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SOUHRN

Cil prace: Zjistit prevalenci protildtek proti viru hepatitidy
E (HEV) v populaci Ceské republiky ve véku od 15 do 64 let
a provést analyzu podle véku a pohlavi a zhodnotit pfinos
imunoblotového testu pro ovéreni specificity zakladniho
screeningového EIA testu.

Materidl a metody: Pro studii byla vyuzita séra z mno-
houcelového sérologického prehledu z roku 2001. K vysetreni
anti-HEV 1gG byl pouzit test enzymové imunoanalyzy (EIA)
RecomWell HEV IgG (Mikrogen Diagnostik, SRN). Nasledné
konfirmacni vysetreni bylo provedeno imunoblotovym testem
RecomLine HEV IgG/IgM (Mikrogen Diagnostik, SRN).
Vysledky: EIA testem RecomWell IgG bylo vysetfeno celkem
1715 sér a reaktivita anti-HEV 1gG byla zjisténa u celkem 115
vzorkl (6,7 %). U muzl bylo zjisténo 58 reaktivnich sér (6,7 %)
auzen57 (6,6 %). Prevalence anti-HEV IgG s vékem stoupa

ABSTRACT

Némecek V., Butovicova P., Maly M., Dité P., Veftatova M.,
Vodickova l., KFiz B.: The prevalence of antibodies against
Hepatitis E Virus in the Czech Republic: serological survey
Aim: To determine the prevalence of antibodies against
hepatitis E virus in the general population of the Czech
Republic of age 15 to 64, to analyse the age and sex distri-
bution of these antibodies, and to evaluate the benefit of the
immunoblot test for the confirmation of the specificity of the
enzyme immunoassay (EIA) screening test.

Material and methods: Sera from the last available multi-
purpose serological survey conducted in 2001 were tested.
Anti-HEV |gG was detected by the RecomWell HEV IgG EIA
test (Mikrogen Diagnostik, Germany). The immunoblot assay
RecomLine HEV IgG/IgM (Mikrogen Diagnostik, Germany)
was used for confirmation.

Results: Using the RecomWell IgG EIA test, anti-HEV 19G
reactivity was found in 115 (6.7%) of 1715 sera. No significant

uvob

Virus hepatitidy E (HEV) je fazen do rodu Hepevirus z Celedi
Hepeviridae. Jeho genom tvoi jednofetézcova (+) RNA délky
7,2 kb, ktera obsahuje tfi kodujici oblasti ORF1, ORF2
a ORF3. Jsou znamy Ctyfi genotypy (gt) infikujici ¢lovéka
HEV 1 az 4 [1], které maji rozdilnou geografickou distri-

z hodnoty 3,5 % ve vékoveé skupiné 15-24letych na 16,8 % ve
skupiné 55-64letych.

Zaveéry: Na zdkladé sérologického prehledu byla zjisténa
séroprevalence protilatek proti viru hepatitidy E v Ceské re-
publice ve vékoveé skupiné 15-64 let. Celkova séroprevalence
v prehledu ¢inila 6,7 %, prepoctend na pocet osob v CR pak
8,6 %. Prevalence anti-HEV stoupa s vékem s maximem 16,8 %
ve vékoveé skupiné 55-64 let. Nebyl zjistén rozdil v prevalenci
podle pohlavi. Pouziti imunoblotového testu RecomLine IgG
pro ovéreni vysledkd vysetreni protilatek anti-HEV tridy I9G
v séroprevalen¢ni studii nelze jednoznacné hodnotit jako
pfinosné.
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difference in the anti-HEV |gG reactivity was found between
men 58 (6.9%) and women 57 (6.6%). The prevalence of
anti-HEV lgG increased with age from 3.5% in the age group
15-24 years t0 16.8% in 55-64-year-olds.

Conclusions: The prevalence of hepatitis E IgG antibodies
determined in the serological survey in the age group 15-64
years was 6.7%. Recalculated for the general population of
the Czech Republic, the prevalence was 8.6%. The prevalence
of anti-HEV antibodies increased with age, reaching a peak
of 16.8% in the age group 55-64 years. The prevalence was
not significantly different between men and women.

Using the immunoblot RecomLine IgG test for the confirma-
tion of the specificity of the screening test in the seropreva-
lence study was not of clear benefit.

KEYWORDS

hepatitis E virus - anti-HEV - prevalence - EIA - immunoblot

Epidemiol. Mikrobiol. Imunol, 66, 2017, ¢ 1,s.3-7

buci [2]. Genotyp 1 se vyskytuje pfevdZné v Asii a severni
Africe, genotyp 2 v Mexiku a Jizni Americe, genotyp 3
v Evropé a Severni Americe a genotyp 4 v jihovychodni
Asii. HEV gtl a gt2 se vyskytuji zejména v oblastech
s nizkou urovni hygieny a $ifi se fekalné ordlni cestou,
pfevazné kontaminovanou vodou. Genotyp 3 a 4 se Sifi
hlavné zoonoticky [3]. Rezervodrem jsou domaci i di-
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vokd zvifata, nej¢astéji prase domdcii divoké a sparkatd
zvéf. K pfenosu vétsinou dochazi pozitim nedostatecné
tepelné zpracovaného masa, ale uplatiuje se i fekalné
oralni pfenos. Mozny je i pienos krvi napf. transfuzi
nebo injekéni aplikaci drog [4].

HEV vyvolava u ¢lovéka asymptomatickou infekci nebo
manifestni onemocnéni, které zpravidla probihd jako
akutni hepatitida, kon¢ici izdravou. U imunokompromi-
tovanych osob miize dojit k perzistenci viru a chronickému
onemocnéni [5].

Laboratorni diagnostika virové hepatitidy E (VHE) je zalo-
Zena na stanoveni protilatek IgM a IgG proti HEV, ptipad-
né stanoveni HEV RNA [6]. Sérologické diagnostické testy
vyuzivaji syntetické peptidy nebo rekombinantni proteiny
odvozené z kédujicich oblasti ORF2/ORF3. HEV ma jeden
sérotyp, a proto se v diagnostickych testech vyskytuji
antigeny odvozené od riiznych genotypt.

Protilatky anti-HEV IgM dosahuji zpravidla vysokych
hladin jiz v dobé objeveni klinickych ptiznaki a vymizi
ve vétsiné pripadii po 32 tydnech [6]. Protilatky anti-HEV
IgG dosahuji nejvyssich hodnot vétsinou ctyri tydny po
objeveni symptomi. Pro prevalen¢ni studie je diilezitd
informace o dlouhodobém pretrvavani protilatek IgG.
Literarnich udaji vsak neni mnoho a doba pietrvavani
protildtkové odpovédi neni pfesné zndma. Chadha M. S.
etal. potvrdili pretrvavani anti-HEV IgG pét let po infekci
u vSech vySetfovanych osob [7], zatimco Rapicetta M.
etal. za stejnou dobu jen u 37 % [8]. Khuroo et al. zjistili,
Ze 47 % osob ma prokazatelné anti-HEV IgG protilatky jesté
14 let po prozité VHE [9].

K vyraznym epidemiologickym charakteristikam virové
hepatitidy E, které by se mély odrazitiv datech o séropre-
valenci anti-HEV protilatek, je nemocnost podle véku a po-
hlavi. Nemocnost VHE v CR s vékem vyrazné nariistd a ma-
xima dosahuje ve vékovych skupinach 50-69 let - graf 1
(EPIDAT). Dlouhodobé je pozorovan vyssi vyskyt VHE
umuzil nez uZen - graf 2 (EPIDAT). Cilem nasi studie
bylo zjistit prevalenci protilatek proti HEV v populaci
Ceské republiky ve vékovych skupinich od 15 do 64 let,
provést analyzu podle véku a pohlavi a zhodnotit ptinos
imunoblotového testu pro ovéfeni specificity zakladniho
screeningového EIA testu.

Hepatitida E, priimérna roéni nemocnost na 100.000 obyvatel podle véku, CR,
1996-2011
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MATERIAL A METODY

Pro urceni prevalence protilatek proti viru hepatitidy E
tiidy IgC (anti-HEV IgC) v Ceské republice byla vyuZita séra
z mnohoticelového sérologického prehledu z roku 2001.
Séra byla ziskana ndhodnym vybérem od osob z bézné po-
pulace bez znamek hore¢natého onemocnéni a byla ucho-
vavana v alikvotech v sérové bance Centra epidemiologie
a mikrobiologie SZU pfi teploté -20 °C. Pro prevalen¢ni
studii bylo pouZito 1715 vzorka sér osob ve véku 15-64 let,
znichz 48,2 % bylo muzt a 51,8 % Zen.

K vySetfeni anti-HEV IgG byl pouzit test enzymové imuno-
analyzy (EIA) RecomWell HEV IgG (Mikrogen Diagnostik,
SRN). Doplitkové ndsledné konfirmacni vySetfeni by-
lo provedeno imunoblotovym testem RecomLine HEV
IgG/IgM (Mikrogen Diagnostik, SRN). Oba testy byly pro-
vedeny a vysledky vyhodnocovany podle postupu uvede-
nému v navodu vyrobce.

Statistické hodnoceni bylo provedeno programem STATA
v. 9.2, Stata Corp. LP, College Station, TX, USA, x 2 tes-
tem nebo Armitageovym testem. Hodnoty p < 0,05 byly
povazovany za statisticky vyznamné. Udaje o nemocnosti
VHE podle véku a pohlavi byly ziskany ze systému hlaseni
vybranych infekénich onemocnéni EPIDAT.

VYSLEDKY

EIA testem RecomWell IgG bylo vysetfeno celkem 1715 sér
prevalencni studie a reaktivita anti-HEV IgG byla zjisténa
u celkem 115 vzorki (6,7 %), z nich podle kritérii vyrobce
bylo 13 hrani¢né reaktivnich v tzv. Sedé z6né. U muzi bylo
zjisténo 58 reaktivnich vzorki (6,9 %) a u Zen 57 (6,6 %).
Vysledky vyskytu v jednotlivych vékovych skupinach jsou
uvedeny celkem a zvlast pro muze a Zeny, v absolutnich
poctech irelativné v tabulce 1.

Prevalence anti-HEV IgG s vékem stoupa z hodnoty 3,5 % ve
vékové skupiné 15-24letych na 16,8 % ve skupiné 55-64le-
tych. Statistické hodnoceni linearniho trendu vzestupu
pfes jednotlivé vékové skupiny provedené Armitageovym
testem vykazuje vysledek vysoce statisticky vyznamny
(p < 0,001), tzn. Ze trend je prokazatelny. Nartst preva-
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Graf 1. Primérna nemocnost VHE v CR v zavislosti na véku

Figure 1. Mean viral hepatitis E morbidity in the Czech Republic by age
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Graf 2. Nemocnost VHE v CR podle pohlavi

Figure 2. Viral hepatitis E morbidity in the Czech Republic by gender




Tabulka 1. Prevalence protilatek anti-HEV IgG v sérech ze sérologického

piehledu 2001

Table 1. The prevalence of anti-HEV IgG antibodies in sera from the 2001 serological survey
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ey Vysetiens séra SR T Bl

[roky] pocet muzi/zeny poéet % poéet % pocet %
15-24 921 452/469 32 3,5 15 3,3 17 3,6
25-34 195 97/98 14 7,2 9 9,3 5 5,1
35-44 197 96/101 15 7,6 9 9,4 6 59
45-54 193 96/97 19 8 8,3 n n3
55-64 209 105/104 35 16,8 17 16,2 18 17,3
Celkem 1715 846/869 15 58 6,9 57 6,6

lence anti-HEV IgG s vékem je v souladu s tidaji o nartistu
nemocnosti v zavislosti na véku, ktery ukazuje graf 1.
Rozdil v celkové prevalenci anti-HEV IgC u muzt (6,9 %)
azen (6,9 %) neni statisticky vyznamny (p = 0,8188). Ani
ve vékové skupiné 25-34letych, kde byla zjisténa nejvétsi
odlisnost hodnot prevalence mezi muzi (9,3 %) a Zenami
(5,1%), neni tento rozdil statisticky vyznamny (p = 0,2931).
Craf 2ukazuje, Ze od roku 2001 je setrvale zaznamenavana
vys$si nemocnost virovou hepatitidou E u muzii nez u zen
a tento rozdil je v jednotlivych letech vzdy statisticky
vyznamny.

Graf 3 ukazuje podil (%) anti-HEV IgG reaktivnich nalezi
z poctu vySetfenych testem EIA podle okresti v CR.

K ovéfeni specifity vysledki anti-HEV IgG byl pouzit imu-
noblotovy test RecomLine IgG. Ze 1715 vzorki souboru bylo
testem RecomLine IgG vySetieno 115 vzorki reaktivnich
a téz 68 vzorki negativnich v EIA testu RecomWell IgC.
Ze 115 reaktivnich vzorka byl vysledek konfirmac¢niho
testu pozitivni u 75 vzorki (65,2 %), u 40 vzorki tj. 34,8 %,
se reaktivita vysledku EIA testu konfirma¢nim testem
nepotvrdila. RecomWell IgG je test kvalitativni, u néhoz je
reaktivni vysledek vymezen hodnotou S/CO, tj. pomérem
extinkce vzorku a hladiny pozitivity vét§sim nez 1. Hodnota
S/CO vSak vyjadfuje miru reaktivity vzorku. V souboru an-

Podil anti-HEV
2 poctu vygetienych (%)
C—3 o0 49
= 50- 99
[ 10.0-14.9
B 15.0-249

Graf 3. Podil anti-HEV IgG pozitivnich vzorki z poctu vysetfovanych (%)
geograficky podle okrest

Figure 3. The percentage of anti-HEV IgG positive samples of the total tes-
ted by district

ti-HEV IgG reaktivnich sér byly zaznamenany hodnoty S/
COvintervalu 1-11. Nejcetnéjsi byly S/CO hodnoty v rozme-
zi1-1,99 tj. hrani¢ni pozitivity (49/115) a hodnoty 2-2,99,
tj. slabé pozitivity (25/115) dohromady 74/115 (64,3 %).
Podil vysledki potvrzenych testem RecomLine v zavislosti
na hodnoté S/CO u vzorkd pozitivnich v testu RecomWell
je uveden v tabulce 2. Z tabulky vyplyva, Ze v kategorii
hrani¢nich EIA vysledkd S/CO 1-1,99 imunoblotovy test
potvrdil jen 18, tj. 36,7 % EIA pozitivnich vysledka. Pro
hodnoty S/CO 2-3,99 shoda vysledk vzrostla na 76,0 %,
pro S/CO = 4 je shoda s jednou vyjimkou 100%.

Imunoblotovym testem RecomLine bylo vySetfeno i 68
vzorkd negativnich v EIA testu RecomWell IgG. U 59 sér
byl vysledek imunoblotového testu rovnéZ negativni, ale
u 9 vzorki (13,2 %) byl vysledek pozitivni. Vysledek dovy-
Setfeni téchto 9 vzorkti dvéma dalsimi EIA testy DiaPro IgG
(Diagnostic BioProbes s.r.1., Italy) a MPHEV ELISA IgG (MP
Diagnostics, Singapore) byl rovnéz negativni. Specificitu
vysledkd imunoblotového testu nebylo u téchto 9 vzork
mozné dale ovéfit. Z uvedenych vysledkd je zfejmé, Ze
byly zjistény vyrazné rozdily mezi EIA testem RecomWell
IgG a imunoblotovym testem RecomLine IgG, které nelze

Tabulka 2. Podil vysledki potvrzenych testem RecomLine podle S/CO
hodnoty v testu RecomWell

Table 2. Comparison of the distribution of the RecomWell S/CO values
in the RecomLine positive or negative samples

Pozitivni vysledek testu
RecomWell IgG

Pozitivni vysledek testu
RecomLine IgG

Interval S/CO pocet pocet %

1-1,99
2-2,99
3-3,99
4-4,99
5-5,99
6-6,99
7-7,99
8-8,99
9-9,99

10-10,99

N[O INOlO N | O |0

Celkem 15

N
(4]
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hodnotit jen jako rozdily v citlivosti testt. Pouziti imu-
noblotového testu RecomLine IgG pro ovéfeni vysledkia
vySetfeni protilatek anti-HEV tfidy IgG v séroprevalenc¢ni
studii nelze jednoznac¢né hodnotit jako pfinosné.
Celkovy vyskyt protilatek anti-HEV IgG v celém souboru
1715 sér osob ve véku 15-64 let na podkladé vysetteni EIA
testem RecomWell IgG je 6,7 %. Pocet vzorki v sérologic-
kém piehledu v jednotlivych vékovych skupinach a v po-
dilu muzt a Zen neodpovida zcela zastoupeni ve skute¢né
populaci CR, proto byly vysledky z jednotlivych vékovych
skupin na skute¢né pocty podle idajii Ustavu zdravotnic-
kych informaci a statistiky (UZIS) pfepoéitany. Celkova
prevalence anti-HEV IgG protilitek po ptepocteni ve vékové
skupiné 15-64 let je 8,6 % (95% interval spolehlivosti je
4,4-15,0 %). Pokud se zohledni i vysledky konfirma¢niho
vySetfeni imunoblotovym testem RecomLine IgG, pak
celkova prepoctend prevalence ve vékové skupiné 15 az 64
letje 5,4 % (95% interval spolehlivosti je 2,2-11,0 %).

DISKUSE

Pritomnost samotnych protilatek anti HEV IgG je znakem
prozité infekce. Vzhledem k tomu, Ze v CR neni k dispozici
ockovani, nemohou byt protilatky diisledkem vakcinace.
Bylo zjisténo, Ze mezi vysledky ziskanymi dostupnymi
diagnostickymi testy na protilatky anti-HEV IgG jsou znac-
né rozdily (10, 11]. S touto variabilitou testil, ktera mtze
velmi vyrazné ovlivnit hodnoty prevalence, je potteba po-
¢itat pii porovnavani dat s idaji zjisténymi v riznych stu-
diich. Vysledky studii provadéné novéjsimi testy mohou
byt 3-5nasobné vyssi ve srovnani s hodnotami prevalence
ziskanymi star$imi testy. Naptiklad prevalence anti-HEV
v jihozapadni Anglii zji§téna testem ,,prvni generace* byla
16 % [12]. Sérologické diagnostické testy vyuzivaji proteiny
odvozené z kédujicich oblasti ORF2/OREFS3. 1 pti genotypové
rozdilnosti ma HEV jeden sérotyp [13]. V diagnostickych
testech se vyuzivaji antigeny odvozené od HEV riznych
genotypll, ale neni prokazino, Ze by tato skute¢nost méla
podstatny vliv na citlivost a specifitu testi. Ukazuje se,
Ze lepsi vlastnosti maji testy vyuzivajici rekombinantni
proteiny nez syntetické peptidy [14]. V soucasnosti nejcit-
livéjsi test Wantai HEV vyuziva rekombinantni protein
(PE2) spontanné tvorici homodimery nebo polymery, coz
vyrazné podporuje jeho antigenicitu oproti monomernim
formam [12]. Analytickou citlivost testl na stanoveni
anti-HEV IgG lze stanovovat a porovnavat na podkladé
referen¢niho prepardtu WHO [15] vytvofeném Narodnim
institutem pro biologické standardy a kontrolu (NIBSC).

V Evropé se prevalence protildtek proti HEV muze vy-
razné li8it jak mezi stity, tak v rdmci jednotlivych zemi
i pti pouziti shodnych nebo porovnatelnych testi. Casto
citovany je rozdil v prevalenci v jizni a severni Francii, ¢i
vjizni Anglii a Skotsku. Pfi mezindrodnim srovnavani
urovné prevalence jsou castéjsi udaje tykajici se darct
krve. Séroprevalencni studie odpovidajici sérologickym
piehled@im v CR jsou ojedinélé. Dérce krve je mozné po-
vazovat za skupinu relativné blizkou obecné populaci.
Publikovana data u darcti krve, ziskana vysoce citlivym
Wantai, jsou k dispozici napt. z Némecka, kde prevalen-
ce ¢ini 29 %, Nizozemska 27 %, jihozapadni Anglie 16 %,
jihozdpadni Francie 52 % [16].
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Hodnota prevalence zjisténa z nami provedeného séro-
logického prehledu pro populaci ve véku 15-64 let testem
RecomWell je 6,7 %. Podle Strakové et al., ktera publikova-
la vysledky na zakladé téhoz sérologického ptehledu pouze
ze dvou okresti CR, avsak testem DiaPro, byla prevalence
5,7 % [17]. Prevalence anti-HEV protilatek s vékem nartis-
ta, coZ je ve shodé s vékovou distribuci nemocnosti v CR
a odpovida izahrani¢nim publikovanym tdajam [18].
Prevalence protilatek u muzii a Zen nebyla statisticky vy-
znamné rozdilnd ani celkové, ani v jednotlivych vékovych
skupinach, coz je ve shodé s tidaji nékterych Evropskych
zemi, napt. Némecka [19]. Tento nalez vsak neni v sou-
ladu s udaji o nemocnosti v CR, ktera je od roku 2000
setrvale statisticky vyznamné vy$si u muzi (viz graf 2).
Craf 3 ukazujici geografickou distribuci podilu pozitivnich
vysledkt anti-HEV IgG podle okresti nelze porovnavat
s idaji o nemocnosti v disledku velmi nizkého poctu
hlasenych piipadt VHE (13 pripadil) v roce 2001. Znac¢na
cast reaktivnich vysledki testem RecomWell IgG (34,8 %)
se imunoblotovym testem RecomLine IgG nezkonfir-
movala. To je ptekvapivé zjisténi v ptipade, Ze oba testy
jsou od shodného vyrobce. Vysledky uvedené v tabulce 2
ukazuji, Ze naprosta vétsina vysledkt nepotvrzenych imu-
noblotovym testem patiido skupiny hrani¢nich ¢islabych
v EIA testu (interval S/CO 1-2,99). Uvedené vysledky je
nesnadné vysvétlit jen vyssi specificitou imunoblotového
testu, s ohledem na skutecnost, Ze vySetteni 68 vzorki
negativnich v RecomWell IgG testu vedlo ke zji§téni pozi-
tivity imunoblotovym testem u 9 vzorka (13,2 %), pficemz
hodnoty S/CO u uvedenych vzorkt nebyly blizké hladiné
pozitivity (CO). Téchto 9 vzorki bylo negativnich i pii vy-
Setfeni dvéma dal$imi EIA testy DiaPro a MP. RecomLine
je jedinym komer¢nim imunoblotovym testem, proto je
obtizné specifitu téchto nalezii déle ovéfit.

Pfi vyhodnocovani séroprevalencnich dat ziskanych na
podkladé vysledki EIA testti doplnénych o konfirma¢ni
vySetfeni je proto namisté opatrnost. To potvrzuje napt.
studie testujici soubor darct krve paralelné tfemi EIA testy
a imunoblotovym testem, kdy byla prevalence zjisténa
testem MP Diagnostics 4,9 %, testem Dia.Pro 4,2 % a tes-
tem Fortress 21,8 % a imunoblotovym testem RecomLine
byly vysledky testti MP Diagnostics a Dia.Pro potvrzeny
v 80 %, ale vysledky testu Fortress v 42,3 % [20].

ZAVER

Na zakladé sérologického piehledu byla zjisténa séro-
prevalence protilatek proti viru hepatitidy E v Ceské re-
publice ve vékové skupiné 15-64 let. Celkova séroprevalen-
ce v piehledu ¢inila 6,7 %, pfepoctena na pocet osob v CR
pak 8,6 %. Prevalence anti-HEV stoupa s vékem s maxi-
mem 16,8 % ve vékové skupiné 55-64 let. Nebyl zjistén
rozdil v prevalenci podle pohlavi. Pouziti imunoblotového
testu RecomLine IgG pro ovéfeni vysledkl vySetieni pro-
tilatek anti-HEV tfidy IgC v séroprevalencni studii nelze
jednoznacné hodnotit jako piinosné.
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