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1 UVOD

Laboratorni vySetfovaci metody slouzici k odhaleni onemocnéni virem hepatitidy E zacinaji
hrat v soucasné dob¢é nezanedbatelnou roli pii diferencidlni diagnostice akutnich hepatitid
virového pivodu. Virus hepatitidy E (HEV) patfi mezi primarné hepatotropni viry. Do této
skupiny spadaji viry hepatitidy A, B, C, D, G a jiz zminény HEV virus. Ackoli viry hepatitid
zpusobuji podobné onemocnéni, jsou diametrdlné¢ jiné a variantni diky svému odliSnému
evolu¢nimu vyvoji.

Virus hepatitidy A (HAV) je taxonomicky zarazen do ¢eledi Picornaviridae. Virus hepatitidy
A vykazuje vysokou podobnost viru hepatitidy E. Oba jsou pfenosné fekalng-oralnim zpiisobem
s relativné kratkou inkubaéni dobou do 60 dntl, vyvolavaji akutni onemocnéni nepiechézejici do
chronicity a jedna se o neobalené pozitivni jednovlaknové RNA viry. Genetickd informace vird
hepatitidy C (HCV) a G (HGV) je ulozena rovnéz v jednom pozitivnim vlakné¢ RNA. Pro HCV
je ale charakteristické obaleni virionu jest¢ vné&jSim obalem. Oba jsou zafazeny do celedi
Flaviviridae a ptedpokladana inkuba¢ni doba se pohybuje mezi 15 -180 dny. Virus vyvolavajici
hepatitidu B je naprosto odlisny od HEV. Jedna se o obaleny DNA virus ¢eledi Hepadnaviridae,
jehoz soucésti je i enzym reverzni transkriptaza. Choroba neziidka ptechazi do chronicity.
Hepatitidu D zptsobuje delta agens (HDV), které je sloZzeno z defektniho RNA viru, a zafazenim
patii do celedi Deltaviridae. K plnému propuknuti onemocnéni je zapotiebi souc¢asna piitomnost
viru HBV, bez n¢hoZz neni HDV schopen pfenosu a mnoZeni. V praxi existuji dvé moZnosti
nakazy. Koinfekce HBV a HDV, tj. ndkaza obéma viry ve stejnou dobu, a superinfekce HDV u
jiz probihajici chronické hepatitidy B. Inkubaéni doba hepatitidy D je diky nutnosti pfitomnosti
HBYV uvéadéna v rozmezi 30-180 dni charakteristickych pro HBV, ale jesté nebyla jednoznacné
stanovena. (Husa, 2011) Pro viry hepatitid B, C, D, G jsou rovnéz spolecné cesty pienosu:
parenteralni, sexualni a vertikalni. (Husa, 2005; VaSickova, 2006)

Jelikoz kazdy virus zplisobuje vlastni onemocnéni, nelze fici, Ze by infekce jednim
ochranovala pfed ndkazou dal§imi hepatotropnimi viry, a proto ve velmi vzacnych piipadech lze
zaznamenat soucasné onemocnéni dvéma nebo 1 tiemi rozdilnymi typy virovych hepatitid.

(Castkova, 2008)



1.1 Historie

V pocatcich moderniho vyzkumu virové hepatitidy byla nejprve identifikovana dvé
epidemiologicky a etiologicky odlisnd onemocnéni. V roce 1947 MacCallum oznacil infekéni
formu jako hepatitidu A, sérovou formu jako hepatitidu B. Moznost specifického prikazu
hepatitidy B je datovana k roku 1965, kdy Blumberg objevil povrchovy antigen HBsAg. Pomoci
imunoelektronové mikroskopie byl v roce 1973 vizualizovan Feinstonem virus hepatitidy A.
Vsechny ostatni nespecifikované hepatotropni viry byly zatfazeny do skupiny nazvané non-A
non-B hepatitidy. Rizetto udélal v roce 1977 vyznamny objev. U skupiny nemocnych chronickou
formou hepatitidy B objevil za pomoci imunofluorescence zvlastni Utvary v jadrech hepatocyta,
které byly chapany jako novy projev HBV infekce. Pro tento nalez se vZilo oznaceni delta agens.
Dalsim zkoumanim byl identifikovan jako virus hepatitidy D. Rok 1989 se zapsal do d¢jin
objevem viru hepatitidy C. Houghton provedl na tehdejsi dobu ojedinélé klonovani, které vedlo
k zavratnému prikazu HCV. N¢kolikrat v historii byl uveden i virus hepatitidy F, ktery byl ale
po podrobnéjs$im priazkumu vyjmut ze seznamu, jelikoz se vzdy jednalo o mutantni ¢i variantni
formu jiz znamych vir. V roce 1995 byl ptidan prozatim posledni primarné hepatotropni virus,
a tim je HGV. Vzorek k vyzkumu byl ziskan ze séra amerického chirurga G.B., ktery v roce
1967 onemocnél do té¢ doby neznamou akutni hepatitidou. Lze ptedpokladat, Ze existuji 1 dalsi
virova agens, provizorn¢ zafazena do non-A-G skupiny, ktera po svém objeveni rozsifi abecedu

virovych hepatitid. (Husa, 2005)

1.1.1 Objev HEV

Prvni dokumentovany retrospektivné rozpoznany piipad infekce virem hepatitidy E (HEV)
byl zaznamenan v roce 1955 v Novém Dilli v Indii, kdy se endemicky vyskytla epidemie do té
doby blize nespecifikované hepatitidy. Onemocnélo na 29 000 obyvatel, jednalo se o pienos
infekce kontaminovanou méstskou pitnou vodou.(Jawetz et al, 2010) Puvodné se myslelo, ze
pfi¢inou infekce je virus hepatitidy A. Dodatecnd sérologicka vySetfeni vSak neprokazala
pritomnost protilatek anti-HAV. Jelikoz v té dobé bylo velmi t€zké ucit hlavni pficinu zanétu
jater, byl 1 tento virus, jako hlavni pfi¢ina onemocnéni, zafazen do skupiny non-A non-B
hepatitid. Az v roce 1983 byl virus poprvé popsan pomoci elektronové mikroskopie. Tehdy byl
pouzit k vySetieni vzorek stolice dobrovolnika perordlné nakazeného extrakty vykala
z ptedpokladanych vyskyti non-A non-B hepatitidy. Tak se také prokazal mezilidsky pienos
puvodce choroby. V roce 1990 potvrdil podezieni Bradley, ze krom¢ HAV existuje 1 dalsi
fekalng-oraln¢ pfenosny virus hepatitidy, tedy HEV. V témzZe roce byl genom viru hepatitidy E



naklonovan a nasledné cely osekvenovan. Tim byla dovrSena identifikace tohoto viru. Vyskyt
pfipadi infekce HEV v primyslovych statech vedl k dalsimu hledani pfiiny pfenosu tohoto
viru. V roce 1997 byl prokazan a fylogeneticky charakterizovan HEV pochazejici od prasat
domécich, nasledné také od dalSich zivoc¢isnych druhi. (Husa, 2005; Vasickova a Pavlik, 2010)

1.2 Klasifikace

Podle své struktury a genomu byl v pocatcich vyzkumu taxonomicky zafazen do Celedi
Caliciviridae, které pfipomina. RovnéZz s virem rubeoly a togaviry jej spojuje silna podobnost.
V soucasnosti je HEV klasifikovan jako rod Hepevirus, jediny ¢len ¢eledi Hepeviridae.(Jawetz
et al, 2010)

e Y » ) .d3
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o #SCENCEPNONQLIBRARY
Obr. ¢. 1: Virus hepatitidy E- snimek byl porizen pomoci elektronového mikroskopu

(‘http://www.sciencephoto.com/media/248873/view/)
1.3 Stavba a struktura viru

Virus hepatitidy E je sféricka, 27-30 nm velka virova Castice, s kubicky symetrickou
kapsidou tvofenou 60 kopiemi jediného proteinu. Patfi mezi neobalené RNA viry. Genom
obsahuje jediny nesegmentovany fetézec RNA s pozitivni polaritou, na 3’konci
s polyadenylovym tsekem dlouhym piiblizn& 150-200 nukleotidd, na 5 'konci je modifikovan m’

G cepickou. Velikost celého virového genomu ¢itd 7 200 bazi.
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1.3.1 Genom HEV

Vldkno RNA od 5’konce je nejprve tvoieno nekddujici oblasti o velikosti 27-35 nukleotida.
Nasleduje kodujici ¢ast genomu slozena ze tii otevienych, ¢astecné se piekryvajicich ¢tecich
ramci. ORF-1 se vyznacuje délkou 5 079 nukleotidi davajici za vznik nestrukturalnim
proteinim, které jsou zodpovédné za replikaci. Tato ¢ast genomu po piekladu genetické
informace dava za vznik enzymu jako napf. cysteinproteaza, methylentransferaza, RNA helikaza
a RNA dependentni RNA polymeraza. ORF-2, veliky 1980 nukleotidli, méa geny kodujici
strukturalni proteiny kapsidy. Dava tak za vznik 660 aminokyselinam. Kapsidovy protein je
Vv zavérecné fazi posttranslacnich modifikaci glykosilovan. ORF-2 se nepiekryva s ORF-1 a je
umistén na 3’konci genomu. ORF-3 za¢ina na konci ORF-1 a koduje malé fosfoproteiny zatim
nezndmé funkce. Také jsou jiz identifikovany protilatky proti jejich genomovym epitopim. Po
ORFs nasleduje na 3’konci opét nekodujici usek dlouhy 65-74 nukleotidii a jiz zminéna

modifikovana ¢epicka. (Shors et al, 2009; http://www.who.int/; Vasickova a Pavlik, 2010)

1.3.2 Replikace viru hepatitidy E

Predpoklada se, ze virus hepatitidy E se replikuje vyhradné v cytoplazmé bunck, priméarné
Vv hepatocytech, a po transportu viriont se zluci do stfev i v burnikach stfevni mukoézy.(Vasickova
a spol., 2007) Zde je nejprve pozitivni jednovlakno RNA pievedeno na negativni fetézec slouzici
jako templat pro replikaci. Produktem tohoto nestrukturdlniho proteinu je RNA-dependentni
RNA polymeraza, kterd ma zfejmé vliv na vzniku jak templatu, tak i pozitivniho vlakna.
Polymerazu lze zachytit pouze na zacatku replikace. Translaci pravdépodobné iniciuje Cepicka.

Obaleni kapsidou a exkrece viriontli nejsou prozatim objasnény.(Vasickova, 2006)

1.3.3 Genotypy rodu Hepevirus

Dle porovnavani dostupnych sekvenci HEV a jejich fylogenetické analyzy je virus
charakterizovan jednim sérotypem, ale Ctyfmi sav€imi genotypy 1, 2, 3, 4 a pfipadné jednim
ptac¢im genotypem. Homologie mezi zastupci jednotlivych genotypii by neméla byt nizsi nez
81%. (Vasickova a spol., 2007) Podrobnym zkoumanim lze sav¢i genotypy rozdélit celkoveé do
24 podskupin. Genotyp 1 se sklada z 5 podskupin (1a, 1b, 1c, 1d, 1e), genotyp 2 ze 2 podskupin
(2a a 2b). Genotyp 3 je rozdélen do 10 podskupin (3a az 3j), genotyp 4 do 7 podskupin ( 4a az
49). V ramci jedné podskupiny se homologie pohybuje mezi 85-90%.

Rovnéz byla objevena i RNA HEV u kralikdi v Ciné. Zkoumana genetickd informace byla
natolik jedine¢nd, Ze nemohla byt zatfazena do z4dné z vySe uvedenych skupin, a mize tak tvofit

dalsi genotyp. Ptaci genotyp se vyrazné odliSuje od sav€ich, a proto zde existuje i moznost
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vzniku samostatného nového rodu. Do této doby také nebyl zaznamenan zadny piipad pfenosu

infekce tohoto genotypu HEV na ¢lovéka. (Vasickova a Pavlik, 2010)

1.3.3.1 Genotypy 1 a 2

Genotypy 1 a 2 infikuji pouze lidi a maji na svédomi nejen velké epidemie, ale i ojedin¢lé
ptipady onemocnéni v rozvojovych zemich s nizkou hygienickou urovni. Nejcastéji postizeni
infekei jsou lidé ve véku od 15 do 40 let, kdy mortalita nemocnych se pohybuje okolo 1%.
V ptipad€ ndkazy gravidnich Zen ve tfetim trimestru se umrtnost zvySuje az na 20% v disledku
castého prechodu onemocnéni do syndromu fulminantniho selhani jater. Tento stav je s nejvetsi
pravdépodobnosti zplsoben podobnosti virovych a fetidlnich antigend. Béhem tc¢hotenstvi
dochazi fyziologicky k imunosupresi, aby mohl imunitni systém matky tolerovat antigeny ditéte.
(Husa, 2005) Virus HEV se muzZe pienaset vertikilné na plod, a to i intrauterinng,
pravdépodobné ascendentné. Rovnéz pravdépodobnost potratu, porodu mrtvého plodu nebo
narozeni ditéte s kongenitalni hepatitidou E je vysoka. (Husa, 2011) TaktéZ po transplantacich
organii a nasledné infekci jsou zaznamendny piipady akutniho selhdni jater. U pacient

S poskozenim jater je Castéj$i i té€zky pribéh onemocnéni. Infekce neptechazi do chronicity.

1.3.3.2 Genotypy 3 a 4

Genotypy 3 a 4 zptsobuji pfedevSim infekce nejen lidi, ale i riznych zivociSnych druhi,
jako napf. prasat, skotu, ovci, koz, kralikl, lesni zvéte, hlodavch apod. Onemocnéni je uvadéno
nejcastéji u osob nad 60 let ve€ku. Zplsobuji ojediné€lé infekce v rozvojovych i1 rozvinutych
zemich. Mortalita je wuvadéna az na 5-10%. (Greenwood et al, 2007;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=22099094; Husa, 2005) Velice vzacné jsou piipady
pfechodu HEV infekce do chronické formy, kterd byla zaznamenana u dvou pacienti po
transplantaci jater z Nizozemi. Jednalo se o infekci genotypem 3. K tomuto stavu doslo ziejmé
diky imunosupresivni 1écbé potlacujici fyziologickou imunitni odpovéd’ organismu. (Elsterova,

2010; Lenz, 2010)

1.4 Geografické rozloZeni jednotlivych genotypu

Velmi obecné lze fici, Ze virus hepatitidy E se vyskytuje v rozvojovych statech,
v rovnikovych oblastech a zemich s horkym klimatem. Casté jsou i piipady vypuknuti infekce v
uzemich suzovanych obdobimi de$th a monzuny, jelikoz mize dojit k pferuSeni dodavek pitné

vody a sniZeni hygienickych podminek. Pokud bychom chtéli vyjmenovat nejpostiZzenéjsi oblasti
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svéta bez ohledu na rozliSeni jednotlivych genotypti, vznikl by tento soupis: jihovychodni Asie,
severni a stfedni Afrika, Indie a stfedni Amerika.

Vyskyt jednotlivych virovych genotypit HEV je v drtivé vétSiné piipadt spjat se
specifickymi regionalnimi oblastmi sv¢ta.

Genotyp 1 se nejcasteji vyskytuje v africkych statech okolo Stfedozemniho mote jako, napf.
v Maroku, Tunisu, Alzirsku. Taktéz asijské zemé¢, napt. Barma, Cina, Pakistan, Uzbekistan
Kyrgyzstan a Thajsko, patfi mezi rizikové oblasti. Genotyp 2 je nalézan piedev$im v Mexiku.
Oba dva virové genotypy nejsou ojedin€lé ani v uprchlickych taborech ve statech zasazenych
obCanskymi nepokoji a u pracovnikii humanitarnich organizaci. Genotyp 3,
charakterizovany ojedin€lymi vyskyty infekci v rozvinutych zemich, je spojeny s témito staty:
USA, Kanada, Argentina, Chile, Japonsko, Thajsko, Ceska Republika, Mad’arsko, Némecko,
Rakousko, Spanélsko, Francie, Italie, Recko. Genotyp 4 je typicky pro Cinu. Sporadické nalezy
ovSem ukazuji, ze tento typ je mozné nalézt i v Japonsku, Indonésii a Indii. (Vasi¢kova a Pavlik,

2010)
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Obr. ¢. 2: Mapa svéta geografického vyskytu hepatitidy E
(http://www.who.int/)

Virus hepatitidy E je nekultivovatelny v bunéénych kulturach a je odolny viéi zevnimu
prostiedi. Nevyhodou vSech studii je zjiStovani pifitomnosti virové RNA a nikoliv infek¢nich
virovych ¢astic. Je prokazéano, ze pii zpracovani infikovanych potravin urcenych ke konzumaci
nepostacuje teplota 56°C po dobu jedné hodiny k tomu, aby byl virus inaktivovan. Pokud se jako

uprava potraviny pouzije smazeni pti 191°C, to znamend, Ze vnitini teplota je 71°C, je virus
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inaktivovan béhem 5 minut. (Vasickovd a Pavlik, 2010) Virus HEV lze degradovat
proteolytickymi enzymy, na které je citlivy. Jelikoz je prokdzané ptezivani viru v travicim traktu,

Ize tici, ze HEV virus je relativné odolny na kyseliny a slabé zasady. (http://www.who.int/)

1.5 Epidemiologie a pienos

1.5.1 Zpisob pi‘enosu genotypi 1 a 2

Virus hepatitidy E je pfendSen fekalné- oralni cestou. U genotypii 1 a 2 se jedna piedevsim o
nakazu vyvolanou pozitim kontaminovanych potravin a pitné vody. Pfi¢inou zneciSténi je
sniZzeni hygienickych podminek nebo navykli. Mize se jednat o chybné zaziti zikladnich
hygienickych postupli nebo nemoznosti jejich uplatnéni. Tato situace nastava predevSim pfii
nedostatku zdravotné nezdvadné pitné vody, kterou i v soucasném svété nemize fada zemi
zajistit svym obyvatelim, at’ uz v disledku pfirodnich pohrom a katastrof, tak i nedostatecnou
zasobovaci siti vodnich tokl a studni. Tato situace nastavd predev$im v rozvojovych statech
svéta. Odtud jsou také zaznamenavany endemickd ohniska infekce HEV virem, kterd na zakladé

tam¢jSich podminek mohou postihnout rizné¢ velké skupiny lidi.

V pfilozené tabulce jsou uvedeny nejvétsi lidské epidemie zpisobené virem hepatitidy E.

Rok Misto Pocet pripadu
1955-56 Nové Dilli 30 000
1976-77 Barma 20 000

1978 Kasmir, Indie 52 000
1986-88 Cina 120 000
1988-89 Somalsko 11 000
1988-89 Mexiko 4 000

1991 Indie 79 000

2004 Cad 1442

2004 Sudén 6 861

2011 Bangladés, Dhaka, Tangail mensi epidemie

Obr. €. 3: Tabulka znazornujici zaznamenané epidemie HEV ve svété v letech 1955-2011

(http://www.who.int/)
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Stale Castéji jsou zaznamendvany piipady onemocnéni i ve Velké Britanii, USA, Japonsku,

zejména u osob po navratu z dovolené z endemickych oblasti.

1.5.2 PFenos genotypu 3 a 4

Tyto genotypy viru HEV jsou spjaty s pfitomnosti u zvifat, ktera se tak mohou stat
rezervoarem viru a tedy zdrojem jeho Sifeni. Za rizikovou skupinu lze oznacit nejen domaéci
hospodatska zvitata, jiZ zminénd prasata (95%), hovézi dobytek, ovce a kozy, ale také lesni zvéf,
jmenovité danci, divoka prasata, srnky a jeleni. Pfenase¢i ovSem mohou byt i hlodavci, psi, ryby
a mekkysi. (Vasickova a Pavlik, 2010)

Sérologické studie odhalily ptitomnost protilatek anti-HEV u tady zvifecich druhd. Samotna
pfitomnost protilatek vSak mize byt ddna kontaktem s HEV nebo jen antigenné piibuznym
agens. Vlastni RNA HEV byla popsana jen u n¢kolika druhli: divokych a domécich prasat,
jelent sika, promyk a u kralikti. V holandské a belgické studii byly vysetfovany vzorky stolice
vepii pomoci moderni molekularné-genetické vySetfovaci metody, polymerdzové ftetézové
reakce (PCR), a vysledky byly ne¢ekané. PCR s reverzni transkripci (RT-PCR) odhalila, Ze virus
byl ptitomen u 7-15% vysetiovanych vzorki. Epizootologické studie ve Spanélsku hlasi 37,7%
pozitivitu u domacich prasat. Existuji rovnéz i jiné studie, jejichz zavéry jsou velmi Sokujici.
Uvadgji, ze az 90% vysetienych vzorki obsahuje RNA HEV. U zkoumanych skupin divokych
prasat je pozitivita nalezu nizsi, napt. 25% v Italii, 19,6% ve Spanélsku, 5,3% v Némecku.

(Vasickova a Pavlik, 2010)

1.5.3 Analyza p¥itomnosti HEV viru u zvifat v CR

Také v Ceské Republice byl na zékladé alarmujicich vysledkii zahraniénich studii proveden
prizkum pod vedenim prof. Pavlika (2010). Pomoci nested PCR s reverzni transkripci byla
vySetiovana jaterni tkan 76 jateCnich prasat. Pozitivni byl 1 kus, tj. 1,3%. Jelikoz je nejCastéji je
infekce nachazena u 2-4 mési¢nich selat, bylo v dalsim kole vyzkumu podrobeno testovani 32
selat o stafi 8-12 tydnl. Pfitomnost virové genetické informace byla u 12 zvitat, tj. 37,5%.
V ramci zkoumani bylo vystaveno zkouskam také 49 divokych prasat s odhalenim 4 HEV RNA
pozitivnich kust (8,7%). Dafici a mufloni jsou uvadéni jako HEV negativni, zatim z dtvodu
nepublikovatelnych (nepublikovanych???) udajt.

Veskeré zviteci infekce probihaji asymptomaticky. V rdmci experimentu infekce u prasat
bylo zji§téno, Ze virus 1ze nalézt v buiikach tenkého streva, lymfatickych uzlin, ???tenkého stfeva
a jater. Experimentalné byl prokazan ptenos viru hepatitidy E i na Simpanze. U genotypu 4 jsou

rovnéZ popsany pripady infekei selat s horeCkou spojené i s vylu€ovanim viru do okoli.
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Lze tici, ze pravdépodobné existuje vice cest pfenosu viru. Jako zasadni se jevi moznost
nakazy prostfednictvim infikovaného syrového ¢i nedostatecné tepelné upraveného masa, jater,
Cerstvé krve a Casti zazivaciho traktu zvifete. Nelze opomenout kontaminaci masa nespravnou
manipulaci a piipravou. U téchto genotypu je mozny pienos z 0S0by na osobu. (Vasickova a

Pavlik, 2010; Vasickova, 2006)

1.5.4 Vliv zoonotického potencialu HEV na pracovniky

V dnesni dobé se jiz objevuji pfipady profesionalni nakazy. Diky pfitomnosti vird ve
zvitecich rezervoarech jsou ohrozeni predevSim farmaii chovajici skot a prasata, zemédélci,
veterinafi a pracovnici kafilérii. I proto je zaznamenan vzestup poctu ptipadd u osob bez cestovni
anamnézy v rozvinutych stitech Evropy. NakaZzenymi jedinci byvaji pfedevSim star§i muzi.

Prabéeh infekce byva casto asymptomaticky. (Vasickova a Pavlik, 2010)

Bylo provedeno také nékolik studii, které zkoumaji pfitomnost protilatek proti HEV u
pracovnikl se zvifaty. Meng a kol. zjiStovali pfitomnost anti-HEV protilatek u 465 veterinart.
Ptiblizné 27% vykazovalo pozitivni vysledky. Kontrolni skupinou byla skupinka osob bez
intenzivniho kontaktu s prasaty. I zde vsak bylo 17% vysledki anti-HEV pozitivnich. Podobnou
studii vedl i Drobeniuc a kol., ktery zaznamenal pfitomnost protilatek u skupiny chovatelt
v 51% piipadi. RovnéZ i on své dosazené vysledky porovnal s kontrolni skupinou, kterd
prokazovala 25% pozitivitu.

Na zékladé téchto studii Svétova zdravotnicka organizace zahrnula vSechny pracovniky, ktefi
jsou v uzkém kontaktu s prasaty, skotem, ovcemi, kozami a nehumannimi primaty, do rizikovych

skupin pfenosu HEV.(Vasi¢kova a Pavlik, 2010)
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1.6 Vyskyt HEV v CR

V Ceské Republice je vyskyt virové hepatitidy E spjat piedeviim s cestovatelskou

anamnézou, podobné¢ jako v jinych rozvinutych statech.

Rok Pocet pripadi
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. & 4: Tabulka poétu ohlasenych pozitivit HEV v CR v jednotlivych letech
(Husa, 2005; Vasi¢kova a Pavlik, 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 nas zaznamendno 59 piipadl akutni hepatitidy E.
S cestovanim je spojeno 15 piipadi, a to do nasledujicich zemi: Indie, Afghanistan, Arménie,
Bulharsko, Nepél, Recko, Rusko a byvald Jugoslavie. Podle oficialnich udajii Statniho
zdravotniho tstavu (SZU) poéty piipadi HEV infekce stile stoupaji. Piicinou je
nejpravdépodobnéji otevieni hranic CR, a s tim spojené ¢ast&jsi cestovani obyvatel do rizikovych
oblasti. DalSi nezanedbatelnou rizikovou skutecnosti je pfiliv novych pracovnich sil
Z rozvojovych statll Asie, a neziidka se Ceska republika stavé i cilem uprchlikii z rozvojovych

zemi. (Husa, 2005; Vasickova a Pavlik, 2010)
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U nékterych hlasenych ptipadt pozitivnich nalezii bez cestovni anamnézy je mozna
ptitomnost falesné pozitivnich vysledki v disledku malé specifity nekterych diagnostickych

testll na vysetieni anti-HEV protilatek. (Vasickova a Pavlik, 2010)

Rovnéz je znam i pfipad malé epidemie mezi pfibuznymi a ptateli. Ta probéhla na pielomu
let 2002 a 2003 v Brn¢. (Husa, 2005) S velikou pravdépodobnosti se jednalo o infekci HEV

virem genotypu 3 z nedostate¢n¢ tepelné€ upraveného masa.

Taktéz se beéhem vySetfovani objevily piipady pfitomnosti protilatek proti HEV, i
s konfirmaci v NRL pro virové hepatitidy SZU v Praze, bez piitomnosti cestovatelské historie,

klinickych a biochemickych ptiznaki akutni hepatitidy. (Vasickova a Pavlik, 2010)

1.6.1 Fylogenetick analyza HEV v CR

Vasickova a kol. (2010) fylogeneticky analyzovala HEV pozitivni sérologické vzorky
ziskané od cCeskych pacienti. HEV virus byl vyluéovan u 5 z 8 vzorkd. Pomoci sekvencni
analyzy bylo objeveno, Ze vSechny zkoumané izolaty patii ke genotypu 3, subtyptim 3 e, f, g.
Doplnénim laboratornich vysledkdi anamnestickymi Gdaji bylo prokézano, Ze ob&ané CR se
nakazili v Evropé. Dokonce diky 100% homologii 2 vzorka byl prokazan stejny zdroj infekce.
(Vasickova a kol., 2010)

1.7 Klinické projevy onemocnéni

Zpusob pienosu a piiznaky doprovazejici hepatitidu E jsou podobné infekci virem hepatitidy
pacientil zptisobuje vleklé koagulopatie a cholestazu. (Lenz, 2010)

Inkubacni doba hepatitidy E je 3-9 tydni, primérné se vSak hovoti o rozvinuti choroby do 40
dni po nakaze.

Hlavnim typickym ptiznakem hepatitidy je zaZloutnuti klize a sklér. Zanét jater vyvolany
viry zpusobuje hepatalni zloutenku charakterizovanou poSkozenim hepatocytu, ktery ztraci
schopnost konjugovat bilirubin. Nekonjugovany bilirubin se hromadi v krvi, konjugovany
bilirubin se rovnéz ¢astecné vraci zpét do krve. Konjugovany bilirubin je rozpustny ve vodé, a
proto prechazi do moce. Mezi dal$i projevy choroby souvisejici s patologii jater patii
nechutenstvi, teplota, bolest bficha, nevolnost, zvraceni. Rovnéz 1ze zaznamenat ztmavnuti moce

a zesvétleni stolice. (Dastych a kol., 2008)
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1.7.1 Pribéh infekce

Preiktericka faze byva v 1. - 10. dnu po infekci. Svym priibéhem se fadi k stfedné tézké
hepatitidé¢ s ptiznaky chiipky.
Iktericka faze se objevuje v 15. - 40. dnu po nakazeni organismu.
Vylucovani viru mize byt detekovano za 3-4 tydny po infikovani a trva asi 2 tydny.

Vétsina klinickych ptiznaki byva u osob vékové skupiny v rozmezi 15-40 let. U déti je
zaznamenavan mirn¢jsi aniktericky prabéh. Dikaz o poSkozeni jater mize byt nalezen az po 3

mésicich.(Greenwood et al, 2007)

1.8 Prevence
Nez samotnd 1écba jiz vzniklého a rozvinutého onemocnéni, je vzdy lepsi aktivni aplikace
ucinnych preventivnich postupti. Podle zndmého hlavniho principu pfenosu nakazy lze sestavit

zakladni seznam pravidel.

1.8.1 Prevence pi'enosu genotypii 1 a 2

Jelikoz tyto dva genotypy se vyskytuji pfedevSim v endemickych oblastech, je nutné
pfijmout hygienickd opatfeni pfi turistické navstéveé rizikovych oblasti. Jednd se predevSim o
vyhnuti se konzumace vody z nezndmych zdroju, nepouzivani ledu do napojt, zédkaz konzumace
neloupaného ovoce, tepelné neupravené zeleniny, syrovych ryb a motskych plodi. Také neni
vhodné koupani v blizkosti Usti kanalizace nebo Cistiren odpadnich vod. Pfi dodrZzovani téchto

doporuceni je mozné se zcela infekci vyhnout.

1.8.2 Prevence pi'enosu genotypii 3 a 4

U téchto dvou genotypt je charakteristicky pfenos na lidi ze zvitecich rezervoart. Z tohoto
divodu je mozné se i v nasich podminkach infikovat HEV virem i bez cestovatelské historie.
Prvnim neodmyslitelnym aspektem je dodrZzovani hygienickych pravidel pfi zpracovani masa a
vnitinosti. Pfedchéazet infekci lze 1 jejich dostatecnou tepelnou tpravou. RovnéZz nezanedbatelna

je sanitace vodnich zdroj a zeméd¢€lskych provozu.

Specificka prevence charakterizovand pfitomnosti a aplikaci vakcinace v sou€asnosti dosud

neni k dispozici. Vytvofeni G¢inné ockovaci latky je cilem mnoha vyzkumnych praci.
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1.9. Lécba hepatitidy E

V Ceské Republice je povinna hospitalizace viech pacientt s akutnimi virovymi hepatitidami
a 0sob spodezienim na onemocnéni témito chorobami. Z epidemiologického hlediska je
hospitalizace na infek¢nich oddélenich sporna. Nejvétsi infekciozita hepatitid A a E je na konci
inkubacni doby. Po n€kolika dnech klinickych projevii choroby nakazlivost prudce klesa, a proto
byva hospitalizovany pacient malo infekcni. V dneSni dob¢ neexistuje specificky terapeuticky
postup. Ani léCebné podavani imunoglobulinii se nepouziva. Veskerd terapie jiz vzniklého
onemocnéni spoc¢iva pouze V odstranéni pfiznaka infekce. BéZznou praxi je podéavani infuzi
glukozy s vitaminy B, C popf. 1 K a roztoky aminokyselin. Nej€ast&ji pozivana hepatoprotektiva
jsou rostlinného piivodu. Pacientim jsou podavany esencidlni fosfolipidy a silymarin.
Z chemickych 1é¢iv jsou nejcastéji pfedepisovany kyselina thioktova a ademethionin.

Pti akutni hepatitidé pacient trpi nechutenstvim, a proto je nejvhodnéjsi je strava, ve které
jsou tuky nahrazeny cukry. Je zakézdno pozivani alkoholu. RovnéZz je snaha o vyfazeni

hepatotoxickych 1éka z medikace.

Jako nezbytné se jevi dodrzovani télesného a dusevniho klidu.(Husa, 2005)

1.10 Imunitni odpovéd’ organismu

S prvnimi pfiznaky upozoriiujicimi na chorobu organismu se objevuji i protilatky typu IgM.
Uz v pocatecnich fazich rekonvalescence dochazi k prudkému poklesu hladiny IgM protilatek, a
do 2 az 3 mésicu k jejich uplnému vymizeni. Pro protilatky tiidy IgA plati, ze se rovnéZ tvori
¢asné po setkani s virem. (Husa, 2011)

Tvorba vysoce specifickych protilatek typu IgG s nizkou aviditou je pozorovana piiblizné
2 tydny po zacatku infekce. Tyto imunoglobuliny pfetrvavaji v organismu 1 né€kolik let po
probé&hlé infekci, ovSem to uZ se jednd o protilatky s vysokou aviditou, ktera akutni infekci
vyluCuje. Zatim neni potvrzeno, zda zlstavaji v organismu dozivotné. Také je zfejmé¢ mozna
reinfekce, dle nékterych nazort mize mit i téz8i prabeh.(Husa, 2005) Nalez protilatek svédci o
setkdni organismu s virem, ale aZ podle dynamiky tvorby protilatek a jejich charakteru lze

prokazat ¢erstvou infekci. (Husa, 2011)

V rozvinutych statech jsou nalézany protilatky proti hepatitidé E ve vyznamné mife i u

populace zdravych jedinct. Mluvi se o vice jak 28% pfipadl. Anti-HEV protilatky jsou také
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nalézany u osob jsoucich v kontaktu s pacienty, aniz by u nich doslo ke zvySeni sérové aktivity

AST ¢i ptitomnosti klinickych ptiznaki.(Husa, 2005)

Hepatitis E Virus Infection

Typical Serologic Course
Symptoms

ALT ies
___.._--""’T;c-;-::-.ti-HEv

N,
“JgM anti-HEV

N

7

Weeks after Exposure

Obr. ¢. 5: Graf znazoriujici typicky sérologicky nalez u infekce HEV
(http://pathmicro.med.sc.edu/virol/hepatitis-disease.htm/)

1.11 Laboratorni diagnostika

Diagnostika virové hepatitidy E je zalozena nejen na urceni specifickych symptomu, ale pro
potvrzeni podezieni choroby jsou nutna i specificka laboratorni vySetieni. Samotné urceni virové
hepatitidy probiha na né€kolika Grovnich. Nejprve se stanovuje hladina jaternich enzym, blizsi
specifikaci infekce zajiStuji sérologické testy na stanoveni virovych protilatek, nejdokonaleji

diagnozu ur¢i molekularné-genetické metody.(Shors et al, 2009)

1.11.1 VySetieni jaternich enzymi

Pro diagnostiku jaternich poruch Ize pouzit stanoveni aktivity riznych enzymd. Indikatorové
enzymy upozoriiuji na poskozeni celistvosti jaterni buiiky, kdy v pfipadé¢ piitomnosti
patologického stavu dochazi kjejich vyplavovani do krve. ZvySené hladiny ALT
(alaninaminotransferdza), AST (aspartataminotransferaza) a GMD (glutamatdehydrogendza)
byvaji pfitomné u virovych hepatitid, ale protoZe se enzymy vyskytuji fyziologicky i v jinych
bunkach téla nejen v hepatocytech, je nutné laboratorni nalez interpretovat v souvislosti

s klinickym obrazem.
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Jak jiz bylo uvedeno vyse, virovou hepatitidu doprovazi hepatoceluldrni ikterus, ktery je
zpusoben hyperbilirubinémii. V séru pacienta jsou piitomny zvysené hodnoty celkového i
konjugovaného bilirubinu. Diky rozpustnosti konjugovaného bilirubinu jsou zjisStovany zvysené

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

1.11.2 ELISA metoda

V séru pacientli lze detekovat specifické protilatky poukazujici na probihajici ¢i jiz
probéhlou nakazu virem hepatitidy E. Jedna s o pritkaz protilatek anti-HEV 1gG, IgA, IgM ttidy,
celkovych protilatek nebo i antigentt HEV pomoci testil s rekombinantnimi proteiny nebo uméle
syntetizovanymi peptidy, které byly vyvinuty po objevu imunodominantnich epitopd proteinu
tvoticiho kapsidu viru. Nejcastéj$i nepiimou diagnostickou metodou pro prukaz infekce HEV
virem je ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Prukaz neutralizacnich protilatek je
umoznén pouzitim monoklondlnich protildtek vazajicich se na epitopy struktury kapsidového
proteinu ORF2. (Elsterova, 2010; http://www.ystwt.com/wantai_english/HEV.html)

Pro piiklad 1ze uvést rekombinantni kapsidovy antigen E2, ktery je vyjadieny z oblasti
ORF2 na HEV a vykazuje vysokou reaktivitu s anti-HEV protilatkami, pochazejici z HEV
diagnostik firmy Wantai Corporation.(http://www.ystwt.com/wantai_english/HEV.html /)

Dle nékterych nazord (Lenz, 2010) je vhodné v oblastech s vysokym vyskytem infekce
k prikazu rané infekce testovat soucasné IgG a IgA protilatky. K odliseni akutni infekce od jiz
probéhlé je nejvhodnéjsi pouzit prikaz IgG protilatek za soucasného vySetteni vzorku na HEV
RNA. Nc¢které nazory prezentuji nevhodnost stanoveni anti-HEV IgM, protoze piipadné
protilatky proti revmatoidnimu faktoru tfidy IgM, jiz ptfitomné v téle pacienta, mohou
zpusobovat faleSnou pozitivitu. Z tohoto divodu je nutné vySetfovat nejen anti-HEV IgM
protilatky, ale soucasné i IgG a sledovat dynamiku jejich tvorby. Z tohoto divodu néckteré
sérologické testy pro prikkaz IgM protilatek ve svém pracovnim postupu obsahuji vysycovani
revmatoidniho faktoru.

Existuje také nazor, Ze diagnostické testy ELISA pro detekci anti-HEV IgM pouzivané pro
rutinni diagnostiku nejsou pfili§ vhodné, protoze maji nizkou citlivost a specifitu. Rovnéz jsou
zaznamenavany vysoké pocty falesné negativnich vysledkd.
(http://www.ystwt.com/wantai_english/HEV.html /)

K detekci anti-HEV 1gG je k dispozici v dne$ni dobé fada testi od riznych firem. Pro
ukazku lze zminit Abbott Immunoglobulin G test (Laboratofe Abbott, Némecko), Genelabs 19G
test (Genelabs Diagnostics, Singapur), jiz zminény HEV IgG ELISA test (Wantai
Corporation,Cina), ELISA kit pro protilatky IgG proti viru hepatitidy E (BioChain®, USA) a také

22



HEV IgG (Dia.Pro. Diagnostics Bioprobes Srl, Milano, Italie) pouzivané ve FN HK. (Elsterova,
2010; http://www.ystwt.com/wantai_english/HEV.html /; http://www.biochain.com/)
Paralelnim vySetfenim dvou pacientskych vzorki lze uréit dynamiku tvorby protilatek. Prvni
odbér k vysetieni je vhodné dodat v prvnich dnech klinickych ptiznakt, druhy vzorek minimalné
po deseti dnech, 1épe za 2-3 tydny. Pro diagnostiku akutni infekce svédc¢i negativita 1. vzorku a
pozitivita 2., nebo pii pozitivité 1. vzorku alesponn 4x vyssi titr prokazovanych protilatek ve

druhém vzorku.(Husa, 2011)

1.11.3 Primy priikaz RNA

Molekularni detekce vhodné dopliuje tradi¢ni vysetfovaci postupy. Polymerazova fetézova
reakce s reverzni transkripci (RT-PCR) je v dne$ni dobé jedina metoda prakticky vyuzitelna pro
ptimou diagnostiku HEV viru v odebraném materialu od infikovaného pacienta. RT-PCR je
modifikace klasické PCR, kdy vstupnim templatem je RNA. Za pomoci enzymu reverzni
transkriptaza je nukleova kyselina HEV piepsdna do ¢cDNA, na kterou nasedaji rizné sady
primeri  komplementarni ke konzervativnim oblastem ORF 1, 2, 3 a nasleduji cykly
polymerazové fetézové reakce a detekce.

K prikazu HEV RNA se pouzivaji vzorky stolice, zlu¢i nebo séra odebrané 7-40 dni po
infekci, a je tak mozné diagnostikovat onemocnéni jesté pred nastupem klinickych ptiznaku, tedy
v predklinickém stadiu. Virovou nukleovou kyselinu je mozné zachytit také v buiikach télnich
tkani napf. v jatrech, lymfatickych uzlinach, strevé. (Vasi¢kova a Pavlik, 2010)

Ke kvantifikaci poctu virovych castic ve vzorku (virova naloz) je mozné pouzit PCR
Vv realném case (real-time RT-PCR) vyuzivajici TagMan sondy, ktera je mnohem citlivéjsi nez
standardni RT-PCR. (Husa, 2011) Za zminku stoji metoda spojujici real-time RT-PCR a
kombinaci detekénich sond TagMan a Primer-Probe Energy Transfer techniku (PriProEt). Touto
technikou Ize odhalit uz i pouhych dvacet jednotek virové NK piitomnych v odebraném
materidlu. Analyza vzorku timto zplsobem je také schopna odhalit bodové mutace v RNA a

vyloucit falesné negativity vysledku. (Elsterova, 2010)
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2 CILE PRACE

Analyza vzorkd Spodezfenim na HEV infekci v Kralovéhradeckém kraji v letech
2008-2011

Analyza vzorkil od pacientl s potvrzenou diagnézou infekce HEV v Kralovéhradeckém
kraji v letech 2008-2011

- Shrnuti vysledka
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Vzorky k vySetieni

ELISA metoda slouzici k prikazu anti-HEV protilatek v séru je nejCastéji pouzivanou
sérologickou metodou v CR k odhaleni HEV infekce. Pro ziskani validnich vysledki je nutné
dodrzovat zasady spravné preanalytické faze vysetieni. Pfed odbérem nemusi pacient dodrzovat
zadné zvlastni doporuceni. Pro vySetteni se asepticky odebira srazliva krev do sterilni zkumavky,
od dospélého pacienta 7 ml, od ditéte postacuje 2-3 ml. Je nutné odd¢lit krevni srazeninu od
plazmy co nejdiive, aby nedoslo k uvolnéni erytrocytti s hemoglobinem. Hemolytické, chylozni
vzorky a vzorky s rezidui fibrinu nebo jinych velkych ¢astic neni vhodné vysetfovat z divodu
moznosti zisku faleSnych vysledki. V ptipadé pfitomnosti ¢astic nebo krevnich elementii je
mozné vzorek centrifugovat pii pretizeni 2000 RPM po dobu 20 minut. Mikrobialng
kontaminované a tepelné inaktivované vzorky nejsou pro analyzu pouzitelné. Skladovat vzorky
séra Ize pti 2-8°C az po dobu 5 dnl po odbéru. Moznosti pro dlouhodobé uchovani séra je
zmrazeni na -20°C a niZe. Opakované rozmrazovani a zmrazovani séra neni vhodné z divodu
moznych faleSnych vysledka pfi testovani.

Pro diplomovou praci byly zvoleny vzorky analyzované ve virologické laboratofi Ustavu
klinické mikrobiologie (UKM) Fakultni nemocnice v Hradci Kralové (FN HK) v letech 2008-
2011. Pro testovani infekce HEV se pouZzivaji diagnostické sety ELISA pro vySetfeni protilatek
proti HEV tfidy IgM a IgG od firmy Dia.Pro (Italie).

3.2. Princip metody ELISA

Analyza probihd v mikrotitracnich destickach, jejichz jamky jsou potaZeny specifickym
syntetickym antigenem HEV ziskanym z imunodominantnich ¢asti mexického a barmského typu
viru. Jako prvni se do jamek ptidava fedény vzorek. Jsou-li ve vzorku pfitomny protilatky anti-
HEV IgM nebo IgG (dle zvolené metody), dojde k vytvoreni specifické vazby s antigenem
navazanym na povrchu jamky. Nasleduje promyti s odstranénim nenavazanych komponent.
V dal$im kroku jsou do jamky ptfidany protilatky znacené kienovou peroxidazou proti IgM nebo
IgG (dle zvolené metody). Po pfidani smési chromogenu/substratu dojde k reakci za pomoci

enzymu za vzniku zabarveni, jehoZ intenzita je imérna koncentraci protilatek
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3.3 Komponenty nutné k analyze

3.3.1 Soudasti soupravy Dia.Pro. HEV IgM

Souprava obsahuje reagencie pro provedeni 96 testt.

Mikrotitracni desticka: v ochranném sacku s vysouSecim prostfedkem je 12 stripii s 8
jamkami potazenymi specifickym HEV antigenem. Doporucené skladovani je pii 4°C. Pred
pouzitim je nutné nechat desticku ponechanou v saCku vytemperovat na pokojovou teplotu
(cca 1 hodinu).

Negativni kontrolni vzorek: 1x2ml. Pfipraven k pfimému pouziti. SloZeni: 1% kozich
sérovych proteinil; 10mM citratovy pufr o pH 6,0+/-0,1; 0,5% Tween 20; 0,09% azid sodny
a 0,1% Kathon GC jako konzervans. Pro testovani IgM je negativni kontrola kddovana
Zlutou barvou.

Pozitivni kontrolni vzorek: 1x2,0ml. Slozeni: lidské IgM protilatky proti HEV, 1% kozich
sérovych proteinii; 10mM citratovy pufr o pH 6,0+/-0,1; 0,5% Tween 20; 0,09% azid sodny
a 0,1% Kathon GC jako konzervans. Kontrola je kddovana tmavé zelenou barvou.
Koncentrat promyvaciho pufru: 1x60ml. Dvacetindsobny koncentrat, ktery je nutné pied
pouzitim ziedit destilovanou vodou. Slozeni: 10mM PBS o pH 7,0+/-0,2; Tween 20; 0.1
Kathon GC.

Enzymaticky konjugat: I1x16ml. Pfipraveno k pfimému pouZziti. SloZeni: polyklonalni
protilatky proti lidskému IgM konjugované s kienovou peroxidazou; 5% BSA; 10 mM Tris
pufr o pH 6.8+/-0.1; 0,02% gentamycin sulfatu a 0,1% Kathon GC. Kédovani konjugatu je
cervene.

Chromogen/substrat: 1x16 ml. Pfipraven k pfimému pouziti. SlozZeni: 50mM citrat-
fosfatovy pufr o pH 3,5-3,8; 4% DMSO; 0,03 % tetramethylbenzidin (TMB) a 0,02%
peroxid vodiku. Nutné skladovat v temnu.

Zastavovaci roztok: 1x15 ml. SloZeni: 0,3M kyseliny sirové. Nutné zabranéni kontaktu
s o¢ima a pokozkou. Drazdiva latka- Xi R 36/38, S 2/26/30.

Redici roztok vzorkii: 2x60 ml. SloZeni: 2% kasein; 10mM citratovy pufr o pH 6,0+/-0,1;
0,1% Tween 20; 0,09% azid sodny a Kathon GC.

Kryci folie na mikrotitracni desticku: 2 ks

Néavod k pouziti
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3.3.2 Soudasti soupravy Dia.Pro. HEV IgG
Souprava obsahuje reagencie pro provedeni 96 testt.

e  Mikrotitra¢ni destic¢ka: v ochranném sacku s vysousedlem je 12 stripi s8 jamkami
potazenymi specifickym HEV antigenem. Doporucené skladovani je pti 4°C. Pred pouzitim
je nutné nechat desticku ponechanou v sacku vytemperovat na pokojovou teplotu (cca 1
hodinu).

e Negativni kontrolni vzorek: 1x2ml. Pfipraven k pfimému pouziti. Slozeni: 1% kozich
sérovych proteinii; 10mM citratovy pufr o pH 6,0+/-0,1; 0,5% Tween 20; 0,09% azid sodny
a 0,1% Kathon GC jako konzervans. Negativni kontrola kédovana olivové-zelenou barvou.

e Pozitivni kontrolni vzorek: 1x2,0ml. Slozeni: lidské IgG protilatky proti HEV, 1% kozich
sérovych proteinii; 10mM citratovy pufr o pH 6,0+/-0,1; 0,5% Tween 20; 0,09% azid sodny
a 0,1% Kathon GC jako konzervans. Kontrola je kddovana tmavé zelenou barvou.

e Kalibrator: 1x2,0. Dle udaji na néalepce lahvicky je nutné nejprve lyofilizat pted pouzitim
rozpustit. SloZeni: proteiny fetalniho bovinniho séra; lidské IgG protilatky proti HEV-jejich
koncentrace je kalibrovana podle NIBSC kodu 95/584 na hodnotu 4+/-10% IU ml; 10mM
citratovy pufr o pH 6,0+/-0,1; 0,3 mg/ml gentamycin sulfatu a 0,1Kathon GC jako
konzervans.

e Koncentrat promyvaciho pufru:1x60 ml. 20ti nasobny koncentrat, ktery je nutné¢ pied
pouzitim natedit destilovanou vodou. Slozeni: 10mM PBS o pH 7,0+/-0,2; 0,05% Tween 20
a 0,1% Kathon GC.

e Enzymaticky konjugat: 1x16ml. Pfipraveno k pfimému pouziti. Slozeni: polyklonalni
protilatky proti lidskému IgG konjugované s kienovou peroxidazou; 5% BSA; 10 mM Tris
pufr o pH 6.8+/-0.1; 0,02% gentamycin sulfatu a 0,1% Kathon GC. Konjugat je kodovan
Cervené.

e Chromogen/substrat: 1x16 ml. Pfipraven k pfimému pouziti. SloZeni: 50mM citrat-
fosfatovy pufr o pH 3,5-3,8; 4% DMSO; 0,03 % tetramethylbenzidin (TMB) a 0,02%
peroxid vodiku. Nutné skladovat v temnu.

e Assay pufr: 1x8 ml. Pfipraven k pfimému pouziti. Slozeni: 10mM citratovy pufr o pH 8,0+/-
0,1; 0,1% Kathon GC. Pipetuje se do jamek s kontrolami i se vzorky, blokuje interference.

e Zastavovaci roztok: 1x15 ml. SloZeni: 0,3M kyseliny sirové. Nutné zabranéni kontaktu
s o¢ima a pokozkou. Drazdiva latka- Xi R 36/38, S 2/26/30.

e Redici roztok vzorku: 1x50 ml. Slozeni: 10mM citratovy pufr o pH 6,0+/-0,1; 0,5 Tween 20;
0,09% azid sodny a 0,1% Kathon GC.

e  Kiryci folie na mikrotitracni desticku: 2 ks
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Navod k pouziti

3.3.3 Dals$i material

Kalibrované¢ mikropipety a jednorazové Spicky: kalibrovany pro piesné davkovani,
dekontaminovatelné alkoholem, 10% NaOH nebo béznymi nemocni¢nimi desinfekénimi
prostiedky. Piesnost pipet musi byt 1% s odchylkou max. +/-2%.

Redestilovana voda

Stopky s rozsahem 60 a vice minut: pro inkuba¢ni ¢asy je tolerance +/-5%.

Savy filtracni papir

Inkubator mikrotitratnich desticek pro teplotu +37°C: tolerance -/+0,5°C s ovéfenou
spravnosti teploty. Lze pouzit mokry i vlhky typ inkubatoru pro ELISA desticky

ELISA reader s filtry 450nm a 620-630nm: linearita absorbance musi byt vyssi nebo rovna 2
ABS, nastaveni vlnovych délek mensi nebo rovno 10nm, méfici rozsah nejméné 0,0-2,0
ABS, rozptyl méteni pod 1%. Opticky systém musi byt kalibrovan a validovan na spravnost
méteni dané vinové délky a udrZzovan dle pozadavki vyrobce a SLP.

Promyvacka mikrotitra¢nich destic¢ek: validovana a optimalizovand. 4-5 promyvacich cykla
(odsati- dispenze 350ul promyvaciho roztoku=I1cyklus) je dostatecné. Doporuceny sytici ¢as
mezi jednotlivymi cykly je 20-30 sec. Pro piesné nastaveni poctu cykld je doporuceno
analyzovat negativni a pozitivni kontroly a nékolik definovanych pozitivnich vzorki, tak
aby vysledky odpovidaly poZzadavkiim validace. Je nutné provadét pravidelnou
dekontaminaci a validaci dle ptedpistu SLP a pozadavki vyrobce.

Vortex — ttepacka pouzivana k protfepani a homogenizaci sér

3.4 Bezpecnostni upozornéni

Se soupravou smi pracovat pouze vySkoleny personal.

Persondl musi byt pfi vySetfovani chranén ochrannymi pracovnimi pomtckami.

Béhem pracovniho postupu nesmi dojit ke kontaminaci reagencii ani mikrotitracni desticky..
Soupravu je nutné skladovat pfi teploté¢ 2-6°C v chladni¢ce s kontrolovanou teplotou nebo
Vv chladné mistnosti.

Reagencie riznych Sarzi nelze michat. Nedoporucuje se ani michat reagencie stejné Sarze,
ale pochdzejici z riznych souprav.

Pted kazdou analyzou je nutné zkontrolovat vSechny reagencie, zda jsou Ciré bez viditelnych
¢astic nebo shlukt. Pokud tomu tak neni, je nutné k analyze pouzit novou soupravu.
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Pro pipetovani je nutné pouzivat jednorazové $picky.

Po vyprsSeni expiracni doby je zakdzano pouzivat jak jednotlivé lahvicky, tak celé soupravy.
Jelikoz jsou vSechny vzorky potencialné infekéni, je nutné, aby se pfi praci se séry pacientii
a vSemi reagenciemi zachazelo dle predpisu Biosafety Level 2, jak doporucuje Centers for
Disease Control/U.S. Institute sof Health publication ,,Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories®, 1984.

Pro ptipravu tekutych komponent je doporucovano pouzivani jednorazovych plastovych
nadob.

Odpad vznikly béhem prace musi byt likvidovan podle desinfek¢niho fadu FN HK.

3.5 ELISA HEV IgM - pracovni postup

3.5.1 Priprava reagencii

Mikrotitracni desti¢ka: nechat vytemperovat na pokojovou teplotu, zkontrolovat vysousedlo.
Nepouzité stripy musi byt vraceny do hlinikového sacku s vysouSedlem, pevné uzavieny a
skladovény pti 2-6°C.

Negativni kontrola: pfipravena k pfimému pouziti, pfed pouzitim dobie promichat na
vortexu.

Pozitivni kontrola: pfipravena k pfimému pouziti, pfed pouzitim dobfe promichat na
vortexu.

Promyvaci roztok: ptfed pouZitim musi byt koncentrat 20x zfedén redestilovanou vodou.
Cely obsah miize byt ziedén 1200 ml redestilované vody. Jednou nafedény promyvaci
roztok je stabilni pti 2-8°C tyden.

Konjugét: ptipraven k ptimému pouZiti, pfed pouZitim dobife promichat na vortexu.

Substrat: pfipraven k pfimému pouZiti, pfed pouZitim dobife promichat na vortexu. Je nutné
se vyhnout kontaminaci oxidaénimi c¢inidly, vzduSnym prachem a mikroorganismy.
Nevystavovat silnému osvétleni, oxida¢nim €inidlim a kovovym povrchiim. PfendSet pouze
Vv plastovych sterilnich jednordzovych nadobach.

Neutraliza¢ni ¢inidlo: pfipraveno k pfimému pouziti, peclivé protiepat.

Redici roztok vzorkd: piipraven k pfimému pouZiti, pfed pouzitim dobfe promichat na
vortexu.

Stop roztok: ptipraven k ptimému pouziti, pted pouzitim opatrn¢ promichat na vortexu.
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3.5.2 Priprava ostatnich komponent pied analyzou

e Zkontrolovat datum expirace soupravy. Sady s proSlou dobou spotieby nepouzivat.

e Zkontrolovat, zda je chromogen bezbarvy ¢i svétle modry, jestli nejsou tekuté soucasti
kontaminované ¢asticemi nebo srazeninami.

e Nastavit ELISA inkubator na 37°C, pfipravit promyvacku na spravny pocet cykli a dodat
promyvaci roztok. Zapnout ELISA reader min. 20 minut pfed méfenim. Zkontrolovat

mikropipety a ostatni vybaveni.

3.5.3 Vlastni analyza

Uspéch analyzy zavisi na dodrZovéani nize uvedeného postupu a dodrzovani stejnych dob
inkubace u vSech analyzovanych vzorkl. Nejprve se vySetfované vzorky piediedi v poméru
1:101 (5. 10pul vzorku a 1000yl fediciho roztoku), negativni a pozitivni kontrolu neni nutné fedit,
vSe se peclivé promicha na vortexu.

Pozadovany pocet stripi se umisti do ramecku- prvni jamka slouzi pro slepy
vzorek=BLANK, druhd a tfeti jamka pro negativni kontrolu, ¢tvrta jamka pro pozitivni kontrolu.

Do dalSich jamek se jiz pipetuji vySetfované vzorky (obr. €. 6)

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 VzZ4

obr. ¢. 6: Pipetovaci schéma

Legenda: B-blank, NK-negativni kontrola, PK-pozitivni kontrola, VZ-vzorek

Postup prace:
e napipetovat 50ul neutraliza¢niho ¢inidla do jamek pro vzorky, do jamek pro BLANK,

negativni a pozitivni kontrolu se nepipetuje.
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e napipetovat 100ul negativni kontroly v duplexu, pozitivni kontroly a ptediedénych vzorkl

e inkubace 60 minut pii +37°C (pfi manudlnim zpracovani stripy zakryt ptilozenou folii)

e promyt na promyvacce 4x300ul promyvaciho roztoku

e piidat 100ul konjugatu do vsSech jamek kromé BLANKU, vSechny jamky (krom¢ Al)
ziskaji Cervenou barvu

e inkubace 60 minut pii +37°C

e promyt na promyvacce 4x300ul promyvaciho roztoku

e napipetovat 100ul roztoku substratu do vsech jamek

e inkubace 20 minut pti pokojové teploté (18-24°C), nevystavovat silnému svétlu

e pipetovat 100ul Stop roztoku do kazdé jamky, pfidani kyseliny zméni modrou barvu
pozitivni kontroly a pozitivnich vzorki na zlutou.

e intenzita zabarveni roztokl v jamkéch se zméii ELISA readerem pii 450nm pro odecet
pozadi i pii 620-630nm. A1 jamka se pouzije jako BLANK. Méfeni musi byt provedeno do
20 minut po pfidani Stop roztoku, protoze samooxidace chromogenu miize zpusobit silné

pozadi.

3.5.4 Vnitini kontrola kvality
Kontrola validita soupravy je zajisténa pouzitim kontrol pii kazdé analyze. Pokud dosahuji

kontroly hodnot uvedenych v tabulce-obr. ¢. 7, 1ze fici, ze provedena reakce je validni.

Parametr Pozadovana hodnota
BLANK <0,100 OD 450nm
Negativni kontrola (NK) <0,100 OD 450nm
Pozitivni kontrola (PK) >0,500 OD 450nm

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

3.5.5 Vysledky a jejich interpretace

Vysledky se ziskavaji vypoctem za pomoci koeficientu cut-off (Co) ziskané¢ho dosazenim
do nasledujiciho vzorce: Cut-off=NK+0,250

Vysledky se interpretuji jako pomér vzorku OD 450nm (VZ) a hodnoty cut-off koeficientu
(Co): VZ/Co podle obr. €. 8
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VZ/Co Interpretace

<10 Negativni
1,0-1,2 Hrani¢ni
>1,2 Pozitivni

obr. ¢. 8: Vyhodnocovaci tabulka ELISA HEV IgM

Negativni vysledek dokazuje pouze nedetekovatelnou reaktivitu protilatek proti viru HEV.
U dubidznich vysledki musi byt za 1-2 tydny odebran a vysetien jest¢ jeden vzorek. Pozitivni
vysledek informuje o infekci virem HEV.

Interpretaci vysledkii provadi kompetentni osoba.
Vsechny pozitivni vysledky by mély byt konfirmovany alternativni metodou schopnou detekovat

IgM protilatky.

3.5.6 Limit detekce, diagnosticka specifita a senzitivita

Limit detekce testu byl vypocitin pomoci referencniho materidlu WHO pro HEV
protilatku (NIBSC kod 95/584), kterd byla fedéné a byla pozitivni 1 v niz$ich titrech.

Diagnosticka specifita je pravdépodobnost, ze vzorky bez pfitomnosti analytu (protilatek)
budou vyhodnoceny jako negativni. U tohoto testu pii vySetrovani HEV negativnich vzorka byla
zjiSténa specifita vys$si nez 98%, pii testovani skupiny potencidlné interferencni-tj. s jinym
infekénim onemocnénim, byla stanovena specifita 100%.

Diagnosticka senzitivita je pravdépodobnost, Ze vzorky se zjiStovanym analytem budou
vyhodnoceny jako pozitivni. U skupiny pozitivnich vzorkl je senzitivita vyssi nez 98%.

Piesnost CV je v rozmezi 5-15% pii OD450nm.

3.5.7 Omezeni testu
Falesn¢ pozitivni vysledky byly pozorovany u vzorkd s vysokym titrem revmatoidniho
faktoru (RF) 1 pfes pfitomnost neutralizacniho ¢inidla. RovnéZz nékolikrat zmrazované vzorky

s fibrinovymi ¢asticemi nebo shluky mohou po rozmrazeni vykazovat faleSné vysledky.
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3.6 ELISA HEV IgG - pracovni postup

Studie prokazala, Ze trvanlivost oteviené soupravy neprokazala zadné ztraty aktivity u

reagencii 6x opakované pouzitych po dobu Sesti mésici.

3.6.1 Priprava reagencii

Mikrotitracni desticka: nechat vytemperovat na pokojovou teplotu (cca 1 hodinu),
zkontrolovat vysousedlo. Nepouzit¢ stripy musi byt vraceny do hlinikového sacku
s vysousedlem, pevné uzavieny a skladovany pii 2-6°C.

Negativni kontrola: pfipravena k pfimému pouziti, pfed pouzitim dobie promichat na
vortexu.

Pozitivni kontrola: pfipravena k pfimému pouziti, pfed pouzitim dobfe promichat na
vortexu.

Kalibrator: je nutné peclivé rozpustit lyofilizat lahvicky deionizovanou vodou v objemu
udaném na lahvicce. Pied pouzitim nutno dobfe protiepat. Nutno skladovat ve zmrazenych
alikvotech.

Promyvaci roztok: pfed pouzitim musi byt koncentrat 20x zfedén redestilovanou vodou.
Cely obsah miize byt ziedén 1200 ml redestilované vody. Jednou nafedény promyvaci
roztok je stabilni pfi 2-8°C tyden.

Konjugét: ptipraven k ptimému pouZiti, pfed pouZitim dobfe promichat na vortexu.

Substrat: pfipraven k pfimému pouziti, pted pouzitim dobfe promichat na vortexu.
Nevystavovat silnému osvétleni, oxida¢nim ¢inidlim a kovovym povrchim. PouZit jen
plastové sterilni jednordzové nadoby.

Assay diluent: pfipraveno k pouziti, peclivé protiepat.

Redici roztok vzorki: pfipraven K pfimému pouziti, pfed pouzitim protiepat.

Stop roztok: ptipraven k ptimému pouziti, pted pouzitim opatrn¢ promichat na vortexu.

3.6.2 Priprava ostatnich komponent pied analyzou

Zkontrolovat datum spotieby soupravy. Sady s proSlou expiraci nepouzivat.

Zkontrolovat, zda je Substradt bezbarvy ¢i svétle modry, jestli nejsou tekuté soucasti
kontaminované céasticemi nebo sraZeninami. Naredit potfebny objem koncentratu
promyvaciho roztoku. Rozpustit lyofilizovany kalibrator. VSechny komponenty

vytemperovat na pokojovou teplotu.
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e Nastavit ELISA inkubator na 37°C, ptipravit promyvacku na spravny pocet cykla a dodat

promyvaci roztok. Zapnout ELISA reader min. 20 minut pied méfenim. Zkontrolovat

mikropipety a ostatni vybaveni.

3.6.3 Vlastni analyza

Uspéch testovani zavisi na dodrZzovani nize uvedeného postupu a dodrzovani stejnych dob

inkubace u vSech analyzovanych vzorkd.

Pfi manualni analyze se umisti pozadovany pocet stripti do ramecku- prvni jamka slouzi pro

slepy vzorek=BLANK, druh4, tfeti a ¢tvrtd jamka pro negativni kontrolu, pat4 a Sestd jamka pro

kalibrator a sedma pro pozitivni kontrolu. Do dalSich jamek se jiz pipetuji vysetfované vzorky

(obr. ¢.9)
2 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 | Vvz7
G PK | VZ.
H VZ1 | VZ.

obr. ¢. 9: Pipetovaci schéma

Legenda: B-blank, NK-negativni kontrola, KA-kalibrator, PK-pozitivni kontrola, VZ-vzorek

Postup prace:

e napipetovat po 200ul negativni kontroly do 3 po sobé nasledujicich jamek, 200u1 kalibratoru

a 200ul pozitivni kontroly do jamek

e napipetovat 200ul fediciho roztoku do jamek pro vzorky a k nim pfidat 10ul nefedéného

vzorku, opatrné protiepat, vizualn€ zkontrolovat zabarveni jamek

e pipetovat S0ul Assay pufru do vSech jamek a zkontrolovat tmavé modré zabarveni

e inkubace 45 minut pii +37°C se stripy zakrytymi folii
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e promyt na promyvacce 4x300ul promyvaciho roztoku

e pfidat 100ul konjugatu do vSech jamek kromé Al a ptikryt folii, provést kontrolu zabarveni
jamek-vSechny cCervené, kromé Al. Pii pipetovani je zakazano dotykat se stén jamek
z divodu mozné zkiizené kontaminace.

e inkubace 45 minut pti +37°C

e promyt na promyvacce 4x300ul promyvaciho roztoku

e napipetovat 100ul substratu do kazdé jamky

e inkubace 15 minut pii pokojové teploté (18-24°C), nevystavovat silnému svétlu

e pipetovat 100ul Stop roztoku do kazdé jamky, pfidani kyseliny zméni modrou barvu
pozitivni kontroly a pozitivnich vzorkl na Zlutou.

e intenzita zabarveni roztokt v jamkach se zméti ELISA readerem pii 450nm pro odecet
pozadi i pii 620-630nm. A1 jamka se pouzije jako BLANK. Méfeni musi byt provedeno do
20 minut po pfidani Stop roztoku, protoZze samooxidace chromogenu muze zplsobit silné
pozadi. Pokud neni k dispozici druhy filtr, je nutné zkontrolovat spodni stranu mikrotitra¢ni
desticky, zda nejsou pfitomné Smouhy ¢i otisky prsti zpusobujici pfi méteni pti 450nm

fale$né pozitivni vysledky.

3.6.4 Vnitini kontrola kvality
Kontrola validita soupravy je zajiSténa pouZzitim kontrol pti kazdém testu. Pfi dosazeni

hodnot kontrol uvedenych v tabulce-obr. ¢. 10, 1ze tici, Ze provedena reakce je validni.

Parametr PoZadovana hodnota
BLANK <0,100 OD 450nm
Negativni kontrola (NK) <0,050 OD 450nm (po blanku)
Kalibrator (KA) VZ/Co>1
Pozitivni kontrola (PK) >0,100 OD 450nm

obr. ¢. 10: Tabulka hodnot kontrol ELISA HEV IgG
Pokud vysledky dosahuji uvedenych hodnot, je mozné vyhodnocovat ziskané vysledky

analyzy. V opa¢ném piipad€ je nutné provést kontrolou jednotlivych krokl a zjistit pfic¢inu, a

pokud to jde ji odstranit.
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3.6.5 Vysledky a jejich interpretace
Vysledky se vypocitavaji za pomoci cut-off koeficientu (Co) z nasledujiciho vzorce:

Cut-off=prumér NK +0,350

Vysledky se interpretuji jako pomér vzorku OD 450nm (VZ) a hodnoty cut-off koeficientu
(Co): VZ/Co podle vyhodnocovaci tabulky- obr. ¢. 11

VZ/Co Interpretace
<09 Negativni
0,9-1,1 Hrani¢ni
>1,1 Pozitivni

obr. €. 11: Vyhodnocovaci tabulka ELISA HEV IgG

Negativni vysledek dokazuje pouze nedetekovatelnou reaktivitu vaci viru HEV.
U dubiodznich vysledkli musi byt za 1-2 tydny odebran a testovan jesté jeden vzorek. Pozitivni
nalez potvrzuje infekci virem HEV.

Interpretaci vysledkl provadi kompetentni osoba. VSechny pozitivni vysledky by mély byt
konfirmovany dal§im testem schopnym detekovat IgG protilatky.

3.6.6 Limit detekce, diagnosticka specifita a senzitivita

Limit detekce byl uréovan pomoci referenniho standardu WHO pro HEV protilatku
(NIBSC kod 95/584) a ¢ini asi 2 Ul/ml.

Diagnosticka specifita je definovana jako pravdépodobnost, Ze vzorky bez ptitomnosti
analytu budou vyhodnoceny jako negativni. U tohoto testu pii vySettovani HEV negativnich
vzorku byla zjisténa specifita vyssi nez 99,5%, u analyzy skupiny potencialné interferencni-tj. s
jinym infekénim onemocnénim byla stanovena specifita 100%.

Diagnosticka senzitivita je pravdépodobnost, Ze vzorky se zjiStovanym analytem budou
vyhodnoceny jako pozitivni. U souboru pozitivnich vzorki byla zaznamenana senzitivita 100%.

Ptesnost CV je v rozmezi 5-15% pti OD450nm.

3.6.7 Omezeni testu
Fale$n¢ pozitivni vysledky byly pozorovany u méné€ nez 1% vzorki normalni populace.
Také opakované zmrazované vzorky s fibrinovymi ¢asticemi nebo shluky mohou po rozmrazeni

vykazovat fale$né vysledky.
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4 VYSLEDKY

V roce 2008 bylo ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové vySetieno 55 vzorkd, z toho 15
jich bylo pozitivnich. V roce 2009 bylo analyzovano 399 vzorki s 36 pozitivnimi nélezy, v roce
2010 284 vzorku s 11 pozitivitami. V roce 2011 bylo zkoumano 335 odebranych vzorku
s podezienim na HEV infekci. Testovanim se podezieni potvrdilo u 43 vzorki. Podle
nasledujicich Gdaji lze potvrdit pozvolnou vzristajici tendenci vyskytu HEV viru v Ceské
republice. Jako pozitivni nalezy jsou brany vzorky se serologicky prokazanym onemocnénim
hepatitidou E- tedy pfitomnosti protilatek anti-HEV tfidy IgM nebo IgG. V pfilozeném grafu

(obr. €. 12) jsou zjisténé informace piehledné znazornény.

Souhrnny graf pozitivnich a negativnich
vzorki vysetienych v jednotlivych letech

500
400
300 —
200 —— — —
100 —— — —

0 TR I

2008 2009 2010 2011
M pocet pozitivnich vysledka pocet negativnich vysledku

obr. ¢. 12: Grafické znazornéni vySetfenych vzorki s rozliSenim pozitivnich a negativnich

vzorki v letech 2008-2011

Z celkového poctu pozitivnich vzorkd bylo v roce 2008 zaznamenano 6 nalezii u 3
pacientll a 9 pozitivit u 5 pacientek. V nasledujicim roce 2009 se pocty zvysily. 18 pozitivnich
vzorkd pochazelo od 13 pacientd, taktéZz 18 vzorkli od 12 pacientek. V roce 2010 doslo
kK mirnému poklesu HEV pozitivnich nalezii. 8 pozitivnich vzorkl bylo odebrano 6 pacientim.
U 3 pacientek bylo odebrano po jednom vzorku k analyze. V roce 2011 byl zaznamenéan opét
narast pozitivnich vysledkii - 25 vySetfovanych vzorka pochézelo od 20 pacientd a 18
vySetfovanych odbéri od 15 pacientek. V pfilozeném grafu (obr. 13) jsou tyto nalezy

zaznamenany.
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Graf poctu pozitivnich pacientl
25
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obr. ¢&. 13: Grafické znazornéni pozitivnich pacientii v jednotlivych letech dle pohlavi

Z tohoto grafu je ziejmé, ze prevladaji HEV pozitivni pacienti-muzi. Pouze v roce 2008
byla situace odlisnd, zde pocet zen pievazoval nad poéty muzi. Z divodu pomérmné nizkého
poctu pozitivnich pacientll vSak nema tento idaj objektivni vypovidaci schopnost.

Jako pozitivni vysledek byl opét bran vzorek se serologicky prokazanou ptitomnosti

anti- HEV protilatek.

v

V nasledujicich grafech (obr. ¢. 14 a 15) jsou ptehledné¢ zaznamenany pocty HEV
pozitivnich pacientd a pacientek ve sledovanych letech 2008-2011 dle v€kovych kategorii.
Kazda vekova skupina zahrnuje pacienty v rozmezi péti let. Vyjimku tvoii déti a mladez do 15
let, které byly zahrnuty do jediné kategorie. Ta byla zvolena na zaklad¢ faktu, ze do této skupiny
nebyl zafazen ani jeden c¢len.

Pii podrobném pohledu na pfiloZzeny graf je zfejmé, Ze bchem sledovanych let bylo
onemocnéni HEV diagnostikovano u pacientil ve véku od 25 do 84 let. Nejvice HEV pozitivnich
pacientll bylo nalezeno ve véku 40-44 let. V analyzovanych vzorcich mladych pacienti ve véku

do 24 let a starSich obyvatel nad 85 let véku nebyla prokazana ptitomnost anti-HEV protilatek.
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Pocet HEV pozitivnich pacientt dle véku v letech
2008-2011

O R N W & U1 O N

do 15 15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 45-49 50-54 55-59 60-64 65-69 70-74 75-79 80-84 85+

M rok 2008 mrok 2009 mrok 2010 rok 2011

obr. ¢. 14: Graf po¢tu HEV pozitivnich muzi dle véku v letech 2008-2011

U zen bylo nejvice pozitivnich vzorkl ve vékové kategorii od 60 do 64 let a na druhém
misté jsou pacientky ve véku od 55 do 59 let. Naopak ve vékovych skupinach do 15 let, 45-49 a

70-74 let zivota nebyl nalezen zadny pozitivni vzorek.

Graf HEV pozitivnich pacientek dle véku v letech
2008-2011

O B N W & U1 O

do 15 15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 45-49 50-54 55-59 60-64 65-69 70-74 75-79 80-84 85+

M rok 2008 m rok 2009 rok 2010 rok 2011

obr. ¢. 15: Graf po¢tu HEV pozitivnich Zen dle véku v letech 2008-2011
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Rok 2008

Na zéklad¢ studia ziskanych vysledkti z roku 2008 byl vytvoien graf zaznamenavajici
prabéh roku a mésice, ve kterych byly odebrané vzorky pacientd vyhodnocené jako pozitivni.
V tomto roce je zfetelné nejvice pozitivnich pacientli zachyceno v ¢ervnu, a to jak u muzu, tak 1

u zen.

Rok 2008-pozitivni vysledky analyz
v jednotlivych mésicich
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obr. ¢. 16: Pozitivni vysledky v jednotlivych mésicich - rok 2008

Pro piehlednost jsou veskeré zjisténé pozitivni vysledky pacientli-muzt a Zen vlozeny do
grafického znazornéni. V kazdém grafu jsou pfitomny dvé€ linie, prvni znazoriiuje vySetfované
protilatky tfidy IgM, druha protilatky tfidy IgG. Pokud byl pozitivni pacient odebiran vicekrat, je
mozné zaznamenat dynamiku tvorby protilatek a jejich hladinu. Pouze protilatky tfidy IgM,
svédc¢ici o probihajici infekci, byly pfitomné u 2 pacientti (hrani¢ni hodnoty IgG protilatek
ukazuji na nastup jejich tvorby) a jedné pacientky. Pouze IgG protilatky byly nalezeny u 3
pacientek, z toho 2 vykazovaly pouze hrani¢ni hodnoty. Ke spravné interpretaci grafu je nutné

pouzit ptilozenou legendu, ktera je pro vSechna grafickd znazornéni tohoto typu totozna.
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Protilatky anti-HEV u muzi v roce 2008
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obr. ¢. 17: Protilatky anti-HEV u pacienti v roce 2008
Legenda: O -negativni, 1 -hrani¢ni, 2 -slab& pozitivni, 3 -pozitivni
Protilatky anti-HEV u Zen v roce 2008
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obr. ¢. 18: Protilatky anti-HEV u pacientek v roce 2008

Legenda: 0 -negativni, 1 -hrani¢ni, 2 -slab& pozitivni, 3 -pozitivni
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Rok 2009

V roce 2009 bylo odhaleno celkem 25 pacientli s probihajici nebo jiz prob&hlou infekci
HEV. V nésledujicim obr. ¢. 19 je pfehledn¢ znazornéno, kolik pozitivnich pacientd bylo
odhaleno kazdy mésic tohoto roku. Novi pacienti byli nalézani v pribéhu celého roku, nejméné

vSak v zimnich mésicich.

Rok 2009- pozitivni vysledky analyz dle
mésicu
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obr. ¢. 19: Pozitivni vysledky v jednotlivych mésicich-rok 2009

V nésledujicich grafech jsou vyjadieny vysledky jednotlivych analyz pozitivnich pacientt
a pacientek. V roce 2009 byli zaznamenani 3 pacienti a 1 pacientka pouze s pozitivnim
vysledkem anti-HEV Ab protilatek tfidy [gM. Samotné protilatky ttidy IgG byly nalezeny u 3
pacientli a 7 pacientek. U ostatnich pacientli se nachazi rizné kombinace obou tfid protilatek.
Diky ptfehlednému znazornéni je mozné u pacientll s ordinovanym odbérem nékolika po sobé
jdoucich vzorkli pozorovat imunitni odpovéd’ organismu na HEV infekci. Naptiklad u pacienta

¢. 13.
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Protilatky anti-HEV muzu v roce 2009
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obr. ¢. 20: Protilatky anti-HEV u pacientii v roce 2009

Legenda: 0 -negativni, 1 -hrani¢ni, 2 -slab¢& pozitivni, 3 -pozitivni

Protilatky anti HEV u Zzen v roce 2009
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obr. ¢. 21: Protilatky anti-HEV u pacientek v roce 2009

Legenda: 0 -negativni, 1 -hrani¢ni, 2 -slab& pozitivni, 3 -pozitivni
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Rok 2010

V roce 2010 je mozné zaznamenat utlum HEV infekci v porovnani s jiz uplynulym rokem
2009. Ze vsech analyzovanych vzorkl bylo testovanim prokazano 9 pozitivnich pacientti. Kazdy
meésic od tnora do Cervna a v listopadu byl nalezen vzdy jeden pacient, v zafi dva pacienti. U Zen
byly odhaleny dvé pozitivni pacientky jiz v lednu. Analyza potvrdila HEV pozitivitu jesté u
jedné pacientky, a to v dubnu. Obr. €. 21 zachycuje vysledky analyz anti-HEV Ab tfid IgM a
IgG. Pritomnost pouze IgM protilatek byla prokdzana u 2 pacientti a 1 pacientky.

ré (-]

Rok 2010-pozitivni vysledky dle mésicu

=¢—muzi =fll=7Zeny

obr. ¢. 22: Pozitivni vysledky v jednotlivych mésicich-rok 2010
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obr. €. 23: Protilatky anti-HEV u pacientii a pacientek v roce 2010

Legenda: 0 -negativni, 1 -hraniéni, 2 -slab& pozitivni, 3 -pozitivni
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Rok 2011

Rok 2011 se zapsal opétnym nartstem pozitivnich vzorkti oproti minulym letim. Kazdy
mesic tohoto roku piinesl alesponi jednoho pozitivniho pacienta, vyjimkou byl duben, kdy
vSechny testované vzorky byly negativni. Oproti tomu v zaii bylo nalezeno celkem 10 HEV

pozitivnich vzorkt a v listopadu 6 pozitivnich vzorkl pochazejicich jen od pacienti-muz.

Rok 2011- pozitivni vysledky analyz dle
mésicl
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obr. ¢. 24: Pozitivni vysledky v jednotlivych mésicich-rok 2011

Ptilozené grafy (obr. ¢. 25 a 26) znazoriuji vysledky analyz vzorkl pozitivnich pacientt.
Testovanim obou tiid protilatek anti-HEV je moZné vypozorovat ptibliZznou dobu infekce virem
HEV. Vroce 2011 vykazovalo 14 pacientll a 7 pacientek pozitivitu anti-HEV Ab tfidy IgM,
z ¢ehoz lze usoudit, ze se jednalo o akutni formu s nedavnym setkanim organismu s virem.
Pouze protilatky tfidy IgG mélo 6 pacientii a 9 pacientek, a proto Ize usuzovat, ze prodélana
infekce byla star§tho data. U ostatnich vySetfenych pacientl s prokazanymi anti-HEV
protilatkami obou tfid v rGznych hladindch byla prokazéna fyziologicky probihajici imunitni

odpoved'.
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Protilatky anti-HEV u muzli v roce 2011
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obr. ¢. 25: Protilatky anti-HEV u pacienti v roce 2011
Legenda: 0 -negativni, 1 -hrani¢ni, 2 -slabé& pozitivni, 3 -pozitivni
Protilatky anti-HEV u Zen v roce 2011
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obr. ¢. 26: Protilatky anti-HEV u pacientek v roce 2011

Legenda: 0 -negativni, 1 -hrani¢ni, 2 -slab& pozitivni, 3 -pozitivni
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5 DISKUZE

Pii srovnani pocti pozitivnich pacientli z Kralovéhradeckého kraje s celkovym poctem
pozitivnich pacientt z Ceské republiky je ziejmé, ze vysledky z FN HK z let 2008-2010 koreluji
s celorepublikovym trendem. Rok 2011 prob&hl v celé Ceské republice ve znameni zvyseni
poc¢tu HEV pozitivnich pacientl, ovSem v Kralovéhradeckém kraji nedoslo k tak strmému

narlstu jako ve zbytku republiky.

Srovnani poctu pozitivnich pacientt

150 2

100 / ¢— Ceska republika
/‘\/ == Kralovéhradecky kraj

” ./'\./.

rok 2008 rok 2009 rok 2010 rok 2011

Pocet pacientl

obr. & 27: Graf srovnani poctu pozitivnich pacientii v Kralovéhradeckém kraji a v CR
(Epidat 2008-2011)

Pohlavi pacientii

Pti celorepublikovém sledovani (Epidat 2006-2011) je ziejmé, ze pfiblizn€ 2/3 pacientl
s HEV infekci jsou muzi a 1/3 Zeny (procentualné 69% muzi, 31% Zen).

Ve srovnani s Kralovéhradeckym krajem ve sledovanych letech 2008 2011 je moZné
potvrdit vyssi pocty pacienti-muzi nad Zenami, ale rozdil neni tak markantni. Pacientii bylo

zaznamenano 54% a pacientek 46%.
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Srovnani kumulativnich podilti HEV+

pacientti dle pohlavi
100%

- :-
0%
Kralovéhradecky kraj 2008-2011 Ceska republika 1996-2011
B muzi ®Zzeny

obr. & 28: Srovnani HEV+ pacientii v CR a v HK v uvedenych letech dle pohlavi
(Epidat 1996-2011)

Vékové skupiny

Znazornéni poctu HEV pozitivit dle véku
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== Kralovéhradecky kraj 2008-2011 ——CR 1996-2011

obr. & 29: Porovnani HEV+ pacientii v CR v letech 1996-2011 a v Kralovéhradeckém kraji
v letech 2008-2011 podle véku
(Epidat 1996-2011)

Ptilozeny graf znazoriiuje vékové kategorie prokdzanych HEV pozitivnich pacientl.
Modré linie grafu patii vSem pozitivnim naleziim v Kralovéhradeckém kraji ve sledovanych
letech. Nejvice pacienti bylo nalézano ve vékovych skupinach 40-44 let a 60-64 let. Cervena

linie zahrnuje vSechny pozitivni pacienty nalezené na uzemi celé Ceské republiky od roku 1996
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do roku 2011, rovnéz rozdélené podle veku. Dle grafu je vSak zfetelné vidét, ze se
vzrustajicim vékem roste pocet pozitivnich piipadi s vrcholem mezi 55. az 59. rokem Zzivota. Od
tohoto véku dochéazi nejprve k mirnému, poté k prudkému poklesu poctu HEV pozitivnich

pacientd, od vékové hranice 70-74 let.

HEYV pozitivni vzorky v pribéhu roku

Ke srovnani s udaji zcelé CR a z Kralovéhradeckého kraje z let 2008-2011 byla opét
pouzita data ze systému hlageni Epidat, kam jsou hlasené HEV pozitivni vzorky z celé Ceské
republiky zlet 1996-2011 zahrnuty. (Epidat) Pfi srovnani vSech dostupnych informaci a
poznatkd je také mozné vysvétlit, pro¢ jsou pozitivni vysledky nejéastéji nalézany v urcitych
mesicich. Nejvyssi incidence pacienti Kralovéhradeckého kraje testovanych na anti-HEV
protilatky je ptredevS§im v letnich mésicich a zafi, kdy béhem obdobi prazdnin lidé cestuji do
turisticky velmi oblibenych piimoiskych statl, zejména stredomoiskych oblasti. Jelikoz HEV
infekce nesouvisi jen s cestovanim, poc¢ty nakaz vzristaji i z divodu poziti nedostate¢né tepelné
upraveného masa napi. grilovanim. S druhou vlnou cestovani nejcastéji do exotickych destinaci
mohou piichazet i dal§i HEV pozitivni vzorky obyvatel CR, a to pfedev§im v podzimnich a
zimnich mésicich. Samoziejmée nelze opominout oblibenost konzumace zabijackovych produktt
V této Casti roku.

Naproti tomu celkové pocty z celé republiky poukazuji na nejvyssi vyskyt onemocnéni
hepatitidou E v zimnich a jarnich mésicich, ptedevsim z diivodu poziti infikovanych masnych
produktii.

Samoziejmé& vyse uvedeny vycet je pouze orientacni, jelikoZ v dneSni dobé neni pohyb
obyvatel omezovan a chovy vepfového nejsou bézné testovany na HEV infekci. Z téchto diivodu

je mozné HEV pozitivni vzorky nalézat celorocné.
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Znazornéni poctu HEV pozitivit dle
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obr. & 30: Srovnani HEV+ pacientii v CR v letech 1996-2011 a HK v letech 2008-2011 dle
mésice odbéru
(Epidat 1996- 2011)

Zpusob nikazy

Jelikoz je HEV infekce epidemiologicky vyznamné onemocnéni, je vZdy nutné u kazdého
hlaseného piipadu vySetfit pfi¢inu nakazy. Z celorepublikovych udaju (Epidat 1996-2011) je
pouze 16% infekci importovanych, 84% vSech ndkaz mélo pfiinu nesouvisejici s cestovanim do
endemickych oblasti s vyskytem pfevazné HEV genotyptl 1 a 2. Zaznamenanymi pfi¢inami
onemocnéni tak jsou napf. konzumace jitrnic a ostatnich zabijackovych produktd, ryb, fiki,
mletého masa a uzenin, masa z ¢erné zvetre nebo 1 kopeckové zmrzliny, nedostateény tklid WC
aj.

Importované infekce pochazely ztéchto zemi: Indie, Egypt, Francie, Bangladés,
Chorvatsko, Recko, Bulharsko, Cina, Madarsko, Némecko, Nepal, Spanélsko, Turecko,
Ukrajina, Afghénistan, Italie, Jizni Afrika, Nizozemsko, Thajsko a USA. Pocty importovanych
nakaz do CR jsou kazdoroén& piiblizné stejné, vzdy do 20 osob ro¢né. To oviem nelze fict o
autochtonnich nakazéach, jejichz poCty rok od roku rostou a nckolikanasobné pievySuji
cestovatelské ndkazy.

V Kralovéhradeckém kraji je situace obdobna jako v celé CR. V nasledujici tabulce jsou
znazornény pocty HEV pozitivnich pacienti hlaSenych Krajské hygienické stanici
Krélovéhradeckého kraje s porovnanim s pocty pozitivit zjisténych ve FN HK ve sledovanych
letech. Pocty se lisi, protoze na KHS HK jsou zaznamenény infek¢ni stddia nemoci a nékteré

ptipady byly vySetteny i v jinych laboratotich.
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Rok FN HK KHS HK
2008 8 4
2009 25 13
2010 9 3
2011 35 13

obr. €. 31: Tabulka poéti HEV+ pacientii
(stni sd€leni MUDr. Josef Mlynai, CSc., Protiepidemické oddéleni KHS HK)

V roce 2008 nebyl ani jeden hlaSeny piipad pro KHS spjat s cestovatelskou anamnézou.
Uvadény jsou konzumace tropického ovoce a zabijackovych produkti a zeméd¢élské prace.

V roce 2009 byly diky hlaseni zaznamenany 2 piipady spojené s turismem, a to s
navitévou Recka a Chorvatska. Pfi¢inami onemocnéni byla opét konzumace masovych pokrmii
nebo i prace plavcika, pfi které mohlo dojit k ndkaze stykem s kontaminovanou vodou. Také
nékolik pfipadii bylo odhaleno epidemiologickym Setfenim piibuznych a pratel, u nichz se
objevila inaparentni forma choroby.

V roce 2010 nem¢l Zadny piipad souvislost s cestovanim.

V roce 2011 pochazela vétSina hlaSeni na KHS od pacienti, ktefi zkonzumovali vepiové
maso a vodu z nezajisténych zdroji, manipulovali se syrovym masem a nevycestovali do
zahrani¢i. Existuji také pfipady nalezii v ramci pfedoperacnich vySetfeni ¢i epidemiologickych
Setfeni rodin postizenych HEV infekci.

Ne vzdy je vSak mozné objasnit hlavni pfi¢inu onemocnéni. (Gstni sd€leni MUDr. Josef

Mlynaft, CSc., Protiepidemické oddéleni KHS HK)

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze importovand onemocnéni tvofi mensinu vSech HEV infekei.
Pro porovnani lze pouzit nasledujici obr. €. 32, kdy v prvni ¢ésti nalevo jsou rozdéleny vSechny
hlasené HEV+ piipady v Ceské republice v letech 1996-2011 pravé podle cestovatelské historie
a nakazy pi¥imo na uzemi CR, oznaené jako ostatni. Napravo jsou uvedeni pacienti hlaseni na

KHS HK ve sledovanych letech 2008-2011.
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CR 1996-2011 KHS HK 2008-2011

M import W ostatni M import M ostatni

obr. & 32: Srovnani kumulativniho podilu HEV+ pacienti CR 1996-2011 a KHS HK
2008-2011 dle cestovatelské anamnézy
(Gstni sdéleni MUDr. Josef Mlynat, CSc., Protiepidemické oddéleni KHS HK;
Epidat 1996- 2011)

Pro ndzornost zaznamenanych moznosti prenosu HEV viru, vySe oznacené jako ostatni,
jsou ptiloZzeny nasledujici grafy. V prvni €asti jsou znazornény vSechny poskytnuté informace
z celé Ceské republiky z let 2000-2011 pochézejici od 576 pacientl. Ve druhém, napravo lezicim
grafu, jsou uvedeny pficiny infekce poskytnut¢ KHS HK od 31 pacientii ze sledovanych let

2008-2011, které nesouviseji s cestovatelskou anamnézou.

CR 2000-2011 KHS HK 2008-2011
Bvoda W potraviny W kontakt Byoda M potraviny @ kontakt M jiné M neobjasnéna
Hjiné M neobjasnéno 6%

16%
1% 5%

=

obr. & 33: Srovnani kumulativniho podilu hlavnich p¥i¢in nakazy HEV virem v CR
v letech 2000-2011 a udaju KHS HK v letech 2008-2011
(Gstni sdéleni MUDr. Josef Mlynat, CSc., Protiepidemické oddéleni KHS HK;
Epidat 2000- 2011)
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6 ZAVER

- Zprezentovanych vysledkli vyplyva, ze pocty onemocnéni virem hepatitidy E ptedstavuji
v Ceské republice i v Kralovéhradeckém kraji vyznamné procento ze viech onemocnéni
virovymi hepatitidami. Ve své praci jsem zjistila, Ze uvedenymi sérologickymi testy je
mozné potvrdit akutni onemocnéni virovou hepatitidou E i prokazat IgG protilatky po
prodélaném onemocnéni.

- Jako pfinosné se jevi testovani odebranych vzorkli obéma ELISA metodami pro prikaz IgM
a IgG protilatek ve tfech po sobé jdoucich odbérech pro sledovani imunitni odpovédi
pacienta v navaznosti na klinicky obraz. Protoze se sérologicka diagnostika virové
hepatitidy E provadi teprve po dobu n¢kolika malo let, nelze ptesné fici, zda IgG protilatky
jsou po probéhlém onemocnéni detekovatelné po cely zivot pacienta nebo po vyznamné
dlouhou nebo kratsi dobu.

- Pfi analyze nebyla u Zadného pacienta prokazana dudlni infekce Sjinym primarné
hepatotropnim virem. Proto u pacientl s klinickym podezienim na virovou hepatitidu a
s negativnimi vysledky vySetfeni na ostatni hepatitidy je z divodu diferencidlni diagnostiky
nutné provést sérologické vySetteni také na infekci HEV.

- Velmi dilezité je znat pacientovu nejen cestovatelskou, ale hlavné profesionalni a
epidemiologickou anamnézu. Také u t€hotnych Zen s klinickymi pfiznaky onemocnéni jater
je nezbytné na moznost onemocnéni HEV myslet a vySetfeni anti-HEV protilatek
neprodlené provést. I kdyz bohuzel ne vzdy se podaii odhalit pravou pfi¢inu onemocnéni.

- Srovnavanim se potvrdilo, Ze nejvice rizikovou skupinou jsou muzi sttedniho véku.

- RovnéZ vyplynulo, ze pocty importovanych piipadli nedosahuji pfedpokladanych pocta, ale
naopak prevladaji autochtonni infekce. Tyto néalezy potvrzuji literarni Gidaje ze zemi Evropy
a severni Ameriky. Je nutné si uvédomit, Ze ncktera zvirata chovanda jako domaci mazlicci
(zakrsla prasatka, apod.) mohou byt téZ nepiedpokladanym zdrojem infekce.

- Zvyse uvedené analyzy vyplyva, ze HEV infekci nelze v zadném ptipad¢ podcenovat. Lze
predpokladat i nadale nartist pozitivnich vzorkii v ramci celé Ceské republiky, a z tohoto
ditvodu bude nutné vénovat HEV viru zvySenou pozornost a zdravotni vychovu a prevenci

zaméfit 1 na tuto infekci.
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7 SEZNAM ZKRATEK

Ab - Antibody - protilatka

ALT - Alaninaminotransferaza

AST - Aspartataminotransferaza

DNA - Deoxyribonucleic acid — deoxyribonukleova kyselina
EIA - Enzyme ImmunoAssay

ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

FN HK - Fakultni nemocnice v Hradci Kralové

GMD - Glutamatdehydrogenaza

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 -Krajské hygienicka stanice v Hradci Kralové

NRL - Narodni referenc¢ni laboratof

ORF - Open reading frame - otevieny ¢teci ramec

PCR - Polymerase chain reaction - polymerazova fetézova reakce
RT-PCR - Reverse transkriptase polymerase chain reaction —

polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci

RNA - Ribonucleic acid — ribonukleova kyselina

SzU - Statni zdravotni Gstav

UKM - Ustav klinické mikrobiologie

WHO - World health organization — Svétova zdravotnicka organizace
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