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Uvod

Virus hepatitidy E (HEV) je fazen mezi nejcastéjsi plvodce perordlné prenosnych hepatitid.
Jedna se o neobaleny virus o velikosti 27 - 34 nm. V soucasné dobé je zarazen do celedi
Hepeviridae a vétsina savcich izolatl do rodu Hepevirus (Carstens, 2010; Kamar et al., 2012).
Genom HEV je tvoren jednim fetézcem ribonukleové kyseliny (RNA) s pozitivni polaritou. Sklada
se ze tfi otevienych Ctecich rdmcd (ORF). ORF1 kdduje nestrukturdlni proteiny, tzn. enzymy
potfebné pro replikaci virového genomu, jako jsou RNA polymeraza a helikdza. ORF2 koduje
jediny glykoproteid virové kapsidy, ktery zahrnuje imunogenni epitopy. ORF3 kdduje
fosforylovany protein (fosfoprotein), ktery je asociovan s cytoskeletem infikované bunky a
podili se na replikaci virovych c¢astic (Yamada et al., 2009). Na zakladé analyzy genomu
dostupnych izolatl a v souvislosti se schopnosti infikovat ¢lovéka lze v ramci rodu Hepevirus
rozpoznat zatim Ctyfi hlavni genotypy (HEV1, HEV2, HEV3 a HEV4; Lu et al., 2006). Tyto
genotypy mohou mit rGzné zplsoby Sifeni, rezervoary, moznosti mezidruhového prenosu a s
tim spojenou etiopatogenezi onemocnéni (Kamar et al., 2012).

Virus hepatitidy E (HEV) je pdvodcem onemocnéni ¢lovéka, virové hepatitidy typu E, které je
v Evropé za poslednich 10 let spojovano s 21 000 hlasenymi akutnimi pripady hepatitidy a 28
umrtimi. V tomto obdobi byl pozorovan témér desetindsobny narlst hlasenych pripad( tohoto
onemocnéni. V celé rfadé evropskych zemich virova hepatitida E nepodléha povinnosti hlaseni,
proto celkové mnoistvi pfipadl této hepatitidy je Evropé podhodnocen. Infekce ¢lovéka ma
vétSinou mirny pribéh, ale zejména u pacientl s preexistujicim onemocnénim jater mlze mit
az fatalni nasledky, uimunosuprimovanych pacientll je popisovan prechod do chronicity
(Aggarwal and Jameel, 2011). Pro humanni poufZiti byla vyvinuta vakcina proti HEV1, ktera je
pouzivana v Ciné a chrani ¢lovéka pred infekci a projevy onemocnéni. Jednd se o inaktivovanou
vakcinu zaloZzenou na rekombinantni E. coli exprimujici ¢ast obalového proteinu viru (ORF2) (Li
et al., 2005).

V evropskych zemich je nej¢astéji zaznamenan vyskyt genotypu 3 (HEV-3), u néhoz byl prokazan
zoonoticky potencial. HEV-3 byl zjistén v chovech prasat domacich i u prasat divokych témér po
celém svété. Za hlavni cestu Sifeni tohoto genotypu byl stanoven prenos kontaminovanymi
potravinami Zivoc¢iSného pavodu, pricemz prasata domdci i divoka jsou povaZovana za hlavni
zvireci rezervoar HEV-3 (van der Poel, 2014).



Cil metodiky

Cilem metodiky bylo zavést a validovat ELISA metodu ke stanoveni hladiny protilatek proti

viru HEV3 u prasat.

I. Vlastni popis metodiky

II.1. Rekombinantni protein ORF2 HEV3

V ELISA testu jsou stanovovany hladiny protilatek proti kapsidovému proteinu
ORF2 HEV3, ktery byl vyuzZit jako antigen. Rekombinantni protein ORF2 HEV3 AA386-661
predstavuje ¢ast strukturdlniho proteinu ORF2 HEV3 v rozsahu aminokyselin 368-661 nativniho
proteinu. Pro konstrukci plasmidu umoziujiciho expresi fragmentu ORF2 HEV3 byl pouzit kmen
Escherichia coli K12/TOP10 (Thermo Fischer Scientific). Findlni plasmid byl nasledné
transfekovan do Escherichia coli BL21 (Sigma-Aldrich), ktera po indukci exprese produkuje
fragment ORF2 proteinu HEV3. Tento protein obsahuje na svém N-konci polyhistidinovou kotvu
umoznujici jeho purifikaci. Takto izolovany protein byl pro potrfeby ELISA testu ddle precistén
preparativni elektroforézou (model 491 prep cell Bio-Rad) na Cistou frakci proteinu (obr.1).
Obrazek 1 — SDS-PAGE purifikovaného rekombinantnimu proteinu ORF2 HEV3_AA386-661

pouZitého v ELISA testu. Silny prouZzek v pravém sloupci je rekombinantni protein ORF2
HEV3_AA386-661 o pfiblizné molekulové hmotnosti 40 kDa.



I1.2. Metodika ELISA reakce

ELISA test byl pripraven potazenim jamek mikrotitracni desky rekombinantnim
proteinem ORF2 HEV3 v pracovnim fedéni 1 ug/ml v karbonat-bikarbonatovém pufru (0,05 M,
pH 9,6) v objemu 100 pl na jamku (inkubace 16 hodin, 42C). Nasledné byly desky trikrat
promyty PBS s obsahem 0,05 % Tween 20 (PBS-T, pH 7,2). Poté byla mikrotitracni desticka 30
minut blokovana pfi pokojové teploté roztokem PBS s pridavkem 0,5 % kaseinového
hydrolyzatu a 10% sacharézy v objemu 200 pl na jamku. VySetfované vzorky praseciho séra byly
fedény 100x v PBS-T s pridavkem 0,5 % kaseinového hydrolyzatu a v objemu 100 pl byly
aplikovany do jamek mikrotitrac¢ni desky. Po inkubaci (1 h, 37 °C, vlhkd komdarka) byly desky
tfikrat promyty roztokem PBS-T a do jamek bylo pfidano 100 ul anti-praseci polyklonalni
protilatky konjugované s kifenovou peroxiddzou (Bethyl Laboratories, Montgomery, USA) v
prislusném pracovnim fedéni. Po inkubaci (60 min, 37 °C, vlhka komUrka) byly desky opét t¥ikrat
promyty a do jamek bylo ptridano 100 pl roztoku substratu s chromogenem TMB Complete
(Test-line, Brno, Ceska republika). Enzymatickd reakce byla zastavena po 10 minutach
pridavkem 50 pl 2M kyseliny sirové. Vyslednd absorbance byla odectena pomoci

multikandlového spektrofotometru Synergy H1 (Biotek, USA) pfi vinové délce 450 nm.

Pro validaci testu byla pouZita séra prasat z vakcinacniho experimentu, kde skupina deseti
odstavenych selat byla vakcinovana inaktivovanou vakcinou obsahujici rekombinantni antigen
ORF2 HEV3 AA386-661. Druha skupina deseti odstavenych selat vakcinovana nebyla a séra

téchto selat byla pouZita jako séra negativni na pfitomnost protilatek proti HEV3.

[1.3. Vyhodnoceni ELISA testu

Hladina protilatek proti viru HEV3 stanovend pomoci ELISA soupravy pfipravené z
purifikovaného rekombinantniho antigenu ORF2 HEV3 dosahovala u negativnich vzorkd
pramérné hodnoty absorbance 0.217; SD 0.091. Hranice pozitivity byla stanovena jako hodnota
pramérné absorbance sérologicky negativnich vzork(l zvétSené o trojndsobek smérodatné

odchylky, t.j. 0.217+3x0.091 = hodnota absorbance 0.49.



[1.4. Validace ELISA reakce s antigenem ORF2HEV3

a) Homogenita potazeni mikrotitraéni desky antigenem ORF2HEV3:

Test byl proveden na jedné 96 jamkové desce dané vyrobni Sarze s jednim vzorkem séra. Byl
proveden standardni ELISA test dle pracovniho postupu uvedeného vyse. Vysledek testu je
vyjadien pomoci pramérné hodnoty absorbanci vysetfovaného vzorku séra a variacniho

koeficientu (CV). Vysledky testu jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Vysledky testu homogenity potazeni mikrotitraéni _desky antigenem
ORF2HEV3

1.304 | 1.27 | 1.233 | 1.266 | 1.251 | 1.233 | 1.292 | 1.238 | 1.253 | 1.285 | 1.269 | 1.223
1.279 | 1.236 | 1.211 | 1.193 | 1.219 | 1.221 | 1.21 | 1.208 | 1.222 1.24 1.24 | 1.263
1.243 | 1.251 | 1.229 | 1.197 | 1.201 | 1.207 | 1.178 | 1.158 | 1.196 | 1.215 | 1.251 | 1.274
1.198 | 1.216 | 1.184 | 1.163 | 1.173 | 1.14 | 1.178 | 1.196 | 1.225 1.17 | 1.223 | 1.247
1.16 | 1.174 | 1.166 | 1.151 | 1.144 | 1.146 | 1.14 | 1.151 1.16 1.148 | 1.228 | 1.184
1.165 | 1.135 | 1.156 | 1.153 | 1.142 | 1.125 | 1.14 | 1.147 1.16 | 1.163 | 1.19 | 1.113
1.189 | 1.138 | 1.103 | 1.127 | 1.142 | 1.111 | 1.141 | 1.134 1.15 1.162 | 1.189 | 1.108
1.19 | 1.126 | 1.118 | 1.163 | 1.187 | 1.174 | 1.213 | 1.202 | 1.174 | 1.224 | 1.28 | 1.264

T O|mmMm|Ololwm|>

primérna hodnota absorbance: 1.193
smérodatna odchylka vybérova: 0.049

variacni koeficient (%): 4.072

b) Opakovatelnost (intra-assay variability) pro antigen ORF2HEV3:

Tento test byl proveden v jedné vyrobni Sarzi mikrotitracnich desek se ¢tyfmi vzorky, v
zastoupeni 1 vzorek negativni (N) a tfi pozitivni (P1, P2 a P3) vzorky séra v Sestnacti replikacich
od kazdého vzorku dle standardniho pracovniho postupu uvedeného vySe. Pro kazdy vzorek
byla vypoditana primérna hodnota absorbance, smérodatnda odchylka vybérovd a variacni

koeficient (Tabulka 2). Vysledkem testu je varia¢ni koeficient pro cely rozsah méreni.



Tabulka 2: Vysledky testu opakovatelnosti (intra-assay variability) pro antigen ORF2HEV3:

Cislo méfeni N P1 P2 P3
1 0.217 1.14 1.321 1.392
2 0.221 1.152 1.347 1.555
3 0.239 1.155 1.325 1.514
4 0.249 1.125 1.318 1.574
5 0.234 1.139 1.349 1.55
6 0.225 1.17 1.368 1.577
7 0.238 1.158 1.363 1.559
8 0.217 1.149 1.416 1.576
9 0.205 1.182 1.249 1.446
10 0.234 1.17 1.333 1.599
11 0.23 1.144 1.311 1.566
12 0.237 1.203 1.338 1.652
13 0.239 1.104 1.33 1.601
14 0.237 1.196 1.4 1.625
15 0.274 1.128 1.37 1.585
16 0.232 1.019 1.418 1.627

Zavérecna tabulka:

Intra-assay N P1 P2 P3
Pocet testi 16 16 16 16
Prameér absorbanci 0.233 1.146 1.347 1.562
Smérodatna odchylka 0.015 0.043 0.043 0.066
Variacni koeficient [%] 6.632 3.717 3.167 4.218
Smérodatna odchylka pro cely rozsah 0.045

Variacni koeficient pro cely rozsah [%] 4.627

c) Opakovatelnost (inter-assay variability) pro antigen ORF2HEV3:

Zkouska byla provedena na deskach pochazejicich z jedné vyrobni Sarze. Testovani bylo
provedeno jako deset samostatnych analyz. Byly testovany Ctyfi vzorky, v zastoupeni 1 vzorek
negativni (N) a tfi pozitivni (P1, P2 a P3) vzorky séra, kazdy vzorek v kvadruplikdtu dle
standardniho pracovniho postupu uvedeného vyse. Pro kazdy vzorek byla vypocitana pramérna
hodnota absorbance ze viech test(, ddle smérodatna odchylka vybérova a variacni koeficient

pro cely rozsah méreni (Tabulka 3).



Tabulka 3: Vysledky testu opakovatelnosti (inter-assay variability) pro antigen ORF2HEV3

Cislo testu Cislo vzorku absorbance
N 0.177 0.178 0.183 0.191
1 P1 0.541 0.575 0.562 0.555
P2 0.876 0.89 0.868 0.936
P3 0.981 0.996 0.979 1.021
N 0.161 0.174 0.18 0.181
2 P1 0.524 0.569 0.554 0.581
P2 0.823 0.833 0.792 0.887
P3 0.933 0.96 0.95 1.01
N 0.157 0.183 0.176 0.174
3 P1 0.52 0.553 0.527 0.596
P2 0.824 0.825 0.852 0.891
P3 0.876 0.916 0.925 1.002
N 0.143 0.165 0.162 0.167
4 P1 0.529 0.566 0.589 0.584
P2 0.835 0.822 0.83 0.878
P3 0.932 0.921 0.965 1.007
N 0.189 0.16 0.167 0.169
5 P1 0.619 0.674 0.637 0.626
P2 0.913 0.925 0.926 0.904
P3 1.034 1.009 1.102 1.054
N 0.167 0.155 0.169 0.166
6 p1 0.637 0.604 0.618 0.608
P2 0.895 0.876 0.943 0.96
p3 0.946 0.979 1.01 1.045
N 0.15 0.137 0.164 0.155
7 P1 0.63 0.608 0.603 0.641
P2 0.831 0.838 0.905 0.901
p3 1.007 0.997 0.994 1.026
N 0.147 0.151 0.147 0.148
8 p1 0.606 0.597 0.592 0.602
P2 0.814 0.848 0.867 0.892
p3 0.973 1.015 1.018 1.075
N 0.15 0.148 0.155 0.153
9 p1 0.636 0.599 0.596 0.594
P2 0.852 0.837 0.892 0.901
p3 0.978 0.998 1.037 1.078
N 0.148 0.154 0.153 0.15
10 p1 0.674 0.655 0.625 0.583
P2 0.888 0.876 0.922 0.943
p3 1.047 1.039 1.059 1.077




Zavérecna tabulka:

Inter-assay N P1 P2 P3
Pocet testl 40 40 40 40
Prameér absorbanci 0.163 0.595 0.875 0.999
Smérodatna odchylka 0.014 0.039 0.041 0.05
Variacni koeficient [%)] 8.397 6.562 4.738 5.04
Smérodatna odchylka pro cely rozsah 0.039

Variacni koeficient pro cely rozsah [%] 6.352

1. Srovnani ,,novosti postupu*

Na trhu je komeréné dostupny podobny test ID Screen Hepatitis E Indirect Multi-species

ELISA.

V. Uplatnéni funkéniho vzoru

ELISA test k detekci hladiny protilatek proti viru hepatitidy E u prasat je pouzivan v laboratofi

autord k vyzkumnym ucelam.

Potencial dalSiho vyuziti metody je v komercnim stanoveni hladin protilatek proti viru

hepatitidy E u prasat.

V. Ekonomické aspekty

Metoda je na pracovisti autor( zavedena a pouzivana. Komeréni vyuziti zavisi na zajmu

chovatell nebo statnich organt detekovat protilatky proti viru hepatitidy E u prasat.
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