišná onemocnění. V roce 1947 MacCallum označil infekční 

formu jako hepatitidu A, sérovou formu jako hepatitidu B. Možnost specifického průkazu 

hepatitidy B je datována k roku 1965, kdy Blumberg objevil povrchový antigen HBsAg. Pomocí 

imunoelektronové mikroskopie byl v roce 1973 vizualizován Feinstonem virus hepatitidy A. 

Všechny ostatní nespecifikované hepatotropní viry byly zařazeny do skupiny nazvané non-A 

non-B hepatitidy. Rizetto udělal v roce 1977 významný objev. U skupiny nemocných chronickou 

formou hepatitidy B objevil za pomocí imunofluorescence zvláštní útvary v jádrech hepatocytů, 

které byly chápány jako nový projev HBV infekce. Pro tento nález se vžilo označení delta agens. 

Dalším zkoumáním byl identifikován jako virus hepatitidy D. Rok 1989 se zapsal do dějin 

objevem viru hepatitidy C. Houghton provedl na tehdejší dobu ojedinělé klonování, které vedlo 

k závratnému průkazu HCV. Několikrát v historii byl uveden i virus hepatitidy F, který byl ale 

po podrobnějším průzkumu vyjmut ze seznamu, jelikož se vždy jednalo o mutantní či variantní 

formu již známých virů. V roce 1995 byl přidán prozatím poslední primárně hepatotropní virus, 

a tím je HGV. Vzorek k výzkumu byl získán ze séra amerického chirurga G.B., který v roce 

1967 onemocněl do té doby neznámou akutní hepatitidou. Lze předpokládat, že existují i další 

virová agens, provizorně zařazená do non-A-G skupiny, která po svém objevení rozšíří abecedu 

virových hepatitid.  (Husa, 2005)  

 

1.1.1 Objev HEV 

První dokumentovaný retrospektivně rozpoznaný případ infekce virem hepatitidy E (HEV) 

byl zaznamenán v roce 1955 v Novém Dillí v Indii, kdy se endemicky vyskytla epidemie do té 

doby blíže nespecifikované hepatitidy. Onemocnělo na 29 000 obyvatel, jednalo se o přenos 

infekce kontaminovanou městskou pitnou vodou.(Jawetz et al, 2010) Původně se myslelo, že 

příčinou infekce je virus hepatitidy A. Dodatečná sérologická vyšetření však neprokázala 

přítomnost protilátek anti-HAV. Jelikož v té době bylo velmi těžké učit hlavní příčinu zánětu 

jater, byl i tento virus, jako hlavní příčina onemocnění, zařazen do skupiny non-A non-B 

hepatitid.  Až v roce 1983 byl virus poprvé popsán pomocí elektronové mikroskopie. Tehdy byl 

použit k vyšetření vzorek stolice dobrovolníka perorálně nakaženého extrakty výkalů 

z předpokládaných výskytů non-A non-B hepatitidy. Tak se také prokázal mezilidský přenos 

původce choroby. V roce 1990 potvrdil podezření Bradley, že kromě HAV existuje i další 

fekálně-orálně přenosný virus hepatitidy, tedy HEV. V témže roce byl genom viru hepatitidy E 
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naklonován a následně celý osekvenován. Tím byla dovršena identifikace tohoto viru. Výskyt 

případů infekce HEV v průmyslových státech vedl k dalšímu hledání příčiny přenosu tohoto 

viru. V roce 1997 byl prokázán a fylogeneticky charakterizován HEV pocházející od prasat 

domácích, následně také od dalších živočišných druhů. (Husa, 2005;  Vašíčková a Pavlík, 2010) 

 

1.2 Klasifikace 

 

Podle své struktury a genomu byl v počátcích výzkumu taxonomicky zařazen do čeledi 

Caliciviridae, které připomíná. Rovněž s virem rubeoly a togaviry jej spojuje silná podobnost. 

V současnosti je HEV klasifikován jako rod Hepevirus, jediný člen čeledi Hepeviridae.(Jawetz 

et al, 2010) 

 

 

Obr. č. 1: Virus hepatitidy E- snímek byl pořízen pomocí elektronového mikroskopu 

( http://www.sciencephoto.com/media/248873/view/) 

 

1.3 Stavba a struktura viru 

 

Virus hepatitidy E je sférická, 27-30 nm velká virová částice, s kubicky symetrickou 

kapsidou tvořenou 60 kopiemi jediného proteinu. Patří mezi neobalené RNA viry. Genom 

obsahuje jediný nesegmentovaný řetězec RNA s pozitivní polaritou, na 3´konci 

s polyadenylovým úsekem dlouhým přibližně 150-200 nukleotidů, na 5´konci je modifikován m
7
 

G čepičkou.  Velikost celého virového genomu čítá 7 200 bazí.  
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1.3.1 Genom HEV 

Vlákno RNA od 5´konce je nejprve tvořeno nekódující oblastí o velikosti 27-35 nukleotidů. 

Následuje kódující část genomu složená ze tří otevřených, částečně se překrývajících čtecích 

rámců. ORF-1 se vyznačuje délkou 5 079 nukleotidů dávající za vznik nestrukturálním 

proteinům, které jsou zodpovědné za replikaci. Tato část genomu po překladu genetické 

informace dává za vznik enzymů jako např. cysteinproteáza, methylentransferáza, RNA helikáza 

a RNA dependentní RNA polymeráza. ORF-2, veliký 1 980 nukleotidů, má geny kódující 

strukturální proteiny kapsidy. Dává tak za vznik 660 aminokyselinám. Kapsidový protein je 

v závěrečné fázi posttranslačních modifikací glykosilován. ORF-2 se nepřekrývá s ORF-1 a je 

umístěn na 3´konci genomu. ORF-3 začíná na konci ORF-1 a kóduje malé fosfoproteiny zatím 

neznámé funkce. Také jsou již identifikovány protilátky proti jejich genomovým epitopům. Po 

ORFs následuje na 3´konci opět nekódující úsek dlouhý 65-74 nukleotidů a již zmíněná 

modifikovaná čepička. (Shors et al, 2009; http://www.who.int/; Vašíčková a Pavlík, 2010) 

 

1.3.2 Replikace viru hepatitidy E 

Předpokládá se, že virus hepatitidy E se replikuje výhradně v cytoplazmě buněk, primárně 

v hepatocytech, a po transportu virionů se žlučí do střev i v buňkách střevní mukózy.(Vašíčková 

a spol., 2007) Zde je nejprve pozitivní jednovlákno RNA převedeno na negativní řetězec sloužící 

jako templát pro replikaci. Produktem tohoto nestrukturálního proteinu je RNA-dependentní 

RNA polymeráza, která má zřejmě vliv na vzniku jak templátu, tak i pozitivního vlákna. 

Polymerázu lze zachytit pouze na začátku replikace. Translaci pravděpodobně iniciuje čepička. 

Obalení kapsidou a exkrece virionů nejsou prozatím objasněny.(Vašíčková, 2006)  

 

 1.3.3 Genotypy rodu Hepevirus 

Dle porovnávání dostupných sekvencí HEV a jejich fylogenetické analýzy je virus 

charakterizován jedním sérotypem, ale čtyřmi savčími genotypy 1, 2, 3, 4 a případně jedním 

ptačím genotypem. Homologie mezi zástupci jednotlivých genotypů by neměla být nižší než 

81%. (Vašíčková a spol., 2007) Podrobným zkoumáním lze savčí genotypy rozdělit celkově do 

24 podskupin. Genotyp 1 se skládá z 5 podskupin (1a, 1b, 1c, 1d, 1e), genotyp 2 ze 2 podskupin 

(2a a 2b). Genotyp 3 je rozdělen do 10 podskupin (3a až 3j), genotyp 4 do 7 podskupin ( 4a až 

4g). V rámci jedné podskupiny se homologie pohybuje mezi 85-90%.  

Rovněž byla objevena i RNA HEV u králíků v Číně. Zkoumaná genetická informace byla 

natolik jedinečná, že nemohla být zařazena do žádné z výše uvedených skupin, a může tak tvořit 

další genotyp.  Ptačí genotyp se výrazně odlišuje od savčích, a proto zde existuje i možnost 



12 

vzniku samostatného nového rodu. Do této doby také nebyl zaznamenán žádný případ přenosu 

infekce tohoto genotypu HEV na člověka. (Vašíčková a Pavlík, 2010) 

 

1.3.3.1 Genotypy 1 a 2 

Genotypy 1 a 2 infikují pouze lidi a mají na svědomí nejen velké epidemie, ale i ojedinělé 

případy onemocnění v rozvojových zemích s nízkou hygienickou úrovní. Nejčastěji postiženi 

infekcí jsou lidé ve věku od 15 do 40 let, kdy mortalita nemocných se pohybuje okolo 1%. 

V případě nákazy gravidních žen ve třetím trimestru se úmrtnost zvyšuje až na 20% v důsledku 

častého přechodu onemocnění do syndromu fulminantního selhání jater. Tento stav je s největší 

pravděpodobností způsoben podobností virových a fetálních antigenů. Během těhotenství 

dochází fyziologicky k imunosupresi, aby mohl imunitní systém matky tolerovat antigeny dítěte. 

(Husa, 2005) Virus HEV se může přenášet vertikálně na plod, a to i intrauterinně, 

pravděpodobně ascendentně. Rovněž pravděpodobnost potratu, porodu mrtvého plodu nebo 

narození dítěte s kongenitální hepatitidou E je vysoká. (Husa, 2011) Taktéž po transplantacích 

orgánů a následné infekci jsou zaznamenány případy akutního selhání jater. U pacientů 

s poškozením jater je častější i těžký průběh onemocnění. Infekce nepřechází do chronicity. 

 

 1.3.3.2 Genotypy 3 a 4 

 Genotypy 3 a 4 způsobují především infekce nejen lidí, ale i různých živočišných druhů, 

jako např. prasat, skotu, ovcí, koz, králíků, lesní zvěře, hlodavců apod. Onemocnění je uváděno 

nejčastěji u osob nad 60 let věku. Způsobují ojedinělé infekce v rozvojových i rozvinutých 

zemích. Mortalita je uváděna až na 5-10%. (Greenwood et al, 2007; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=22099094; Husa, 2005) Velice vzácné jsou případy 

přechodu HEV infekce do chronické formy, která byla zaznamenána u dvou pacientů po 

transplantaci jater z Nizozemí. Jednalo se o infekci genotypem 3. K tomuto stavu došlo zřejmě 

díky imunosupresivní léčbě potlačující fyziologickou imunitní odpověď organismu. (Elsterová, 

2010; Lenz, 2010) 

 

 1.4 Geografické rozložení jednotlivých genotypů 

 

Velmi obecně lze říci, že virus hepatitidy E se vyskytuje v rozvojových státech, 

v rovníkových oblastech a zemích s horkým klimatem. Časté jsou i případy vypuknutí infekce v 

územích sužovaných obdobími dešťů a monzuny, jelikož může dojít k přerušení dodávek pitné 

vody a snížení hygienických podmínek. Pokud bychom chtěli vyjmenovat nejpostiženější oblasti 
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světa bez ohledu na rozlišení jednotlivých genotypů, vznikl by tento soupis: jihovýchodní Asie, 

severní a střední Afrika, Indie a střední Amerika. 

Výskyt jednotlivých virových genotypů HEV je v drtivé většině případů spjat se 

specifickými regionálními oblastmi světa. 

Genotyp 1 se nejčastěji vyskytuje v afrických státech okolo Středozemního moře jako, např. 

v Maroku, Tunisu, Alžírsku. Taktéž asijské země, např. Barma, Čína, Pákistán, Uzbekistán 

Kyrgyzstán a Thajsko, patří mezi rizikové oblasti. Genotyp 2 je nalézán především v Mexiku. 

Oba dva virové genotypy nejsou ojedinělé ani v uprchlických táborech ve státech zasažených 

občanskými nepokoji a u pracovníků humanitárních organizací. Genotyp 3, 

charakterizovaný ojedinělými výskyty infekcí v rozvinutých zemích, je spojený s těmito státy: 

USA, Kanada, Argentina, Chile, Japonsko, Thajsko, Česká Republika, Maďarsko, Německo, 

Rakousko, Španělsko, Francie, Itálie, Řecko. Genotyp 4 je typický pro Čínu. Sporadické nálezy 

ovšem ukazují, že tento typ je možné nalézt i v Japonsku, Indonésii a Indii. (Vašíčková a Pavlík, 

2010) 

 

Obr. č. 2: Mapa světa geografického výskytu hepatitidy E 

(http://www.who.int/) 

 

Virus hepatitidy E je nekultivovatelný v buněčných kulturách a je odolný vůči zevnímu 

prostředí. Nevýhodou všech studií je zjišťování přítomnosti virové RNA a nikoliv infekčních 

virových částic. Je prokázáno, že při zpracování infikovaných potravin určených ke konzumaci 

nepostačuje teplota 56°C po dobu jedné hodiny k tomu, aby byl virus inaktivován. Pokud se jako 

úprava potraviny použije smažení při 191°C, to znamená, že vnitřní teplota je 71°C, je virus 
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inaktivován během 5 minut. (Vašíčková a Pavlík, 2010) Virus HEV lze degradovat 

proteolytickými enzymy, na které je citlivý. Jelikož je prokázané přežívání viru v trávicím traktu, 

lze říci, že HEV virus je relativně odolný na kyseliny a slabé zásady. (http://www.who.int/)   

 

1.5 Epidemiologie a přenos 

 

1.5.1 Způsob přenosu genotypů 1 a 2 

Virus hepatitidy E je přenášen fekálně- orální cestou. U genotypů 1 a 2 se jedná především o 

nákazu vyvolanou požitím kontaminovaných potravin a pitné vody. Příčinou znečištění je 

snížení hygienických podmínek nebo návyků. Může se jednat o chybné zažití základních 

hygienických postupů nebo nemožnosti jejich uplatnění. Tato situace nastává především při 

nedostatku zdravotně nezávadné pitné vody, kterou i v současném světě nemůže řada zemí 

zajistit svým obyvatelům, ať už v důsledku přírodních pohrom a katastrof, tak i nedostatečnou 

zásobovací sítí vodních toků a studní. Tato situace nastává především v rozvojových státech 

světa. Odtud jsou také zaznamenávány endemická ohniska infekce HEV virem, která na základě 

tamějších podmínek mohou postihnout různě velké skupiny lidí. 

 

V přiložené tabulce jsou uvedeny největší lidské epidemie způsobené virem hepatitidy E.  

Rok Místo Počet případů 

1955-56 Nové Dillí 30 000 

1976-77 Barma 20 000 

1978 Kašmír, Indie 52 000  

1986-88 Čína 120 000 

1988-89 Somálsko 11 000 

1988-89 Mexiko 4 000 

1991 Indie 79 000 

2004 Čad 1 442 

2004 Súdán 6 861 

2011 Bangladéš, Dhaka, Tangail menší epidemie 

 

Obr. č. 3: Tabulka znázorňující zaznamenané epidemie HEV ve světě v letech 1955-2011 

získané z hlášení pro Světovou zdravotnickou organizaci 

(http://www.who.int/) 
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Stále častěji jsou zaznamenávány případy onemocnění i ve Velké Británii, USA, Japonsku, 

zejména u osob po návratu z dovolené z endemických oblastí. 

 

1.5.2 Přenos genotypů 3 a 4  

Tyto genotypy viru HEV jsou spjaty s přítomností u zvířat, která se tak mohou stát 

rezervoárem viru a tedy zdrojem jeho šíření. Za rizikovou skupinu lze označit nejen domácí 

hospodářská zvířata, již zmíněná prasata (95%), hovězí dobytek, ovce a kozy, ale také lesní zvěř, 

jmenovitě daňci, divoká prasata, srnky a jeleni. Přenašeči ovšem mohou být i hlodavci, psi, ryby 

a měkkýši. (Vašíčková a Pavlík, 2010) 

Sérologické studie odhalily přítomnost protilátek anti-HEV u řady zvířecích druhů. Samotná 

přítomnost protilátek však může být dána kontaktem s HEV nebo jen antigenně příbuzným 

agens. Vlastní RNA HEV byla popsána jen u několika druhů: divokých a domácích prasat, 

jelenů sika, promyk a u králíků. V holandské a belgické studii byly vyšetřovány vzorky stolice 

vepřů pomocí moderní molekulárně-genetické vyšetřovací metody, polymerázové řetězové 

reakce (PCR), a výsledky byly nečekané. PCR s reverzní transkripcí (RT-PCR) odhalila, že virus 

byl přítomen u 7-15% vyšetřovaných vzorků. Epizootologické studie ve Španělsku hlásí 37,7% 

pozitivitu u domácích prasat.  Existují rovněž i jiné studie, jejichž závěry jsou velmi šokující. 

Uvádějí, že až 90% vyšetřených vzorků obsahuje RNA HEV. U zkoumaných skupin divokých 

prasat je pozitivita nálezu nižší, např. 25% v Itálii, 19,6% ve Španělsku, 5,3% v Německu. 

(Vašíčková a Pavlík, 2010) 

 

1.5.3 Analýza přítomnosti HEV viru u zvířat v ČR 

Také v České Republice byl na základě alarmujících výsledků zahraničních studií proveden 

průzkum pod vedením prof. Pavlíka (2010). Pomocí nested PCR s reverzní transkripcí byla 

vyšetřována jaterní tkáň 76 jatečních prasat. Pozitivní byl 1 kus, tj. 1,3%. Jelikož je nejčastěji je  

infekce nacházena u 2-4 měsíčních selat, bylo v dalším kole výzkumu podrobeno testování 32 

selat o stáří 8-12 týdnů. Přítomnost virové genetické informace byla u 12 zvířat, tj. 37,5%. 

V rámci zkoumání bylo vystaveno zkouškám také 49 divokých prasat s odhalením 4 HEV RNA 

pozitivních kusů (8,7%). Daňci a mufloni jsou uváděni jako HEV negativní, zatím z důvodu 

nepublikovatelných (nepublikovaných???) údajů. 

Veškeré zvířecí infekce probíhají asymptomaticky. V rámci experimentu infekce u prasat 

bylo zjištěno, že virus lze nalézt v buňkách tenkého střeva, lymfatických uzlin, ???tenkého střeva 

a jater. Experimentálně byl prokázán přenos viru hepatitidy E i na šimpanze. U genotypu 4 jsou 

rovněž popsány případy infekcí selat s horečkou spojené i s vylučováním viru do okolí.  
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Lze říci, že pravděpodobně existuje více cest přenosu viru. Jako zásadní se jeví možnost 

nákazy prostřednictvím infikovaného syrového či nedostatečně tepelně upraveného masa, jater, 

čerstvé krve a částí zažívacího traktu zvířete. Nelze opomenout kontaminaci masa nesprávnou 

manipulací a přípravou. U těchto genotypů je možný přenos z osoby na osobu. (Vašíčková a 

Pavlík, 2010; Vašíčková, 2006) 

 

1.5.4 Vliv zoonotického potenciálu HEV na pracovníky 

V dnešní době se již objevují případy profesionální nákazy. Díky přítomnosti virů ve 

zvířecích rezervoárech jsou ohroženi především farmáři chovající skot a prasata, zemědělci, 

veterináři a pracovníci kafilérií. I proto je zaznamenán vzestup počtu případů u osob bez cestovní 

anamnézy v rozvinutých státech Evropy. Nakaženými jedinci bývají především starší muži. 

Průběh infekce bývá často asymptomatický. (Vašíčková a Pavlík, 2010) 

 

Bylo provedeno také několik studií, které zkoumají přítomnost protilátek proti HEV u 

pracovníků se zvířaty. Meng a kol. zjišťovali  přítomnost anti-HEV protilátek u 465 veterinářů. 

Přibližně 27% vykazovalo pozitivní výsledky. Kontrolní skupinou byla skupinka osob bez 

intenzivního kontaktu s prasaty. I zde však bylo 17% výsledků anti-HEV pozitivních. Podobnou 

studii vedl i Drobeniuc  a kol., který zaznamenal přítomnost protilátek u skupiny chovatelů 

v 51% případů. Rovněž i on své dosažené výsledky porovnal s kontrolní skupinou, která 

prokazovala 25% pozitivitu.  

Na základě těchto studií Světová zdravotnická organizace zahrnula všechny pracovníky, kteří 

jsou v úzkém kontaktu s prasaty, skotem, ovcemi, kozami a nehumánními primáty, do rizikových 

skupin přenosu HEV.(Vašíčková a Pavlík, 2010) 
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1.6 Výskyt HEV v ČR 

 

V České Republice je výskyt virové hepatitidy E spjat především s cestovatelskou 

anamnézou, podobně jako v jiných rozvinutých státech.  

 

Rok Počet případů 

1998 17 

1999 5 

2000 12 

2001 13 

2002 12 

2003 21 

2004 36 

2005 37 

2006 35 

2007 43 

2008 65 

2009 99 

2010 72 

2011 163 

 

Obr. č. 4: Tabulka počtu ohlášených pozitivit HEV v ČR v jednotlivých letech 

(Husa, 2005; Vašíčková a Pavlík, 2010; http://www.szu.cz/publikace/data/vybrane-infekcni-

nemoci-v-cr-v-letech-1998-2007-absolutne) 

 

Od roku 1998 do roku 2002 bylo u nás zaznamenáno 59 případů akutní hepatitidy E. 

S cestováním je spojeno 15 případů, a to do následujících zemí: Indie, Afghánistán, Arménie, 

Bulharsko, Nepál, Řecko, Rusko a bývalá Jugoslávie. Podle oficiálních údajů Státního 

zdravotního ústavu (SZÚ) počty případů HEV infekce stále stoupají. Příčinou je 

nejpravděpodobněji otevření hranic ČR, a s tím spojené častější cestování obyvatel do rizikových 

oblastí. Další nezanedbatelnou rizikovou skutečností je příliv nových pracovních sil 

z rozvojových států Asie, a nezřídka se Česká republika stává i cílem uprchlíků z rozvojových 

zemí.  (Husa, 2005; Vašíčková a Pavlík, 2010) 
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U některých hlášených případů pozitivních nálezů bez cestovní anamnézy je možná 

přítomnost falešně pozitivních výsledků v důsledku malé specifity některých diagnostických 

testů na vyšetření anti-HEV protilátek. (Vašíčková a Pavlík, 2010) 

 

Rovněž je znám i případ malé epidemie mezi příbuznými a přáteli. Ta proběhla na přelomu 

let 2002 a 2003 v Brně. (Husa, 2005) S velikou pravděpodobností se jednalo o infekci HEV 

virem genotypu 3 z nedostatečně tepelně upraveného masa. 

 

Taktéž se během vyšetřování objevily případy přítomnosti protilátek proti HEV, i 

s konfirmací v NRL pro virové hepatitidy SZÚ v Praze, bez přítomnosti cestovatelské historie, 

klinických a biochemických příznaků akutní hepatitidy. (Vašíčková a Pavlík, 2010) 

 

1.6.1 Fylogenetická analýza HEV v ČR 

Vašíčková a kol. (2010) fylogeneticky analyzovala HEV pozitivní sérologické vzorky 

získané od českých pacientů. HEV virus byl vylučován u 5 z 8 vzorků. Pomocí sekvenční 

analýzy bylo objeveno, že všechny zkoumané izoláty patří ke genotypu 3, subtypům 3 e, f, g. 

Doplněním laboratorních výsledků anamnestickými údaji bylo prokázáno, že občané ČR se 

nakazili v Evropě. Dokonce díky 100% homologii 2 vzorků byl prokázán stejný zdroj infekce.    

(Vašíčková a kol., 2010) 

 

1.7 Klinické projevy onemocnění 

 

Způsob přenosu a příznaky doprovázející hepatitidu E jsou podobné infekci virem hepatitidy 

A, ale vzniklé onemocnění je bráno jako obtížnější a vážnější, protože u více než poloviny 

pacientů způsobuje vleklé koagulopatie a cholestázu. (Lenz, 2010) 

Inkubační doba hepatitidy E je 3-9 týdnů, průměrně se však hovoří o rozvinutí choroby do 40 

dní po nákaze.  

Hlavním typickým příznakem hepatitidy je zažloutnutí kůže a sklér.  Zánět jater vyvolaný 

viry způsobuje hepatální žloutenku charakterizovanou poškozením hepatocytu, který ztrácí 

schopnost konjugovat bilirubin. Nekonjugovaný bilirubin se hromadí v krvi, konjugovaný 

bilirubin se rovněž částečně vrací zpět do krve. Konjugovaný bilirubin je rozpustný ve vodě, a 

proto přechází do moče. Mezi další projevy choroby související s patologií jater patří 

nechutenství, teplota, bolest břicha, nevolnost, zvracení. Rovněž lze zaznamenat ztmavnutí moče 

a zesvětlení stolice. (Dastych a kol., 2008) 
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1.7.1 Průběh infekce 

 Preikterická fáze bývá v 1. - 10. dnu po infekci. Svým průběhem se řadí k středně těžké 

hepatitidě s příznaky chřipky.  

Ikterická fáze se objevuje v 15. - 40. dnu po nakažení organismu.  

Vylučování viru může být detekováno za 3-4 týdny po infikování a trvá asi 2 týdny.  

Většina klinických příznaků bývá u osob věkové skupiny v rozmezí 15-40 let. U dětí je 

zaznamenáván mírnější anikterický průběh. Důkaz o poškození jater může být nalezen až po 3 

měsících.(Greenwood et al, 2007) 

 

1.8 Prevence 

Než samotná léčba již vzniklého a rozvinutého onemocnění, je vždy lepší aktivní aplikace 

účinných preventivních postupů. Podle známého hlavního principu přenosu nákazy lze sestavit 

základní seznam pravidel.  

 

1.8.1 Prevence přenosu genotypů 1 a 2 

Jelikož tyto dva genotypy se vyskytují především v endemických oblastech, je nutné 

přijmout hygienická opatření při turistické návštěvě rizikových oblastí. Jedná se především o 

vyhnutí se konzumace vody z neznámých zdrojů, nepoužívání ledu do nápojů, zákaz konzumace 

neloupaného ovoce, tepelně neupravené zeleniny, syrových ryb a mořských plodů. Také není 

vhodné koupání v blízkosti ústí kanalizace nebo čistíren odpadních vod. Při dodržování těchto 

doporučení je možné se zcela infekci vyhnout.  

 

1.8.2 Prevence přenosu genotypů 3 a 4 

U těchto dvou genotypů je charakteristický přenos na lidi ze zvířecích rezervoárů. Z tohoto 

důvodu je možné se i v našich podmínkách infikovat HEV virem i bez cestovatelské historie.  

Prvním neodmyslitelným aspektem je dodržování hygienických pravidel při zpracování masa a 

vnitřností. Předcházet infekci lze i jejich dostatečnou tepelnou úpravou. Rovněž nezanedbatelná 

je sanitace vodních zdrojů a zemědělských provozů.  

 

Specifická prevence charakterizovaná přítomností a aplikací vakcinace v současnosti dosud 

není k dispozici. Vytvoření účinné očkovací látky je cílem mnoha výzkumných prací.  
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1.9. Léčba hepatitidy E 

 

V České Republice je povinná hospitalizace všech pacientů s akutními virovými hepatitidami 

a osob s podezřením na onemocnění těmito chorobami. Z epidemiologického hlediska je 

hospitalizace na infekčních odděleních sporná. Největší infekciozita hepatitid A a E je na konci 

inkubační doby. Po několika dnech klinických projevů choroby nakažlivost prudce klesá, a proto 

bývá hospitalizovaný pacient málo infekční. V dnešní době neexistuje specifický terapeutický 

postup. Ani léčebné podávání imunoglobulinů se nepoužívá. Veškerá terapie již vzniklého 

onemocnění spočívá pouze v odstranění příznaků infekce. Běžnou praxí je podávání infuzí 

glukózy s vitamíny B, C popř. i K a roztoky aminokyselin. Nejčastěji požívaná hepatoprotektiva 

jsou rostlinného původu. Pacientům jsou podávány esenciální fosfolipidy a silymarin. 

Z chemických léčiv jsou nejčastěji předepisovány kyselina thioktová a ademethionin.  

Při akutní hepatitidě pacient trpí nechutenstvím, a proto je nejvhodnější je strava, ve které 

jsou tuky nahrazeny cukry.  Je zakázáno požívání alkoholu. Rovněž je snaha o vyřazení 

hepatotoxických léků z medikace.  

Jako nezbytné se jeví dodržování tělesného a duševního klidu.(Husa, 2005) 

 

1.10 Imunitní odpověď organismu 

 

S prvními příznaky upozorňujícími na chorobu organismu se objevují i protilátky typu IgM.  

Už v počátečních fázích rekonvalescence dochází k prudkému poklesu hladiny IgM protilátek, a 

do 2 až 3 měsíců k jejich úplnému vymizení. Pro protilátky třídy IgA platí, že se rovněž tvoří 

časně po setkání s virem. (Husa, 2011) 

Tvorba vysoce specifických protilátek typu IgG s nízkou aviditou je pozorována přibližně     

2 týdny po začátku infekce. Tyto imunoglobuliny přetrvávají v organismu i několik let po 

proběhlé infekci, ovšem to už se jedná o protilátky s vysokou aviditou, která akutní infekci 

vylučuje. Zatím není potvrzeno, zda zůstávají v organismu doživotně. Také je zřejmě možná 

reinfekce, dle některých názorů může mít i těžší průběh.(Husa, 2005) Nález protilátek svědčí o 

setkání organismu s virem, ale až podle dynamiky tvorby protilátek a jejich charakteru lze 

prokázat čerstvou infekci. (Husa, 2011)  

 

V rozvinutých státech jsou nalézány protilátky proti hepatitidě E ve významné míře i u 

populace zdravých jedinců. Mluví se o více jak 28% případů. Anti-HEV protilátky jsou také 
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nalézány u osob jsoucích v kontaktu s pacienty, aniž by u nich došlo ke zvýšení sérové aktivity 

AST či přítomnosti klinických příznaků.(Husa, 2005) 

 

 

Obr. č. 5: Graf znázorňující typický sérologický nález u infekce HEV 

(http://pathmicro.med.sc.edu/virol/hepatitis-disease.htm/) 

 

1.11 Laboratorní diagnostika 

 

Diagnostika virové hepatitidy E je založena nejen na určení specifických symptomů, ale pro 

potvrzení podezření choroby jsou nutná i specifická laboratorní vyšetření. Samotné určení virové 

hepatitidy probíhá na několika úrovních. Nejprve se stanovuje hladina jaterních enzymů, bližší 

specifikaci infekce zajišťují sérologické testy na stanovení virových protilátek, nejdokonaleji 

diagnózu určí molekulárně-genetické metody.(Shors et al, 2009) 

 

1.11.1 Vyšetření jaterních enzymů 

Pro diagnostiku jaterních poruch lze použít stanovení aktivity různých enzymů. Indikátorové 

enzymy upozorňují na poškození celistvosti jaterní buňky, kdy v případě přítomnosti 

patologického stavu dochází k jejich vyplavování do krve. Zvýšené hladiny ALT 

(alaninaminotransferáza), AST (aspartátaminotransferáza) a GMD (glutamátdehydrogenáza) 

bývají přítomné u virových hepatitid, ale protože se enzymy vyskytují fyziologicky i v jiných 

buňkách těla nejen v hepatocytech, je nutné laboratorní nález interpretovat v souvislosti 

s klinickým obrazem. 
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Jak již bylo uvedeno výše, virovou hepatitidu doprovází hepatocelulární ikterus, který je 

způsoben hyperbilirubinémií. V séru pacienta jsou přítomny zvýšené hodnoty celkového i 

konjugovaného bilirubinu. Díky rozpustnosti konjugovaného bilirubinu jsou zjišťovány zvýšené 

hladiny v moči. (Dastych a kol., 2008) 

 

1.11.2 ELISA metoda 

V séru pacientů lze detekovat specifické protilátky poukazující na probíhající či již 

proběhlou nákazu virem hepatitidy E. Jedná s o průkaz protilátek anti-HEV IgG, IgA, IgM třídy, 

celkových protilátek nebo i antigenů HEV pomocí testů s rekombinantními proteiny nebo uměle 

syntetizovanými peptidy, které byly vyvinuty po objevu imunodominantních epitopů proteinu 

tvořícího kapsidu viru. Nejčastější nepřímou diagnostickou metodou pro průkaz infekce HEV 

virem je ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Průkaz neutralizačních protilátek je 

umožněn použitím monoklonálních protilátek vázajících se na epitopy struktury kapsidového 

proteinu ORF2. (Elsterová, 2010; http://www.ystwt.com/wantai_english/HEV.html) 

Pro příklad lze uvést rekombinantní kapsidový antigen E2, který je vyjádřený z oblasti 

ORF2 na HEV a vykazuje vysokou reaktivitu s anti-HEV protilátkami, pocházející z HEV 

diagnostik firmy Wantai Corporation.(http://www.ystwt.com/wantai_english/HEV.html /) 

Dle některých názorů (Lenz, 2010) je vhodné v oblastech s vysokým výskytem infekce 

k průkazu rané infekce testovat současně IgG a IgA protilátky. K odlišení akutní infekce od již 

proběhlé je nejvhodnější použít průkaz IgG protilátek za současného vyšetření vzorku na HEV 

RNA. Některé názory prezentují nevhodnost stanovení anti-HEV IgM, protože případné 

protilátky proti revmatoidnímu faktoru třídy IgM, již přítomné v těle pacienta, mohou 

způsobovat falešnou pozitivitu. Z tohoto důvodu je nutné vyšetřovat nejen anti-HEV IgM 

protilátky, ale současně i IgG a sledovat dynamiku jejich tvorby. Z tohoto důvodu některé 

sérologické testy pro průkaz IgM protilátek ve svém pracovním postupu obsahují vysycování 

revmatoidního faktoru. 

Existuje také názor, že diagnostické testy ELISA pro detekci anti-HEV IgM používané pro 

rutinní diagnostiku nejsou příliš vhodné, protože mají nízkou citlivost a specifitu. Rovněž jsou 

zaznamenávány vysoké počty falešně negativních výsledků.  

(http://www.ystwt.com/wantai_english/HEV.html /) 

K detekci anti-HEV IgG je k dispozici v dnešní době řada testů od různých firem. Pro 

ukázku lze zmínit Abbott Immunoglobulin G test (Laboratoře Abbott, Německo), Genelabs IgG 

test (Genelabs Diagnostics, Singapur), již zmíněný HEV IgG ELISA test (Wantai 

Corporation,Čína), ELISA kit pro protilátky IgG proti viru hepatitidy E (BioChain


, USA) a také 
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HEV IgG (Dia.Pro. Diagnostics Bioprobes Srl, Miláno, Itálie) používané ve FN HK. (Elsterová, 

2010; http://www.ystwt.com/wantai_english/HEV.html /; http://www.biochain.com/ ) 

Paralelním vyšetřením dvou pacientských vzorků lze určit dynamiku tvorby protilátek. První 

odběr k vyšetření je vhodné dodat v prvních dnech klinických příznaků, druhý vzorek minimálně 

po deseti dnech, lépe za 2-3 týdny. Pro diagnostiku akutní infekce svědčí negativita 1. vzorku a 

pozitivita 2., nebo při pozitivitě 1. vzorku alespoň 4x vyšší titr prokazovaných protilátek ve 

druhém vzorku.(Husa, 2011) 

 

1.11.3 Přímý průkaz RNA 

Molekulární detekce vhodně doplňuje tradiční vyšetřovací postupy. Polymerázová řetězová 

reakce s reverzní transkripcí (RT-PCR) je v dnešní době jediná metoda prakticky využitelná pro 

přímou diagnostiku HEV viru v odebraném materiálu od infikovaného pacienta. RT-PCR je 

modifikace klasické PCR, kdy vstupním templátem je RNA. Za pomoci enzymu reverzní 

transkriptáza je nukleová kyselina HEV přepsána do cDNA, na kterou nasedají různé sady 

primerů komplementární ke konzervativním oblastem ORF 1, 2, 3 a následují cykly 

polymerázové řetězové reakce a detekce.   

K průkazu HEV RNA se používají vzorky stolice, žluči nebo séra odebrané 7-40 dní po 

infekci, a je tak možné diagnostikovat onemocnění ještě před nástupem klinických příznaků, tedy 

v předklinickém stádiu.  Virovou nukleovou kyselinu je možné zachytit také v buňkách tělních 

tkání např. v játrech, lymfatických uzlinách, střevě. (Vašíčková a Pavlík, 2010)  

Ke kvantifikaci počtu virových částic ve vzorku (virová nálož) je možné použít PCR 

v reálném čase (real-time RT-PCR) využívající TaqMan sondy, která je mnohem citlivější než 

standardní RT-PCR. (Husa, 2011) Za zmínku stojí metoda spojující real-time RT-PCR a 

kombinaci detekčních sond TaqMan a Primer-Probe Energy Transfer techniku (PriProEt). Touto 

technikou lze odhalit už i pouhých dvacet jednotek virové NK přítomných v odebraném 

materiálu. Analýza vzorku tímto způsobem je také schopna odhalit bodové mutace v RNA a 

vyloučit falešné negativity výsledků. (Elsterová, 2010) 
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2 CÍLE PRÁCE 

 

- Analýza vzorků s podezřením na HEV infekci v Královéhradeckém kraji v letech     

2008-2011 

- Analýza vzorků od pacientů s potvrzenou diagnózou infekce HEV v Královéhradeckém 

kraji v letech 2008-2011 

- Shrnutí výsledků 
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3 MATERIÁL A METODIKA 

 

3.1 Vzorky k vyšetření 

 

ELISA metoda sloužící k průkazu anti-HEV protilátek v séru je nejčastěji používanou 

sérologickou metodou v ČR k odhalení HEV infekce. Pro získání validních výsledků je nutné 

dodržovat zásady správné preanalytické fáze vyšetření. Před odběrem nemusí pacient dodržovat 

žádné zvláštní doporučení. Pro vyšetření se asepticky odebírá srážlivá krev do sterilní zkumavky, 

od dospělého pacienta 7 ml, od dítěte postačuje 2-3 ml. Je nutné oddělit krevní sraženinu od 

plazmy co nejdříve, aby nedošlo k uvolnění erytrocytů s hemoglobinem.  Hemolytické, chylózní 

vzorky a vzorky s rezidui fibrinu nebo jiných velkých částic není vhodné vyšetřovat z důvodu 

možnosti zisku falešných výsledků. V případě přítomnosti částic nebo krevních elementů je 

možné vzorek centrifugovat při přetížení 2000 RPM po dobu 20 minut. Mikrobiálně 

kontaminované a tepelně inaktivované vzorky nejsou pro analýzu použitelné. Skladovat vzorky 

séra lze při 2-8°C až po dobu 5 dnů po odběru. Možností pro dlouhodobé uchování séra je 

zmrazení na -20°C a níže. Opakované rozmrazování a zmrazování séra není vhodné z důvodu 

možných falešných výsledků při testování.  

Pro diplomovou práci byly zvoleny vzorky analyzované ve virologické laboratoři Ústavu 

klinické mikrobiologie (ÚKM) Fakultní nemocnice v Hradci Králové (FN HK) v letech 2008-

2011. Pro testování infekce HEV se používají diagnostické sety ELISA pro vyšetření protilátek 

proti HEV třídy IgM a IgG od firmy Dia.Pro (Itálie). 

 

3.2. Princip metody ELISA 

 

Analýza probíhá v mikrotitračních destičkách, jejichž jamky jsou potaženy specifickým 

syntetickým antigenem HEV získaným z imunodominantních částí mexického a barmského typu 

viru. Jako první se do jamek přidává ředěný vzorek. Jsou-li ve vzorku přítomny protilátky anti-

HEV IgM nebo IgG (dle zvolené metody), dojde k vytvoření specifické vazby s antigenem 

navázaným na povrchu jamky. Následuje promytí s odstraněním nenavázaných komponent. 

V dalším kroku jsou do jamky přidány protilátky značené křenovou peroxidázou proti IgM nebo 

IgG (dle zvolené metody). Po přidání směsi chromogenu/substrátu dojde k reakci za pomocí 

enzymu za vzniku zabarvení, jehož intenzita je úměrná koncentraci protilátek 
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3.3 Komponenty nutné k analýze 

 

3.3.1 Součásti soupravy Dia.Pro. HEV IgM 

Souprava obsahuje reagencie pro provedení 96 testů.  

 Mikrotitrační destička: v ochranném sáčku s vysoušecím prostředkem je 12 stripů s 8 

jamkami potaženými specifickým HEV antigenem. Doporučené skladování je při 4°C. Před 

použitím je nutné nechat destičku ponechanou v sáčku vytemperovat na pokojovou teplotu 

(cca 1 hodinu). 

 Negativní kontrolní vzorek: 1x2ml. Připraven k přímému použití. Složení: 1% kozích 

sérových proteinů; 10mM citrátový pufr o pH 6,0+/-0,1; 0,5% Tween 20; 0,09% azid sodný 

a 0,1% Kathon GC jako konzervans. Pro testování IgM je negativní kontrola kódována 

žlutou barvou. 

 Pozitivní kontrolní vzorek: 1x2,0ml. Složení: lidské IgM protilátky proti HEV, 1% kozích 

sérových proteinů; 10mM citrátový pufr o pH 6,0+/-0,1; 0,5% Tween 20; 0,09% azid sodný 

a 0,1% Kathon GC jako konzervans. Kontrola je kódována tmavě zelenou barvou.  

 Koncentrát promývacího pufru: 1x60ml. Dvacetinásobný koncentrát, který je nutné před 

použitím zředit destilovanou vodou. Složení: 10mM PBS o pH 7,0+/-0,2; Tween 20; 0.1 

Kathon GC. 

 Enzymatický konjugát: 1x16ml. Připraveno k přímému použití. Složení: polyklonální 

protilátky proti lidskému IgM konjugované s křenovou peroxidázou; 5% BSA; 10 mM Tris 

pufr o pH 6.8+/-0.1; 0,02% gentamycin sulfátu a 0,1% Kathon GC. Kódování konjugátu je 

červené. 

 Chromogen/substrát: 1x16 ml.  Připraven k přímému použití. Složení: 50mM citrát-

fosfátový pufr o pH 3,5-3,8;  4% DMSO; 0,03 % tetramethylbenzidin (TMB) a 0,02% 

peroxid vodíku. Nutné skladovat v temnu. 

 Zastavovací roztok: 1x15 ml. Složení: 0,3M kyseliny sírové. Nutné zabránění kontaktu 

s očima a pokožkou. Dráždivá látka- Xi R 36/38, S 2/26/30. 

 Ředící roztok vzorků: 2x60 ml. Složení: 2% kasein; 10mM citrátový pufr o pH 6,0+/-0,1; 

0,1% Tween 20; 0,09% azid sodný a Kathon GC. 

 Krycí fólie na mikrotitrační destičku: 2 ks 

 Návod k použití 
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3.3.2 Součásti soupravy Dia.Pro. HEV IgG 

Souprava obsahuje reagencie pro provedení 96 testů.  

 Mikrotitrační destička: v ochranném sáčku s vysoušedlem je 12 stripů s 8 jamkami 

potaženými specifickým HEV antigenem. Doporučené skladování je při 4°C. Před použitím 

je nutné nechat destičku ponechanou v sáčku vytemperovat na pokojovou teplotu (cca 1 

hodinu). 

 Negativní kontrolní vzorek: 1x2ml. Připraven k přímému použití. Složení: 1% kozích 

sérových proteinů; 10mM citrátový pufr o pH 6,0+/-0,1; 0,5% Tween 20; 0,09% azid sodný 

a 0,1% Kathon GC jako konzervans. Negativní kontrola kódována olivově-zelenou barvou. 

 Pozitivní kontrolní vzorek: 1x2,0ml. Složení: lidské IgG protilátky proti HEV, 1% kozích 

sérových proteinů; 10mM citrátový pufr o pH 6,0+/-0,1; 0,5% Tween 20; 0,09% azid sodný 

a 0,1% Kathon GC jako konzervans. Kontrola je kódována tmavě zelenou barvou.  

 Kalibrátor: 1x2,0. Dle údajů na nálepce lahvičky je nutné nejprve lyofilizát před použitím 

rozpustit. Složení: proteiny fetálního bovinního séra; lidské IgG protilátky proti HEV-jejich 

koncentrace je kalibrována podle NIBSC kódu 95/584 na hodnotu 4+/-10% IU ml; 10mM 

citrátový pufr o pH 6,0+/-0,1; 0,3 mg/ml gentamycin sulfátu a 0,1Kathon GC jako 

konzervans. 

 Koncentrát promývacího pufru:1x60 ml. 20ti násobný koncentrát, který je nutné před 

použitím naředit destilovanou vodou. Složení: 10mM PBS o pH 7,0+/-0,2; 0,05% Tween 20 

a 0,1% Kathon GC. 

 Enzymatický konjugát: 1x16ml. Připraveno k přímému použití. Složení: polyklonální 

protilátky proti lidskému IgG konjugované s křenovou peroxidázou; 5% BSA; 10 mM Tris 

pufr o pH 6.8+/-0.1; 0,02% gentamycin sulfátu a 0,1% Kathon GC. Konjugát je kódován 

červeně. 

 Chromogen/substrát: 1x16 ml.  Připraven k přímému použití. Složení: 50mM citrát-

fosfátový pufr o pH 3,5-3,8;  4% DMSO; 0,03 % tetramethylbenzidin (TMB) a 0,02% 

peroxid vodíku. Nutné skladovat v temnu. 

 Assay pufr: 1x8 ml. Připraven k přímému použití. Složení: 10mM citrátový pufr o pH 8,0+/-

0,1; 0,1% Kathon GC. Pipetuje se do jamek s kontrolami i se vzorky, blokuje interference. 

 Zastavovací roztok: 1x15 ml. Složení: 0,3M kyseliny sírové. Nutné zabránění kontaktu 

s očima a pokožkou. Dráždivá látka- Xi R 36/38, S 2/26/30. 

 Ředící roztok vzorku: 1x50 ml. Složení: 10mM citrátový pufr o pH 6,0+/-0,1; 0,5 Tween 20; 

0,09% azid sodný a 0,1% Kathon GC. 

 Krycí fólie na mikrotitrační destičku: 2 ks 
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 Návod k použití 

 

3.3.3 Další materiál 

 Kalibrované mikropipety a jednorázové špičky: kalibrovány pro přesné dávkování, 

dekontaminovatelné alkoholem, 10% NaOH nebo běžnými nemocničními desinfekčními 

prostředky. Přesnost pipet musí být 1% s odchylkou max. +/-2%. 

 Redestilovaná voda 

 Stopky s rozsahem 60 a více minut: pro inkubační časy je tolerance +/-5%. 

 Savý filtrační papír 

 Inkubátor mikrotitračních destiček pro teplotu +37°C: tolerance -/+0,5°C s ověřenou 

správností teploty. Lze použít mokrý i vlhký typ inkubátoru pro ELISA destičky 

 ELISA reader s filtry 450nm a 620-630nm: linearita absorbance musí být vyšší nebo rovna 2 

ABS, nastavení vlnových délek menší nebo rovno 10nm, měřící rozsah nejméně 0,0-2,0 

ABS, rozptyl měření pod 1%. Optický systém musí být kalibrován a validován na správnost 

měření dané vlnové délky a udržován dle požadavků výrobce a SLP. 

 Promývačka mikrotitračních destiček: validovaná a optimalizovaná. 4-5 promývacích cyklů 

(odsátí- dispenze 350µl promývacího roztoku=1cyklus) je dostatečné. Doporučený sytící čas 

mezi jednotlivými cykly je 20-30 sec. Pro přesné nastavení počtu cyklů je doporučeno 

analyzovat negativní a pozitivní kontroly a několik definovaných pozitivních vzorků, tak 

aby výsledky odpovídaly požadavkům validace. Je nutné provádět pravidelnou 

dekontaminaci a validaci dle předpisů SLP a požadavků výrobce. 

 Vortex – třepačka používaná k protřepání a homogenizaci sér 

 

3.4 Bezpečnostní upozornění 

 

 Se soupravou smí pracovat pouze vyškolený personál.  

 Personál musí být při vyšetřování chráněn ochrannými pracovními pomůckami. 

 Během pracovního postupu nesmí dojít ke kontaminaci reagencií ani mikrotitrační destičky..  

 Soupravu je nutné skladovat při teplotě 2-6°C v chladničce s kontrolovanou teplotou nebo 

v chladné místnosti. 

 Reagencie různých šarží nelze míchat. Nedoporučuje se ani míchat reagencie stejné šarže, 

ale pocházející z různých souprav. 

 Před každou analýzou je nutné zkontrolovat všechny reagencie, zda jsou čiré bez viditelných 

částic nebo shluků. Pokud tomu tak není, je nutné k analýze použít novou soupravu.  
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 Pro pipetování je nutné používat jednorázové špičky. 

 Po vypršení expirační doby je zakázáno používat jak jednotlivé lahvičky, tak celé soupravy. 

 Jelikož jsou všechny vzorky potenciálně infekční, je nutné, aby se při práci se séry pacientů 

a všemi reagenciemi zacházelo dle předpisu Biosafety Level 2, jak doporučuje Centers for 

Disease Control/U.S. Institute sof Health publication „Biosafety in Microbiological and 

Biomedical Laboratories“, 1984. 

 Pro přípravu tekutých komponent je doporučováno používání jednorázových plastových 

nádob. 

 Odpad vzniklý během práce musí být likvidován podle desinfekčního řádu FN HK.  

 

3.5 ELISA HEV IgM – pracovní postup 

 

3.5.1 Příprava reagencií 

 Mikrotitrační destička: nechat vytemperovat na pokojovou teplotu, zkontrolovat vysoušedlo. 

Nepoužité stripy musí být vráceny do hliníkového sáčku s vysoušedlem, pevně uzavřeny a 

skladovány při 2-6°C. 

 Negativní kontrola: připravena k přímému použití, před použitím dobře promíchat na 

vortexu. 

 Pozitivní kontrola: připravena k přímému použití, před použitím dobře promíchat na 

vortexu. 

 Promývací roztok: před použitím musí být koncentrát 20x zředěn redestilovanou vodou. 

Celý obsah může být zředěn 1200 ml redestilované vody. Jednou naředěný promývací 

roztok je stabilní při 2-8°C týden. 

 Konjugát: připraven k přímému použití, před použitím dobře promíchat na vortexu. 

 Substrát: připraven k přímému použití, před použitím dobře promíchat na vortexu. Je nutné 

se vyhnout kontaminaci oxidačními činidly, vzdušným prachem a mikroorganismy. 

Nevystavovat silnému osvětlení, oxidačním činidlům a kovovým povrchům.  Přenášet pouze 

v plastových sterilních jednorázových nádobách. 

 Neutralizační činidlo: připraveno k přímému použití, pečlivě protřepat.  

 Ředící roztok vzorků: připraven k přímému použití, před použitím dobře promíchat na 

vortexu. 

 Stop roztok: připraven k přímému použití, před použitím opatrně promíchat na vortexu.   
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3.5.2 Příprava ostatních komponent před analýzou    

 Zkontrolovat datum expirace soupravy. Sady s prošlou dobou spotřeby nepoužívat. 

 Zkontrolovat, zda je chromogen bezbarvý či světle modrý, jestli nejsou tekuté součásti 

kontaminované částicemi nebo sraženinami. 

 Nastavit ELISA inkubátor na 37°C, připravit promývačku na správný počet cyklů a dodat 

promývací roztok. Zapnout ELISA reader min. 20 minut před měřením. Zkontrolovat 

mikropipety a ostatní vybavení. 

 

3.5.3 Vlastní analýza 

Úspěch analýzy závisí na dodržování níže uvedeného postupu a dodržování stejných dob 

inkubace u všech analyzovaných vzorků. Nejprve se vyšetřované vzorky předředí v poměru 

1:101 (tj. 10µl vzorku a 1000µl ředícího roztoku), negativní a pozitivní kontrolu není nutné ředit, 

vše se pečlivě promíchá na vortexu.  

Požadovaný počet stripů se umístí do rámečku- první jamka slouží pro slepý 

vzorek=BLANK, druhá a třetí jamka pro negativní kontrolu, čtvrtá jamka pro pozitivní kontrolu. 

Do dalších jamek se již pipetují vyšetřované vzorky (obr. č. 6) 

 

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

A B VZ5           

B NK VZ6           

C NK VZ7           

D PK VZ..           

E VZ1 VZ..           

F VZ2 VZ..           

G VZ3            

H VZ4            

 

obr. č. 6: Pipetovací schéma 

Legenda: B-blank, NK-negativní kontrola, PK-pozitivní kontrola, VZ-vzorek 

 

Postup práce: 

 napipetovat 50µl neutralizačního činidla do jamek pro vzorky, do jamek pro BLANK, 

negativní a pozitivní kontrolu se nepipetuje. 
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 napipetovat 100µl negativní kontroly v duplexu, pozitivní kontroly a předředěných vzorků 

 inkubace 60 minut při +37°C (při manuálním zpracování stripy zakrýt přiloženou fólií) 

 promýt na promývačce 4x300µl promývacího roztoku 

 přidat 100µl konjugátu do všech jamek kromě BLANKU, všechny jamky (kromě A1) 

získají červenou barvu 

 inkubace 60 minut při +37°C 

 promýt na promývačce 4x300µl promývacího roztoku 

 napipetovat 100µl roztoku substrátu do všech jamek 

 inkubace 20 minut při pokojové teplotě (18-24°C), nevystavovat silnému světlu 

 pipetovat 100µl Stop roztoku do každé jamky, přidání kyseliny změní modrou barvu 

pozitivní kontroly a pozitivních vzorků na žlutou.  

 intenzita zabarvení roztoků v jamkách se změří ELISA readerem při 450nm pro odečet 

pozadí i při 620-630nm. A1 jamka se použije jako BLANK. Měření musí být provedeno do 

20 minut po přidání Stop roztoku, protože samooxidace chromogenu může způsobit silné 

pozadí.  

 

3.5.4 Vnitřní kontrola kvality 

Kontrola validita soupravy je zajištěna použitím kontrol při každé analýze. Pokud dosahují 

kontroly hodnot uvedených v tabulce-obr. č. 7, lze říci, že provedená reakce je validní. 

 

Parametr Požadovaná hodnota 

BLANK <0,100 OD 450nm 

Negativní kontrola (NK) <0,100 OD 450nm 

Pozitivní kontrola (PK) >0,500 OD 450nm 

 

obr. č. 7:  Tabulka hodnot kontrol ELISA HEV IgM 

 

3.5.5 Výsledky a jejich interpretace 

Výsledky se získávají výpočtem za pomoci koeficientu cut-off (Co) získaného dosazením 

do následujícího vzorce: Cut-off=NK+0,250 

Výsledky se interpretují jako poměr vzorku OD 450nm (VZ) a hodnoty cut-off koeficientu 

(Co): VZ/Co podle obr. č. 8 
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VZ/Co Interpretace 

< 1,0 Negativní 

1,0-1,2 Hraniční 

>1,2 Pozitivní 

 

obr. č. 8: Vyhodnocovací tabulka ELISA HEV IgM 

 

Negativní výsledek dokazuje pouze nedetekovatelnou reaktivitu protilátek proti viru HEV. 

U dubiózních výsledků musí být za 1-2 týdny odebrán a vyšetřen ještě jeden vzorek. Pozitivní 

výsledek informuje o infekci virem HEV.  

Interpretaci výsledků provádí kompetentní osoba. 

Všechny pozitivní výsledky by měly být konfirmovány alternativní metodou schopnou detekovat  

IgM protilátky.   

 

3.5.6 Limit detekce, diagnostická specifita a senzitivita 

Limit detekce testu byl vypočítán pomocí referenčního materiálu WHO pro HEV 

protilátku (NIBSC kód 95/584), která byla ředěná a byla pozitivní i v nižších titrech. 

Diagnostická specifita je pravděpodobnost, že vzorky bez přítomnosti analytu (protilátek) 

budou vyhodnoceny jako negativní. U tohoto testu při vyšetřování HEV negativních vzorků byla 

zjištěna specifita vyšší než 98%, při testování skupiny potenciálně interferenční-tj. s jiným 

infekčním onemocněním, byla stanovena specifita 100%.  

Diagnostická senzitivita je pravděpodobnost, že vzorky se zjišťovaným analytem budou 

vyhodnoceny jako pozitivní. U skupiny pozitivních vzorků je senzitivita vyšší než 98%.  

Přesnost CV je v rozmezí 5-15% při OD450nm.  

 

3.5.7 Omezení testu 

Falešně pozitivní výsledky byly pozorovány u vzorků s vysokým titrem revmatoidního 

faktoru (RF) i přes přítomnost neutralizačního činidla. Rovněž několikrát zmrazované vzorky 

s fibrinovými částicemi nebo shluky mohou po rozmrazení vykazovat falešné výsledky. 
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3.6 ELISA HEV IgG -  pracovní postup 

 

Studie prokázala, že trvanlivost otevřené soupravy neprokázala žádné ztráty aktivity u 

reagencií 6x opakovaně použitých po dobu šesti měsíců. 

 

3.6.1 Příprava reagencií 

 Mikrotitrační destička: nechat vytemperovat na pokojovou teplotu (cca 1 hodinu), 

zkontrolovat vysoušedlo. Nepoužité stripy musí být vráceny do hliníkového sáčku 

s vysoušedlem, pevně uzavřeny a skladovány při 2-6°C. 

 Negativní kontrola: připravena k přímému použití, před použitím dobře promíchat na 

vortexu. 

 Pozitivní kontrola: připravena k přímému použití, před použitím dobře promíchat na 

vortexu.  

 Kalibrátor: je nutné pečlivě rozpustit lyofilizát  lahvičky deionizovanou vodou v objemu 

 udaném na lahvičce. Před použitím nutno dobře protřepat. Nutno skladovat ve zmražených 

alikvotech. 

 Promývací roztok: před použitím musí být koncentrát 20x zředěn redestilovanou vodou. 

Celý obsah může být zředěn 1200 ml redestilované vody. Jednou naředěný promývací 

roztok je stabilní při 2-8°C týden.  

 Konjugát: připraven k přímému použití, před použitím dobře promíchat na vortexu.  

 Substrát: připraven k přímému použití, před použitím dobře promíchat na vortexu. 

Nevystavovat silnému osvětlení, oxidačním činidlům a kovovým povrchům. Použít jen 

plastové sterilní jednorázové nádoby. 

 Assay diluent: připraveno k použití, pečlivě protřepat. 

 Ředící roztok vzorků: připraven k přímému použití, před použitím protřepat. 

 Stop roztok: připraven k přímému použití, před použitím opatrně promíchat na vortexu.     

 

3.6.2 Příprava ostatních komponent před analýzou    

 Zkontrolovat datum spotřeby soupravy. Sady s prošlou expirací nepoužívat. 

 Zkontrolovat, zda je Substrát bezbarvý či světle modrý, jestli nejsou tekuté součásti 

kontaminované částicemi nebo sraženinami. Naředit potřebný objem koncentrátu 

promývacího roztoku. Rozpustit lyofilizovaný kalibrátor. Všechny komponenty 

vytemperovat na pokojovou teplotu. 
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 Nastavit ELISA inkubátor na 37°C, připravit promývačku na správný počet cyklů a dodat 

promývací roztok. Zapnout ELISA reader min. 20 minut před měřením. Zkontrolovat 

mikropipety a ostatní vybavení. 

 

3.6.3 Vlastní analýza 

Úspěch testování závisí na dodržování níže uvedeného postupu a dodržování stejných dob 

inkubace u všech analyzovaných vzorků.  

 

Při manuální analýze se umístí požadovaný počet stripů do rámečku- první jamka slouží pro 

slepý vzorek=BLANK, druhá, třetí a čtvrtá jamka pro negativní kontrolu, pátá a šestá jamka pro 

kalibrátor a sedmá pro pozitivní kontrolu. Do dalších jamek se již pipetují vyšetřované vzorky 

(obr. č. 9) 

 

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

A B VZ2           

B NK VZ3           

C NK VZ4           

D NK VZ5           

E KA VZ6           

F KA VZ7           

G PK VZ..           

H VZ1 VZ..           

 

obr. č. 9: Pipetovací schéma 

Legenda: B-blank, NK-negativní kontrola, KA-kalibrátor, PK-pozitivní kontrola, VZ-vzorek 

 

Postup práce: 

 napipetovat po 200µl negativní kontroly do 3 po sobě následujících jamek, 200µl kalibrátoru 

a 200µl pozitivní kontroly do jamek 

 napipetovat 200µl ředícího roztoku do jamek pro vzorky a k nim přidat 10µl neředěného 

vzorku, opatrně protřepat, vizuálně zkontrolovat zabarvení jamek 

 pipetovat 50µl Assay pufru do všech jamek a zkontrolovat tmavě modré zabarvení 

 inkubace 45 minut při +37°C se stripy zakrytými fólií 
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 promýt na promývačce 4x300µl promývacího roztoku 

 přidat 100µl konjugátu do všech jamek kromě A1 a přikrýt fólií, provést kontrolu zabarvení 

jamek-všechny červené, kromě A1. Při pipetování je zakázáno dotýkat se stěn jamek 

z důvodu možné zkřížené kontaminace. 

 inkubace 45 minut při +37°C 

 promýt na promývačce 4x300µl promývacího roztoku 

 napipetovat 100µl substrátu do každé jamky  

 inkubace 15 minut při pokojové teplotě (18-24°C), nevystavovat silnému světlu 

 pipetovat 100µl Stop roztoku do každé jamky, přidání kyseliny změní modrou barvu 

pozitivní kontroly a pozitivních vzorků na žlutou.  

 intenzita zabarvení roztoků v jamkách se změří ELISA readerem při 450nm pro odečet 

pozadí i při 620-630nm. A1 jamka se použije jako BLANK. Měření musí být provedeno do 

20 minut po přidání Stop roztoku, protože samooxidace chromogenu může způsobit silné 

pozadí. Pokud není k dispozici druhý filtr, je nutné zkontrolovat spodní stranu mikrotitrační 

destičky, zda nejsou přítomné šmouhy či otisky prstů způsobující při měření při 450nm 

falešně pozitivní výsledky.  

 

3.6.4 Vnitřní kontrola kvality 

Kontrola validita soupravy je zajištěna použitím kontrol při každém testu. Při dosažení 

hodnot kontrol uvedených v tabulce-obr. č. 10, lze říci, že provedená reakce je validní. 

 

Parametr Požadovaná hodnota 

BLANK <0,100 OD 450nm 

Negativní kontrola (NK) <0,050 OD 450nm (po blanku) 

Kalibrátor (KA) VZ/Co > 1 

Pozitivní kontrola (PK) >0,100 OD 450nm 

 

obr. č. 10:  Tabulka hodnot kontrol ELISA HEV IgG 

  

Pokud výsledky dosahují uvedených hodnot, je možné vyhodnocovat získané výsledky 

analýzy. V opačném případě je nutné provést kontrolou jednotlivých kroků a zjistit příčinu, a 

pokud to jde ji odstranit.  
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3.6.5 Výsledky a jejich interpretace 

Výsledky se vypočítávají za pomoci cut-off koeficientu (Co) z následujícího vzorce: 

Cut-off=průměr NK +0,350 

 

Výsledky se interpretují jako poměr vzorku OD 450nm (VZ) a hodnoty cut-off koeficientu 

(Co): VZ/Co podle vyhodnocovací tabulky- obr. č. 11 

 

VZ/Co Interpretace 

< 0,9 Negativní 

0,9-1,1 Hraniční 

>1,1 Pozitivní 

 

obr. č. 11: Vyhodnocovací tabulka ELISA HEV IgG 

 

Negativní výsledek dokazuje pouze nedetekovatelnou reaktivitu vůči viru HEV.                

U dubiózních výsledků musí být za 1-2 týdny odebrán a testován ještě jeden vzorek. Pozitivní 

nález potvrzuje infekci virem HEV.  

Interpretaci výsledků provádí kompetentní osoba. Všechny pozitivní výsledky by měly být 

konfirmovány dalším testem schopným detekovat  IgG protilátky.  

 

3.6.6 Limit detekce, diagnostická specifita a senzitivita 

Limit detekce byl určován pomocí referenčního standardu WHO pro HEV protilátku 

(NIBSC kód 95/584) a činí asi 2 UI/ml. 

Diagnostická specifita je definována jako pravděpodobnost, že vzorky bez přítomnosti 

analytu budou vyhodnoceny jako negativní. U tohoto testu při vyšetřování HEV negativních 

vzorků byla zjištěna specifita vyšší než 99,5%, u analýzy skupiny potenciálně interferenční-tj. s 

jiným infekčním onemocněním byla stanovena specifita 100%.  

Diagnostická senzitivita je pravděpodobnost, že vzorky se zjišťovaným analytem budou 

vyhodnoceny jako pozitivní. U souboru pozitivních vzorků byla zaznamenána senzitivita 100%.  

Přesnost CV je v rozmezí 5-15% při OD450nm.  

 

3.6.7 Omezení testu 

Falešně pozitivní výsledky byly pozorovány u méně než 1% vzorků normální populace. 

Také opakovaně zmrazované vzorky s fibrinovými částicemi nebo shluky mohou po rozmrazení 

vykazovat falešné výsledky. 
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4 VÝSLEDKY 

 

 V roce 2008 bylo ve Fakultní nemocnici v Hradci Králové vyšetřeno 55 vzorků, z toho 15 

jich bylo pozitivních. V roce 2009 bylo analyzováno 399 vzorků s 36 pozitivními nálezy, v roce 

2010  284 vzorků s 11 pozitivitami. V roce 2011 bylo zkoumáno 335 odebraných vzorků 

s podezřením na HEV infekci. Testováním se podezření potvrdilo u 43 vzorků. Podle 

následujících údajů lze potvrdit pozvolnou vzrůstající tendenci výskytu HEV viru v České 

republice.  Jako pozitivní nálezy jsou brány vzorky se serologicky prokázaným onemocněním 

hepatitidou E- tedy přítomností protilátek anti-HEV třídy IgM nebo IgG. V přiloženém grafu 

(obr. č. 12) jsou zjištěné informace přehledně znázorněny. 

 

 

obr. č. 12: Grafické znázornění vyšetřených vzorků s rozlišením pozitivních a negativních 

vzorků v letech 2008-2011 

 

 Z celkového počtu pozitivních vzorků bylo v roce 2008 zaznamenáno 6 nálezů u 3 

pacientů a 9 pozitivit u 5 pacientek. V následujícím roce 2009 se počty zvýšily. 18 pozitivních 

vzorků pocházelo od 13 pacientů, taktéž 18 vzorků od 12 pacientek. V roce 2010 došlo 

k mírnému poklesu HEV pozitivních nálezů. 8 pozitivních vzorků bylo odebráno 6 pacientům.  

U 3 pacientek bylo odebráno po jednom vzorku k analýze. V roce 2011 byl zaznamenán opět 

nárůst pozitivních výsledků - 25 vyšetřovaných vzorků pocházelo od 20 pacientů a 18 

vyšetřovaných odběrů od 15 pacientek. V přiloženém grafu (obr. 13) jsou tyto nálezy 

zaznamenány. 
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obr. č. 13: Grafické znázornění pozitivních pacientů v jednotlivých letech dle pohlaví 

 

 Z tohoto grafu je zřejmé, že převládají HEV pozitivní pacienti-muži. Pouze v roce 2008 

byla situace odlišná, zde počet žen převažoval nad počty mužů. Z důvodu poměrně nízkého 

počtu pozitivních pacientů však nemá tento údaj objektivní vypovídací schopnost. 

  Jako pozitivní výsledek byl opět brán vzorek se serologicky prokázanou přítomností    

anti- HEV protilátek. 

 

 

 V následujících grafech (obr. č. 14 a 15) jsou přehledně zaznamenány počty HEV 

pozitivních pacientů a pacientek ve sledovaných letech 2008-2011 dle věkových kategorií. 

Každá věková skupina zahrnuje pacienty v rozmezí pěti let. Výjimku tvoří děti a mládež do 15 

let, které byly zahrnuty do jediné kategorie. Ta byla zvolena na základě faktu, že do této skupiny 

nebyl zařazen ani jeden člen.  

 Při podrobném pohledu na přiložený graf je zřejmé, že během sledovaných let bylo 

onemocnění HEV diagnostikováno u pacientů ve věku od 25 do 84 let. Nejvíce HEV pozitivních 

pacientů bylo nalezeno ve věku 40-44 let. V analyzovaných vzorcích mladých pacientů ve věku 

do 24 let a starších obyvatel nad 85 let věku nebyla prokázána přítomnost anti-HEV protilátek. 
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obr. č. 14: Graf počtu HEV pozitivních mužů dle věku v letech 2008-2011 

 

 

 U žen bylo nejvíce pozitivních vzorků ve věkové kategorii od 60 do 64 let a na druhém 

místě jsou pacientky ve věku od 55 do 59 let. Naopak ve věkových skupinách do 15 let, 45-49 a 

70-74 let života nebyl nalezen žádný pozitivní vzorek.  

  

 

obr. č. 15: Graf počtu HEV pozitivních žen dle věku v letech 2008-2011 
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Rok 2008 

 

 Na základě studia získaných výsledků z roku 2008 byl vytvořen graf zaznamenávající 

průběh roku a měsíce, ve kterých byly odebrané vzorky pacientů vyhodnocené jako pozitivní. 

V tomto roce je zřetelně nejvíce pozitivních pacientů zachyceno v červnu, a to jak u mužů, tak i 

u žen.  

 

 

obr. č. 16: Pozitivní výsledky v jednotlivých měsících - rok 2008 

 

 Pro přehlednost jsou veškeré zjištěné pozitivní výsledky pacientů-mužů a žen vloženy do 

grafického znázornění. V každém grafu jsou přítomny dvě linie, první znázorňuje vyšetřované 

protilátky třídy IgM, druhá protilátky třídy IgG. Pokud byl pozitivní pacient odebírán vícekrát, je 

možné zaznamenat dynamiku tvorby protilátek a jejich hladinu. Pouze protilátky třídy IgM, 

svědčící o probíhající infekci, byly přítomné u 2 pacientů (hraniční hodnoty IgG protilátek 

ukazují na nástup jejich tvorby) a jedné pacientky. Pouze IgG protilátky byly nalezeny u 3 

pacientek, z toho 2 vykazovaly pouze hraniční hodnoty. Ke správné interpretaci grafu je nutné 

použít přiloženou legendu, která je pro všechna grafická znázornění tohoto typu totožná.  
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obr. č. 17: Protilátky anti-HEV u pacientů v roce 2008 

Legenda: 0 -negativní, 1 -hraniční, 2 -slabě pozitivní, 3 -pozitivní 

 

 

 

obr. č. 18: Protilátky anti-HEV u pacientek v roce 2008 

Legenda: 0 -negativní, 1 -hraniční, 2 -slabě pozitivní, 3 -pozitivní 
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Rok 2009 

 

V roce 2009 bylo odhaleno celkem 25 pacientů s probíhající nebo již proběhlou infekcí 

HEV. V následujícím obr. č. 19 je přehledně znázorněno, kolik pozitivních pacientů bylo 

odhaleno každý měsíc tohoto roku. Noví pacienti byli nalézáni v průběhu celého roku, nejméně 

však v zimních měsících. 

 

 

obr. č. 19: Pozitivní výsledky v jednotlivých měsících-rok 2009 

 

 

 V následujících grafech jsou vyjádřeny výsledky jednotlivých analýz pozitivních pacientů 

a pacientek. V roce 2009 byli zaznamenáni 3 pacienti a 1 pacientka pouze s pozitivním 

výsledkem anti-HEV Ab protilátek třídy IgM. Samotné protilátky třídy IgG byly nalezeny u 3 

pacientů a 7 pacientek. U ostatních pacientů se nachází různé kombinace obou tříd protilátek. 

Díky přehlednému znázornění je možné u pacientů s ordinovaným odběrem několika po sobě 

jdoucích vzorků pozorovat imunitní odpověď organismu na HEV infekci. Například u pacienta  

č. 13. 
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obr. č. 20: Protilátky anti-HEV u pacientů v roce 2009 

Legenda: 0 -negativní, 1 -hraniční, 2 -slabě pozitivní, 3 -pozitivní 

 

 

 

obr. č. 21: Protilátky anti-HEV u pacientek v roce 2009 

Legenda: 0 -negativní, 1 -hraniční, 2 -slabě pozitivní, 3 -pozitivní 
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Rok 2010 

 

 V roce 2010 je možné zaznamenat útlum HEV infekcí v porovnání s již uplynulým rokem 

2009. Ze všech analyzovaných vzorků bylo testováním prokázáno 9 pozitivních pacientů. Každý 

měsíc od února do června a v listopadu byl nalezen vždy jeden pacient, v září dva pacienti. U žen 

byly odhaleny dvě pozitivní pacientky již v lednu. Analýza potvrdila HEV pozitivitu ještě u 

jedné pacientky, a to v dubnu. Obr. č. 21 zachycuje výsledky analýz anti-HEV Ab tříd IgM a 

IgG. Přítomnost pouze IgM protilátek byla prokázána u 2 pacientů a 1 pacientky.  

 

 

obr. č. 22: Pozitivní výsledky v jednotlivých měsících-rok 2010 

 

 

obr. č. 23: Protilátky anti-HEV u pacientů a pacientek v roce 2010 

Legenda: 0 -negativní, 1 -hraniční, 2 -slabě pozitivní, 3 -pozitivní 
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Rok 2011 

 

 Rok 2011 se zapsal opětným nárůstem pozitivních vzorků oproti minulým letům. Každý 

měsíc tohoto roku přinesl alespoň jednoho pozitivního pacienta, výjimkou byl duben, kdy 

všechny testované vzorky byly negativní. Oproti tomu v září bylo nalezeno celkem 10 HEV 

pozitivních vzorků a v listopadu 6 pozitivních vzorků pocházejících jen od pacientů-mužů.  

 

 

obr. č. 24: Pozitivní výsledky v jednotlivých měsících-rok 2011 

 

 Přiložené grafy (obr. č. 25 a 26) znázorňují výsledky analýz vzorků pozitivních pacientů. 

Testováním obou tříd protilátek anti-HEV je možné vypozorovat přibližnou dobu infekce virem 

HEV. V roce 2011 vykazovalo 14 pacientů a 7 pacientek pozitivitu anti-HEV Ab třídy IgM, 

z čehož lze usoudit, že se jednalo o akutní formu s nedávným setkáním organismu s virem. 

Pouze protilátky třídy IgG mělo 6 pacientů a 9 pacientek, a proto lze usuzovat, že prodělaná 

infekce byla staršího data. U ostatních vyšetřených pacientů s prokázanými anti-HEV 

protilátkami obou tříd v různých hladinách byla prokázána fyziologicky probíhající imunitní 

odpověď.   

 

 

 

 

 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

Rok  2011- pozitivní výsledky analýz dle 
měsíců 

muži ženy 



46 

 

obr. č. 25: Protilátky anti-HEV u pacientů v roce 2011 

Legenda: 0 -negativní, 1 -hraniční, 2 -slabě pozitivní, 3 -pozitivní 

 

 

 

obr. č. 26: Protilátky anti-HEV u pacientek v roce 2011 

Legenda: 0 -negativní, 1 -hraniční, 2 -slabě pozitivní, 3 -pozitivní 
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5 DISKUZE 

 

 Při srovnání počtů pozitivních pacientů z Královéhradeckého kraje s celkovým počtem 

pozitivních pacientů z České republiky je zřejmé, že výsledky z FN HK z let 2008-2010  korelují 

s celorepublikovým trendem. Rok 2011 proběhl v celé České republice ve znamení zvýšení 

počtu HEV pozitivních pacientů, ovšem v Královéhradeckém kraji nedošlo k tak strmému 

nárůstu jako ve zbytku republiky.  

 

 

obr. č. 27: Graf srovnání počtu pozitivních pacientů v Královéhradeckém kraji a v ČR 

(Epidat 2008-2011) 

 

 

Pohlaví pacientů 

 Při celorepublikovém sledování (Epidat 2006-2011) je zřejmé, že přibližně 2/3 pacientů 

s HEV infekcí jsou muži a 1/3 ženy (procentuálně 69% muži, 31% žen).  

 Ve srovnání s Královéhradeckým krajem ve sledovaných letech 2008 2011 je možné 

potvrdit vyšší počty pacientů-mužů nad ženami, ale rozdíl není tak markantní. Pacientů bylo 

zaznamenáno 54% a pacientek 46%.  
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obr. č. 28: Srovnání HEV+ pacientů v ČR a v HK v uvedených letech dle pohlaví 

(Epidat 1996-2011) 

 

Věkové skupiny 

 

 

obr. č. 29: Porovnání HEV+ pacientů v ČR v letech 1996-2011 a v Královéhradeckém kraji 

v letech 2008-2011 podle věku 

(Epidat 1996-2011) 

 

  Přiložený graf znázorňuje věkové kategorie prokázaných HEV pozitivních pacientů. 

Modrá linie grafu patří všem pozitivním nálezům v Královéhradeckém kraji ve sledovaných 

letech. Nejvíce pacientů bylo nalézáno ve věkových skupinách 40-44 let a 60-64 let. Červená 

linie zahrnuje všechny pozitivní pacienty nalezené na území celé České republiky od roku 1996 
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do roku 2011, rovněž rozdělené podle věku. Dle grafu je však zřetelně vidět, že se 

vzrůstajícím věkem roste počet pozitivních případů s vrcholem mezi 55. až 59. rokem života. Od 

tohoto věku dochází nejprve k mírnému, poté k prudkému poklesu počtu HEV pozitivních 

pacientů, od věkové hranice 70-74 let. 

 

HEV pozitivní vzorky v průběhu roku 

 Ke srovnání s údaji z celé ČR a z Královéhradeckého kraje z let 2008-2011 byla opět 

použita data ze systému hlášení Epidat, kam jsou hlášené HEV pozitivní vzorky z celé České 

republiky z let 1996-2011 zahrnuty. (Epidat) Při srovnání všech dostupných informací a 

poznatků je také možné vysvětlit, proč jsou pozitivní výsledky nejčastěji nalézány v určitých 

měsících. Nejvyšší incidence pacientů Královéhradeckého kraje testovaných na anti-HEV 

protilátky je především v letních měsících a září, kdy během období prázdnin lidé cestují do 

turisticky velmi oblíbených přímořských států, zejména středomořských oblastí. Jelikož HEV 

infekce nesouvisí jen s cestováním, počty nákaz vzrůstají i z důvodu požití nedostatečně tepelně 

upraveného masa např. grilováním. S druhou vlnou cestování nejčastěji do exotických destinací 

mohou přicházet i další HEV pozitivní vzorky obyvatel ČR, a to především v podzimních a 

zimních měsících. Samozřejmě nelze opominout oblíbenost konzumace zabíjačkových produktů 

v této části roku. 

 Naproti tomu celkové počty z celé republiky poukazují na nejvyšší výskyt onemocnění 

hepatitidou E v zimních a jarních měsících, především z důvodu požití infikovaných masných 

produktů. 

 Samozřejmě výše uvedený výčet je pouze orientační, jelikož v dnešní době není pohyb 

obyvatel omezován a chovy vepřového nejsou běžně testovány na HEV infekci. Z těchto důvodů 

je možné HEV pozitivní vzorky nalézat celoročně.  
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obr. č. 30: Srovnání HEV+ pacientů v ČR v letech 1996-2011 a HK v letech 2008-2011 dle 

měsíce odběru 

(Epidat 1996- 2011) 

 

Způsob nákazy 

 Jelikož je HEV infekce epidemiologicky významné onemocnění, je vždy nutné u každého 

hlášeného případu vyšetřit příčinu nákazy. Z celorepublikových údajů (Epidat 1996-2011) je 

pouze 16% infekcí importovaných, 84% všech nákaz mělo příčinu nesouvisející s cestováním do 

endemických oblastí s výskytem převážně HEV genotypů 1 a 2. Zaznamenanými příčinami 

onemocnění tak jsou např. konzumace jitrnic a ostatních zabijačkových produktů, ryb, fíků, 

mletého masa a uzenin, masa z černé zvěře nebo i kopečkové zmrzliny, nedostatečný úklid WC 

aj. 

 Importované infekce pocházely z těchto zemí: Indie, Egypt, Francie, Bangladéš, 

Chorvatsko, Řecko, Bulharsko, Čína, Maďarsko, Německo, Nepál, Španělsko, Turecko, 

Ukrajina, Afghánistán, Itálie, Jižní Afrika, Nizozemsko, Thajsko a USA. Počty importovaných 

nákaz do ČR jsou každoročně přibližně stejné, vždy do 20 osob ročně. To ovšem nelze říct o 

autochtonních nákazách, jejichž počty rok od roku rostou a několikanásobně převyšují 

cestovatelské nákazy. 

 V Královéhradeckém kraji je situace obdobná jako v celé ČR. V následující tabulce jsou 

znázorněny počty HEV pozitivních pacientů hlášených Krajské hygienické stanici 

Královéhradeckého kraje s porovnáním s počty pozitivit zjištěných ve FN HK ve sledovaných 

letech. Počty se liší, protože na KHS HK jsou zaznamenány infekční stádia nemoci a některé 

případy byly vyšetřeny i v jiných laboratořích.  
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Rok FN HK KHS HK 

2008 8 4 

2009 25 13 

2010 9 3 

2011 35 13 

 

obr. č. 31: Tabulka počtů HEV+ pacientů 

(ústní sdělení MUDr. Josef Mlynář, CSc., Protiepidemické oddělení KHS HK) 

 

 V roce 2008 nebyl ani jeden hlášený případ pro KHS spjat s cestovatelskou anamnézou. 

Uváděny jsou konzumace tropického ovoce a zabijačkových produktů a zemědělské práce. 

 V roce 2009 byly díky hlášení zaznamenány 2 případy spojené s turismem, a to s 

návštěvou Řecka a Chorvatska. Příčinami onemocnění byla opět konzumace masových pokrmů 

nebo i práce plavčíka, při které mohlo dojít k nákaze stykem s kontaminovanou vodou. Také 

několik případů bylo odhaleno epidemiologickým šetřením příbuzných a přátel, u nichž se 

objevila inaparentní forma choroby.  

 V roce 2010 neměl žádný případ souvislost s cestováním. 

 V roce 2011 pocházela většina hlášení na KHS od pacientů, kteří zkonzumovali vepřové 

maso a vodu z nezajištěných zdrojů, manipulovali se syrovým masem a nevycestovali do 

zahraničí. Existují také případy nálezů v rámci předoperačních vyšetření či epidemiologických 

šetření rodin postižených HEV infekcí.  

 Ne vždy je však možné objasnit hlavní příčinu onemocnění. (ústní sdělení MUDr. Josef 

Mlynář, CSc., Protiepidemické oddělení KHS HK) 

 

 Z výše uvedeného vyplývá, že importovaná onemocnění tvoří menšinu všech HEV infekcí. 

Pro porovnání lze použít následující obr. č. 32, kdy v první části nalevo jsou rozděleny všechny 

hlášené HEV+ případy v České republice v letech 1996-2011 právě podle cestovatelské historie 

a nákazy přímo na území ČR, označené jako ostatní. Napravo jsou uvedeni pacienti hlášení na 

KHS HK ve sledovaných letech 2008-2011. 
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obr. č. 32: Srovnání kumulativního podílu HEV+ pacientů ČR 1996-2011 a KHS HK   

2008-2011 dle cestovatelské anamnézy 

(ústní sdělení MUDr. Josef Mlynář, CSc., Protiepidemické oddělení KHS HK;                    

Epidat 1996- 2011) 

 

 

 Pro názornost zaznamenaných možností přenosu HEV viru, výše označené jako ostatní, 

jsou přiloženy následující grafy. V první části jsou znázorněny všechny poskytnuté informace 

z celé České republiky z let 2000-2011 pocházející od 576 pacientů. Ve druhém, napravo ležícím 

grafu, jsou uvedeny příčiny infekce poskytnuté KHS HK od 31 pacientů ze sledovaných let 

2008-2011, které nesouvisejí s cestovatelskou anamnézou. 

 

 

obr. č. 33: Srovnání kumulativního podílu hlavních příčin nákazy HEV virem v ČR 

v letech 2000-2011 a údajů KHS HK v letech 2008-2011 

(ústní sdělení MUDr. Josef Mlynář, CSc., Protiepidemické oddělení KHS HK;                    

Epidat 2000- 2011) 
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6 ZÁVĚR 

 

- Z prezentovaných výsledků vyplývá, že počty onemocnění virem hepatitidy E představují 

v České republice i v Královéhradeckém kraji významné procento ze všech onemocnění 

virovými hepatitidami. Ve své práci jsem zjistila, že uvedenými sérologickými testy je 

možné potvrdit akutní onemocnění virovou hepatitidou E i prokázat IgG protilátky po 

prodělaném onemocnění.   

- Jako přínosné se jeví testování odebraných vzorků oběma ELISA metodami pro průkaz IgM 

a IgG protilátek ve třech po sobě jdoucích odběrech pro sledování imunitní odpovědi 

pacienta v návaznosti na klinický obraz. Protože se sérologická diagnostika virové 

hepatitidy E provádí teprve po dobu několika málo let, nelze přesně říci, zda IgG protilátky 

jsou po proběhlém onemocnění detekovatelné po celý život pacienta nebo po významně 

dlouhou nebo kratší dobu.  

- Při analýze nebyla u žádného pacienta prokázána duální infekce s jiným primárně 

hepatotropním virem. Proto u pacientů s klinickým podezřením na virovou hepatitidu a 

s negativními výsledky vyšetření na ostatní hepatitidy je z důvodu diferenciální diagnostiky 

nutné provést sérologické vyšetření také na infekci HEV. 

- Velmi důležité je znát pacientovu nejen cestovatelskou, ale hlavně profesionální a 

epidemiologickou anamnézu. Také u těhotných žen s klinickými příznaky onemocnění jater 

je nezbytné na možnost onemocnění HEV myslet a vyšetření anti-HEV protilátek 

neprodleně provést. I když bohužel ne vždy se podaří odhalit pravou příčinu onemocnění.  

- Srovnáváním se potvrdilo, že nejvíce rizikovou skupinou jsou muži středního věku. 

- Rovněž vyplynulo, že počty importovaných případů nedosahují předpokládaných počtů, ale 

naopak převládají autochtonní infekce. Tyto nálezy potvrzují literární údaje ze zemí Evropy 

a severní Ameriky. Je nutné si uvědomit, že některá zvířata chovaná jako domácí mazlíčci 

(zakrslá prasátka, apod.) mohou být též nepředpokládaným zdrojem infekce. 

- Z výše uvedené analýzy vyplývá, že HEV infekci nelze v žádném případě podceňovat. Lze 

předpokládat i nadále nárůst pozitivních vzorků v rámci celé České republiky, a z tohoto 

důvodu bude nutné věnovat HEV viru zvýšenou pozornost a zdravotní výchovu a prevenci 

zaměřit i na tuto infekci.  
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7 SEZNAM ZKRATEK 

 

Ab  - Antibody - protilátka 

ALT   - Alaninaminotransferáza 

AST  - Aspartátaminotransferáza 

DNA  - Deoxyribonucleic acid – deoxyribonukleová kyselina 

EIA   - Enzyme ImmunoAssay 

ELISA  - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

FN HK - Fakultní nemocnice v Hradci Králové 

GMD  - Glutamátdehydrogenáza 

HAV  - Hepatitis A virus 

HBV   - Hepatitis B virus 

HCV              - Hepatitis C virus 

HDV              - Hepatitis D virus 

HEV  - Hepatitis E virus 

HGV  - Hepatitis G virus 

KHS HK -Krajská hygienická stanice v Hradci Králové 

NRL  - Národní referenční laboratoř 

ORF  - Open reading frame - otevřený čtecí rámec 

PCR  - Polymerase chain reaction - polymerázová řetězová reakce 

RT-PCR - Reverse transkriptase polymerase chain reaction –      

polymerázová řetězová reakce s reverzní transkripcí 

RNA  - Ribonucleic acid – ribonukleová kyselina 

SZÚ  - Státní zdravotní ústav 

ÚKM  - Ústav klinické mikrobiologie 

WHO  - World health organization – Světová zdravotnická organizace 

 

 

 

 

 

 

 



55 

8 POUŽITÁ LITERATURA 

 

ČÁSTKOVÁ, J.: Hepatitidy“žloutenky“[online]. c2008, cit[2012-02-06]. dostupné z 

http://www.szu.cz/tema/prevence/hepatititdy-zloutenky 

 

DASTYCH, M., BREINEK, P. a kol.: Klinická biochemie, bakalářský obor Zdravotní laborant, 

Masarykova univerzita, Lékařská fakulta, Brno, 2008, str. 66, 67,  ISBN 798-80-210-4572-9 

 

ELSTEROVÁ,J.: Virus hepatitis E u prasat. Brno, 2010, 31 s. Bakalářská práce na 

Přírodovědecké fakultě Masarykovy univerzity na ústavu experimentální biologie a oddělení 

genetiky a molekulární genetiky. Vedoucí bakalářské práce prof. MVDr. Vladimír Celer, Ph.D. 

 

GREENWOOD, D., SLACK, R., PEUTHERER, J., BARER, M.: Medical mikrobiology, 

seventeenth edition ,  Churchill livingstone ,2007. str. 533, 534  

 

HUSA, P.: Virové hepatitidy. 1.vyd. Praha 5: Galén, 2005, str. 19, 58-60, 193 ISBN 80-7262-

304-4 

 

HUSA, P.: Infekční onemocnění. in Vnitřní lékařství 2. díl, vydání první, hlavní editor Miroslav 

Souček, Grada Publishing, Praha; Facta Medica, Brno; Masarykova univerzita, Brno, 2011, 11. 

kapitola, str.1178, 1120,1126, ISBN 978-80-247-2110-1, ISBN 978-80-904731-0-2, ISBN 978-

80-210-5418-9  

 

JAWETZ, MELNICK & ADELBERG’S, Medical mikrobiology, 25th Edition, international 

edition, 2010, str. 476, 477 

 

LENZ, J.: Hepatitis E- epidemiology, transmission and natural history. inHepatology, 2. Edition, 

Flying Publisher, 2010, Chapter 4. s. 31-35, cit[2012-02-16]. dostupné 

z http://www.hepatologytextbook.com/ 

 

 SHORS, T.: Understanding viruses , Jones and Bartlem publishers, 2009,  str. 477, 481,496,500 

 

VAŠÍČKOVÁ, P.: Výskyt viru hepatitidy E v biologických vzorcích prasete domácího a možné 

cesty kontaminace potravin. Brno, 2006, 47 s. Diplomová práce na Přírodovědecké fakultě 

Masarykovy univerzity na katedře obecné biologie. Vedoucí diplomové práce Doc. MVDr. Ivo 

Pavlík, CSc. 

 



56 

VAŠÍČKOVÁ, P., PSIKAL, I., KRÁLÍK, P., WIDEN, F., HUBÁLEK, Z., PAVLÍK, I.: 

Hepatitis E virus:a literature rewiev, Veterinarni medicina, 52, 2007(9):365-384 

 

VAŠÍČKOVÁ, P., SLANÝ, M., CHALUPA, P.: Fylogenetická analýza izolátů viru hepatitidy E 

od českých pacientů,in Programový sborník XI. česko-slovenského kongresu o infekčních 

nemocech, červen 2010, Praha, s.65, ISBN 978-80-254-7520-1 

 

VAŠÍČKOVÁ, P., PAVLÍK, I.: Zoonotický potenciál viru hepatitidy E,in Klinická 

mikrobiologie a infekční lékařství 2010, Brno, str.18-21 

 

Web: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=22099094 [2011-11-28] 

 

Web: www.who.int  [2011-11-28] 

 

Web: http://www.szu.cz/publikace/data/vybrane-infekcni-nemoci-v-cr-v-letech-1998-2007-

absolutne [2012-03-05] 

 

Web: http://www.sciencephoto.com/media/248873/view [2012-02-10] 

 

Web: http://pathmicro.med.sc.edu/virol/hepatitis-disease.htm [2012-02-10] 

 

Web: http://www.ystwt.com/watai_english/HEV.html [2012-03-01] 

 

Web: http://www.biochain.com/ [2012-03-05] 

 


