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Anotace

Populace koni na celém svété¢ je pomérné cCasto infikovana druhové
specifickymi alfaherpesviry: EHV-1 a EHV-4. Krom¢ ptimého prukazu téchto
puvodct respiracnich, neurologickych a reprodukénich onemocnéni lze pouzit také
nepfimou diagnostiku — detekci specifickych protilatek v krevnim séru pacienta.
Kontakt hostitelského organismu s virem navodi tvorbu protilatek proti Siroké skale
imunogennich epitopli na povrchu viru, ale pouze mald cast protilatek ma
schopnost virus zneutralizovat a zabranit jeho mnozeni v hostitelskych bunkach.
Takovéto neutralizacni protilatky se tvofi naptiklad proti epitoplim esencidlniho
glykoproteinu D, ktery je soucasti virového obalu. Glykoprotein D se pfimo c¢astni

procesu napadeni buiiky virem a protilatky jsou schopny tomuto procesu zabranit.

Abychom byli schopni tyto protilatky v séru koni detekovat, byl navrzen
test ELISA zalozeny pravé na peptidu obsahujicim neutralizaéni epitop
glykoproteinu D. Senzitivita a specifita tohoto testu mély byt srovnatelné
s komeréné dostupnymi testy, ale u nékterych ptipadi byly ziskany neodpovidajici
vysledky. Pfi¢in mize byt nékolik a K jejich objasnéni bude v budoucnu proveden

konfirmaéni virus-neutraliza¢ni test.
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Annotation

Horse population worldwide is quite often infected by species-specific
alfaherpesviruses: EHV-1 and EHV-4. Besides the direct detection of these agents,
which cause respiratory, neurological and reproductive diseases, an indirect
diagnosis can also be used — a detection of specific antibodies in the serum of the
patient. The contact of the host organism with the virus induces the production of
antibodies against a wide variety of immunogenic epitopes on the surface of the
virus, yet only a few of the antibodies have the ability to neutralize the virus and
prevent its propagation in the host cells. Such neutralizing antibodies are formed,
for example against the essential glycoprotein D epitopes: the glycoprotein D is
part of the virus envelope. Glycoprotein D is directly involved in the process of the
cell infection by the virus and antibodies are able to prevent this process.

In order to detect these antibodies in the horses’ serum, the ELISA test
based on the peptide containing a neutralizing epitope of glycoprotein D was
designed. The sensivity and the specificity of this test should be comparable with
commercially available tests, however, in some cases inadequate results were
obtained. There may be several causes for this and in order to clarify them a

confirmatory virus-neutralization test will be conducted in future.
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Seznam pouzitych zkratek

AMK — aminokyselina

BSA — bovinni sérovy albumin

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dsRNA — dvoufetézcové vlakno DNA

EHM - Equine herpesvirus myeloencephalopathy
EHV — Equine herpesvirus

ELISA - enzym-linked immunosorbent assay

gD - glykoprotein D

gG — glykoprotein G

HRP — kienova peroxidaza

IgG — imunoglobulin

OD — opticka denzita

PBS — fosfatovy-pufrovany fyziologicky roztok (phosphate-buffered saline)

TMB - 3.3, 5.5’- Tetramethylbenzidin



Uvod

Cilem této prace je vyvinout a optimalizovat peptidovy test ELISA pro
detekci specifickych protilatek vic¢i viru EHV-1. Princip vlastniho ELISA testu by
mél byt obdobny, jako u komeréné vyrabéného testu od firmy SVANOVA s tim
rozdilem, ze na$ vlastni home-made ELISA test bude pozitivni pouze vuci
specifickym protilatkdm k  EHV-1. Vtestu bude pouzit peptid, obsahujici
neutralizacni linearni epitop mezi 4. az 22. aminokyselinou v primarni struktuie

glykoproteinu D viru EHV-1.

Hlavni vyhodou vlastniho ELISA testu je cenova dostupnost oproti
komeréné vyrabénému testu. Dalsi vyhodou je, Ze diky naSemu testu, ktery je
schopen detekovat I1gG s neutralizaéni aktivitou vié¢i EHV-1, je mozné v budoucnu
stanovit titry téchto protilatek a odhadnout tak pribéh onemocnéni u jednotlivych

koni nebo miru protektivni postvakcinaéni imunity.
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1. Teoreticka ¢ast

1.1 Obecna charakteristika herpesvira koni (EHV)

Herpesviry jsou rozSifena skupina DNA vird patiici do celedi
Herpesviridae. Infikuji Sirokou skalu nejriznéjsich zivocichl. Zvlastnim jevem je
mimoiadna hostitelska specifita téchto viri. Kazdy herpesvirus ma svij okruh
hostitelti, ktery se mize ménit v piirodé i v laboratofi [7]. Mezidruhové pienosy
vird jsou vSak velmi ojedinélé. Infekce herpesviry je celozivotni zalezitosti, za coz
virus vdeci své schopnosti prezivat v bunikach hostitelského organismu v latentnim

stadiu. Virus mize byt pfi vhodnych podminkéch reaktivovan.

Ekvinni herpesviry primarné infikuji koné. V soucasné dob¢ je znamo u
konovitych 11 herpesviri [1]. Onemocnéni zplsobena témito viry mohou byt i
naprosto bez ptiznakd (subklinickd), v nékterych piipadech v§ak mize dochazet az
k zivot ohrozujicim staviim. EHV rozliSujeme na dvé zékladni podskupiny. Prvni
skupinou jsou alfaherpesviry, kam fadime viry EHV-1 a EHV-4, pattici do rodu
Varicellovirus spolu s virem Varicella-zoster, ktery je pivodcem planych nestovic
a pasoveého oparu u clovéka. Druhou skupinou jsou gamaherpesviry, kam patii
EHV-2 a EHV-5. Nejblizsi analogii ke gamaherpesvirim ma lidsky virus Epstein-

Barrové zplisobujici infekéni mononukledzu.
1.1.1 Charakteristika alfaherpesvira

EHV-1 a EHV-4 infikuji primarné dychaci cesty, coz vede k onemocnéni,
jehoz ptiznaky jsou horecka, chiadnuti, vytok z nosu, z neurologickych ptiznaki se
objevuje zhorSena koordinace, ochrnuti ocasu nebo letargie (pouze vSak v pripadé
nakazeni EHV-1 a tento pfiznak se vyskytuje pouze vyjimecné). S obéma témito
viry se kin setkava jiz v ranych stadiich Zivota, prvni protilatky pro imunizaci
organismu ziskava v kolostru klisny. Oba tyto viry jsou si velice podobné a
imunitni systém koné si proti nim vytvari protilatky tfidy IgG se zkiizenou

reaktivitou.
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Samotny EHV-1 zpusobuje abort biezich klisen, kdy zmetani se vyskytuje
Vv posledni tietin€ biezosti a u klisny nebyvaji pozorovany zadné respiracni obtize
ani horecka, které by zmetani bezprostiedné ptedchazely, mize vSak dojit k porodu
nezivotného hiibéte. Neurologické onemocnéni EHM se vyviji pouze u dospélych

koni, je charakteristick¢ miSnimi pfiznaky a inkubacni dobou 2-10 dni.

Onemocnéni zpusobené samotnym EHV-4 primarné zptsobuje zanét
dychacich cest neboli rthinopneumonii koni. Inkubacni doba je okolo jednoho tydne
a onemocnéni se vyskytuje nejcastéji u hiibat, v posledni dobé se objevuje i u
mladych zévodnich koni, coz vede k docasnému vytazeni koné z tréninku a

ke zna¢nym ekonomickym ztratam majitele.

V soucasné dobé neexistuje zadna specifickd 1écba pro onemocnéni
zpuisobenych EHV-1 a EHV-4, infikovanym konim je nafizen pouze klidovy rezim.
U koni svysokou horeckou se mohou podéavat antipyretika. Preventivnim
opatienim je vakcinace inaktivovanou celovirovou vakcinou a navozeni stddové

postvakcinacni imunity.

1.1.2 Charakteristika gamaherpesviri

Gamaherpesviry jsou detekovany v celosvétové populaci koni a to véetné

Islandu, kde je populace koni izolovana pies 1000 let [12].

Virus EHV-2 zpusobuje u koni vSech vékovych skupin lehka respira¢ni
onemocnéni a zanét rohovky. Infekci virem muize doprovézet i inapetence, apatie,
horecka nejasného pivodu a dalsi klinické symptomy, u nichz v8ak zatim neni

EHV-2 prokazan jako jediny a primarni ptuvodce [5]

Virus EHV-5 také zpusobuje respirani onemocnéni a pravdépodobné
zpusobuje multinodularni plicni fibrézu a intersticialni onemocnéni plic [14]. Toto

onemocnéni pak bylo timto virem i experimentaln¢ vyvolano [15].
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Kinfekci EHV-2 a EHV-5 dochazi u koné vraném véku, nejéastéji
prostiednictvim kapénkova infekce od dospé€lych jedinc. Oba viry jsou vsak

Vv prostiedi mélo odolné a k nakazeni hiibat dochézi jen na kratkou vzdalenost.
1.2 Imunologie

Imunitni systém vSech savcl délime z hlediska imunitni odpovédi na dva
obranné mechanismy. Prvnim mechanismem je nespecificka imunita (vrozena),
kterd nemd pamét’ a jejiz mechanismus obrany je ulozen v DNA Zivocicha. Jeji
soucasti jsou zejména makrofagy a fagocyty (z bunécéné slozky), dale pak
komplement a interferony (z humordlni slozky). Druhym mechanismem je
specifickd imunita (ziskand), do které fadime T lymfocyty produkujici cytokiny
(buné¢na slozka) a B lymfocyty produkujici specifické protilatky imunoglobuliny

(humoralni slozka).
1.2.1 Nespecificka imunita proti herpesvirim koni

Nespecificka imunita a jeji odpovéd’ neni primarné zavisla na pritomnosti
EHV-1 a reaguje vzdy stejné bez ohledu na typ viru. Jeji primarni funkci je
produkce cytokinl, interferonii a aktivace komplementu. Pravé interferony
interaguji se specifickou imunitou organismu a aktivuji T a B lymfocyty. Tyto
latky jsou produkovany ve fibroblastech a spousti se na zaklad¢ pfitomnosti virové
dsRNA. Zakladnim cilem interferonti je minimalizovat vyskyt viru v centralni

nervoveé soustave hostitele.

1.2.2 Specificka imunita proti herpesvirim koni

[ 24

specifické monomerni protilatky IgG proti viru EHV-1. Protilatky IgG se vazou na
neutraliza¢ni epitopy na glykoproteinech a brani tak pfilnuti a vniknuti viru do
hostitelsk¢ buiiky a zaroven reguluji pfedevSim systémovou imunologickou

odpoveéd’ organismu. Koniské IgG se déli do sedmi tfid od IgG1 az po 1gG7.
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Protilatky se zacnou vyskytovat 14. den od infekce a nejvétsi titr se
vyskytuje v séru koné, kterému byla krev odebrana ve 4. tydnu nemoci. Poté titr

protilatek klesa relativné pomalu a v krvi je detekovatelny jesté nékolik tydnda.

Specifickd humoralni imunita se u koni rozviji az po narozeni. Cerstvé
narozenad hiibata ve svém téle nemaji zadna protilatky IgG vac¢i virGm, nebot
protilatky neprostupuji pies placentu z matky na plod, a prvni protilatky mlade

pfijima az v kolostru klisny.

Kun, ktery prodéld nakazu virem EHV-1, si velice ¢asto po prvni infekci

vytvofti specifickou bunéénou imunitu.

1.3 ELISA test

ELISA test (angl. zkratka Enzym-linked immunosorbent assay) je jednim
z nejcitlivéjsich testl na detekei specifickych antigenti i protilatek ve vzorku a ma

vyuZiti v Sirokém spektru obort.

Zakladnim principem tohoto testu je prokazat pfitomnost specifické vazby
antigen x protilatka, kdy jedna ze slozek je zndma a je soucasti testu a druhd slozka
je prokazovana v klinickém materidlu, kterym muze byt napiiklad vzorek séra,
plazmy, slin, slz apod. Ve veterinarni imunologii rozliSujeme zakladni ¢tyfi typy

ELISA testu:

1. Pfimy ELISA test, ktery prokazuje pfitomnost antigenu.
2. Nepiimy ELISA test, ktery prokazuje specifické protilatky.
3. Pfimy sendvi¢ovy ELISA test, ktery prokazuje antigen.

4. Nepiimy sendvicovy ELISA test, ktery prokazuje specifické protilatky.
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1.3.1 Zakladni princip nepifimého testu ELISA pro detekci
protilatek proti EHV-1/4 v krevnim séru koni

Pti nepfimém ELISA testu se specifické protilatky tiidy IgG, produkované
imunitnim systémem hostitele, po setkani s EHV-1/4 navazi na tento virus, ktery je
fixovan na pevném nosi¢i, vyrobeném nejcastéji z polystyrenu. Po promyti
nasleduje pfidani konjugatu, ktery obsahuje kifenovou peroxidazu (HRP) se
schopnosti pevné se vazat na IgG koné. Po opétovném promyti nasleduje pridani
substratu, tedy latky, ktera je HRP rozkladana za vzniku barevné reakce a dochazi
k modrému zbarveni. Reakce je pozastavena piidanim zastavovaciho roztoku a

intenzita barvy se jiz neméni.

Zméfenim intenzity zbarveni (absorbance svétla) u jednotlivych vzorkl
ziskavame c¢iselné hodnoty v rozsahu: pozitivni (doslo k navéazani protilatek na
antigen, k vazb¢é konjugatu na protilatky a k chemické barevné reakci), dubiodzni
(protilatek v krevnim séru bylo malo anebo se vyskytla nespecificka reakce — nutno
opakovat odbér) a negativni (nedoslo k zadné ze specifickych vazeb a tedy ani

k reakci enzym — substrat).

Vysledky mohou byt vyhodnoceny 1 bez spektrometru, pro piesné vysledky

se vSak pouziva spektrometr zvany ELISA reader.

Existuji dva typy nepifimého ELISA testu. Prvnim typem je nepiimy
nediskriminacni ELISA test, u kterého neni mozné rozliSit, zdali kan vlastni
protilatky proti EHV-1 nebo proti EHV-4. Antigenem, fixovanym k mikrotitra¢ni
desticce, je v tomto ptipad¢ cely virus EHV-1 a protilatky z konského séra, které se
na n¢ specificky vazi, vykazuji zktizenou reaktivitu svirem EHV-4. Proto u
pozitivnich jedincl nelze rozliSit, kterym virem jsou infikovani. Tento kit je

vyrabén firmou Ingezim RINONEUMONITIS R.14.HVE.K 1, Ingenasa, Spanélsko.

Druhym typem je poté nepfimy diskriminacni ELISA test.
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1.3.2 Neprimy diskriminaéni test ELISA

Bylo zjisténo, ze protilatky specifické pro oba viry bez zkiizené reaktivity
jsou namifeny proti IgG jenz se u obou virG lisi. Jsme tedy podle vysledk
vysetieni schopni rozlisit vir EHV-1 a EHV-4. Tento test je vyrabény Svédskou

firmou Svanova.

2. Cil prace
Cilem prace bylo sestavit a ovérit sérologicky test (peptidova ELISA) pro

presné urcendi titru neutralizacnich protilatek proti EHV-1 v krevnim séru koni.

Dil¢i cile:

1. Vybér syntetického peptidu in silico tak, aby obsahoval pfedpokladany
neutralizacni epitop viru EHV-1 a mohl byt pouzit pro testovani pfitomnosti
neutraliza¢nich protilatek proti tomuto patogenu

2. Vysetfit 64 vzorki krevniho séra koni z riznych chovi dostupnymi komerénimi
testy. Na zaklad¢ ziskanych vysledkl zvolit soubor 9 sér pro testovani peptidového
testu ELISA

3. Zavést a optimalizovat test ELISA pro béZné pouziti na pracovisti virologie

UICHM, VFU-Brno
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3. Material

3.1 Mikrotitracni deska

V mikrotitraéni desce probiha cely ELISA test. Mikrotitrani deska sestava
Z 96 mikrotitra¢nich jamek, které jsou usporddany do 12 sloupcti a 8 fad. Na dné
kazdé jamky je navazan celovirovy antigen EHV-1 a EHV-4 (jako v piipadé
ELISA testu od firmy Ingezim), rekombinantni glykoprotein (diskriminaéni test
firmy Svanova) nebo synteticky vyrobeny peptid (jako v pfipad¢ naseho home-
made ELISA testu, kde je navazan peptid obsahujici neutraliza¢ni epitop gD EHV-
1).

Obr. 1
Mikrotitracni deska pro test ELISA od firmy Nunc MaxiSorp

3.2 Komer¢ni ELISA Kkity

3.2.1 INgezim RINONEUMONITIS R.14.HVE.K1, Ingenasa,

Spanélsko (dale jen Ingezim)

Antigenem na desce je cely virus EHV. Diky ktizové reaktivité protilatek
s antigeny obou virQ 1 i 4 pozitivni vysledek nerozliSuje, proti kterému z obou virt

je testovany ki imunni.

17



3.2.2 Svanovir EHV1/EHV4-Ab, Svanova, Svédsko (dale jen

Svanova)

Test vyuziva antigenni rozdilnosti glykoproteini G (gG) EHV-1 a EHV-4.
Rekombinantni gGl a gG4 jsou navazany v odd€lenych sloupcich jamek
mikrotitracni desticky, diky ¢emuz u jednoho séra mtizeme rozlisit protilatky proti

EHV-1 a EHV-4.
3.3 Krevni séra koni

Bylo vybrano 64 krevnich sér koni zriznych chovii a oblasti Ceské
republiky. Soubor 9 sér pro testovani home-made ELISA byl vybran z téchto sér na
zaklad¢ jejich vySetfeni komerénimi kity na pfitomnost protilatek proti obéma
viram (EHV-1 i EHV-4). Byla to séra oznacena: 870 a 871 (silné pozitivni na
EHV-4), 828 a 925 (stfedné pozitivni na EHV-1 i EHV-4), 852 a 930 (negativni na
EHV-11i EHV-4). Sérum 390 bylo pozitivni pouze na EHV-1 a bylo odebrano koni
ve Ctyfech casovych intervalech. Prvni sérum (390/1) bylo odebrano koni
s klinickymi pfiznaky onemocnéni EHV-1 v zafi roku 2008, druhé (390/2) bylo
odebrano za 14 dni, tieti v listopadu téhoz roku a posledni v dubnu roku 20009.
Jmenovana séra byla pouzita na konecny test, ktery mé prokazat reaktivitu pouze

na EHV-1.
3.4 PBS pufr

Pufr PBS je vodny roztok hydrogenfosfore¢nanu sodného 0 koncentraci 10
mmol/L a chloridu sodného o koncentraci 137 mmol/L. Pufr PBS je netoxicky pro
vétSinu bunék a proto ma v biologii zna¢né vyuziti. Pfi naSem testu byl vyuZit jako
fedici roztok a zaroven jako promyvaci roztok spolu s disperznim ¢inidlem Tween

20 (Sigma) v koncentraci 0,02%.
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3.5 Anti-Horse 1gG (whole molecule)-Peroxidase antibody
od Sigma-Aldrich

Tento konjugat je protilatka proti celé imunoglobulinové molekule izotopu
G koné. Tato protilatka je znacena (konjugovana) enzymem kienovou peroxidazou.
Vyuziva se pro vyhledavani a ke specifickému oznaceni vSech IgG kon¢ ve vzorku.
Konjugat je kraliciho pivodu. V nasem testu byl vyzkousen v koncentraci 1:10 000

(doporuceno vyrobcem) a v koncentraci 1:30 000.
3.6 Chromogenni substrat

Jednou z reakcnich slozek substratu je TMB, coz je chromogen pro

vizualizaci aktivity v testu ELISA, obsahujicim peroxidazovy konjugat.

K enzymatické reakci dojde pii reakci molekul kienové peroxidazy
s peroxidem vodiku, ktery je jednou ze slozek substratu. Pti reakci vznika kyslik,
ktery zpiisobi redukci TMB a tato redukce se projevi zménou zbarveni (dojde ke
zmodrani). Intenzita zbarveni zavisi na mnozstvi kienové peroxidazy ptichycené na
konjugat. Z toho vyplyva, Ze ¢im vétsi pocCet molekul koniského antigenu IgG
S navazanym konjugatem, tim k vétsi reakci dochazi a tudiZ intenzita zbarveni je

vyraznéjsi.

Doporucend vinova délka pro fotometrické odecitani intenzity zbarveni je

450 nm po zastaveni reakce zastavovacim roztokem.
3.7 Zastavovaci roztok

Zastavovaci roztok slouzi k zastaveni chromogenni reakce TMB v ELISA
testu (po ptidani dochazi ke zméné z modrého na zluté zbarveni). Hlavni reakéni

slozkou roztoku je 1M H,SO,, déle jsou V roztoku obsazeny ¢inidla pro zvySeni

rozpustnosti a stalosti barvy.
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4. Metodika

4.1 Postup pro nepiimy nediskriminacni test ELISA (kit

od firmy Ingezim)

Vsechna ¢inidla (kromé konjugétu) musi byt pfed pouzitim zahtata na

pokojovou teplotu.

Na mikrotitrani desce je fddek A urcen pro pozitivni kontrolu, kterd je do
kazdé jamky ptidana po 100 pl, fddek B je pak uren pro negativni kontrolu
pridavanou ve stejném mnozstvi. Pro pfipravu vzorkl se nejprve natedi “serum
diluent® v destilované vodé v poméru 1:5, nésledn¢ se pak séra fedi v tomto
roztoku v poméru 1:100 a po 100 ul jsou piidavana do jednotlivych jamek. Vzorky
se nechaji inkubovat 60 minut pii teplot¢ 37 °C. Po inkubaci se 4x promyji
roztokem Washing solution, ktery je fedény v poméru 1:25. Nasleduje pridani 100
ul konjugatu do kazdé jamky. Konjugat je ziedén v poméru 1:100 v fedicim
roztoku. Vzorky se inkubuji po dobu 30 minut pii teploté 25 °C. Deska se poté opét
5x promyje roztokem Washing solution a pfidd se 100 pl substratu fedéného
v ptislusSném pufru v poméru 1:10. Deska se ponechd 15 minut pii pokojové
teploté. Po uplynuti stanovené doby se pifida do kazdé jamky 100 ul zastavovaciho
roztoku k ukonceni reakce. Zastavovaci roztok se ptidava do jamek ve stejném

potadi jako substrat.
4.1.1 Interpretace vysledku

Vysledky jsou vyhodnoceny pomoci spektrometru s vlnovou délkou
nastavenou na 405 nm. Test se povazuje za prikazny, pokud OD hodnota pozitivni
se od pozitivni kontroly odecte hodnota negativni kontroly + 0.3 a od negativni
kontroly se odecte hodnota negativni kontroly + 0.2. VSechny vzorky s OD
hodnotou vyssi nez je hodnota vypoctené horni hranice se povazuji za pozitivni,

vzorky s OD hodnotou niz$i neZ je hodnota vypoc¢tené dolni hranice se povazuji za
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negativni. Vzorky, jejichz hodnota je mezi témito vysledky, se povazuji za

dubi6zni a u téchto koni se doporucuje provést ELISA test opét po 10 az 14 dnech.

4.2 Postup pro nepiimy diskriminac¢ni test ELISA (kit od

firmy Svanova)

Postup u diskrimina¢niho testu ELISA je obdobny jako u nediskrimina¢niho
kitu, zaroven jsme také z vysledkt diskriminacniho testu schopni urcit, zdali ma
kan protilatky vici EHV-1 nebo EHV-4, ptipadné jestli ma v téle protilatky proti

obéma viram.

Vsechna cinidla a séra musi mit pfed pouzitim teplotu 18-25 °C. Pied
zahajenim testu je také vhodné oznacit si kazdy sloupec mikrotitra¢ni desky ¢islem.
Sloupce obsahuji 1. antigen EHV-1, 2. antigen EHV-4 a 3. irelevantni kontrolni
antigen. Do tfech fad sloupci se vzdy odméti 100 ul pozitivni kontroly 1/4,
pozitivni kontroly 4 a negativni kontroly. Do zbylych jamek piijdou testovana séra
po 100 pl prediedénd 1:100 v “sample/conjugate dilution buffer”. Nésledné se
vzorky inkubuji 2 hodiny pfi teploté 18-25 °C za stalého tfepani. Po inkubaci se
vzorky 4x vymyji roztokem PBS-Tween Buffer, fedéném v poméru 1:20.
Nasleduje ptridani 100 pl konjugatu s kienovou peroxidazou, ktery je fedény
v poméru 1:120 000. Vzorky se poté inkubuji 1 hodinu pfi teplot¢ 18-25 °C za
stalého tfepani, po inkubaci se promyji 4x roztokem PBS-Tween Buffer. Do kazdé
jamky se poté pfidd 100 pl chromogenniho substratu a vzorky se ponechaji 10
minut v klidu pti pokojové teploté. Nasleduje odméfeni 50 pl zastavovaciho

roztoku do kazdé jamky a ptidani ve stejném poradi, jako byl pfidavan substrat.
4.2.1 Interpretace vysledku

Vysledky jsou vyhodnoceny na spektrometru s nastavenou vlnovou délkou
na 450 nm. Vyhodnoceni na ELISA readeru by mélo probéhnout nejpozdéji do 15

minut od pfidani zastavovaciho roztoku, aby se zabranilo moznému kolisani

vysledkd.
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Pfi vyhodnoceni vysledkii je nutné jako prvni srovnat hodnotu OD
jednotlivych kontrol a vzorkl a ziskat tzv. ODcoy. Proto musi byt od ODgnyv-1
odectena hodnota ODconTroL ANTIGEN, tOtéZ musi byt provedeno i s hodnotou

ODgnv-4 a se vSemi vzorky.

Test se povazuje za prukazny, pokud hodnota ODcor pozitivni kontroly je
vyssi nez 0.6 a hodnota ODcyr negativni kontroly je nizsi nez 0.1. Vzorek je
povazovan za pozitivni, pokud je jeho hodnota OD vyssi jak 0.2, negativni vzorek
ma hodnotu OD niz$i nez 0.1. Vzorky, které¢ maji hodnotu OD mezi 0.1-0.2, se
povazuji za dubidzni a doporucuje se odebrat konim nové vzorky k dal§im testim

po 10 az 14 dnech.

4.3 Vlastni test ELISA pro detekci protilatek proti EHV-1

Podle zndmé aminokyselinové sekvence povrchového glykoproteinu D viru
EHV-1 byl in silico pomoci prediktivniho softwaru navrzen synteticky peptid mezi
AMK 4-22, ktery obsahuje linearni imunogenni epitop, proti kterému vytvari

hostitelsky imunitni systém neutralizacni protilatky tfidy IgG.

Krok 1: urceni optimalniho mnozstvi peptidu a koncentrace blokovaciho
roztoku. Peptid byl nafedén v pufru PBS tak, aby bylo obsazeno 0,5 ug, 1 ug, 5 ug
a 10 pg v mnozstvi 100 pl na jamku. Byl navazovan v mikrotitraénich deskach (1
deska = 1 koncentrace) 24 hodin pfi 4 °C. Poté byl obsah jamek odsat a antigen byl
blokovan roztokem bovinniho sérového albuminu v koncentraci A-1%, B-2%, C-
3%, D-4% (vSechny Ctyfi koncentrace na kazdé desce v jednotlivych kvadrantech 6

sloupcti x 4 tady) podle obr. 2.
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Obr. 2

Rozmisténi koncentraci BSA na mikrotitra¢ni desce

Blokovani probihalo jednu hodinu pii pokojové teploté¢ a mélo za ucel
obsadit nespecificky vazna mista v peptidu. Po vyliti blokovaciho roztoku byla
Vv tripletech napipetovana séra s definovanym obsahem protilatek: K — pozitivni
kontrola EHV-1/4 (z kitu Svanova), L — pozitivni kontrola EHV-4 (z Kitu
Svanova), M — negativni, N — negativni terénni sérum 852. Séra se pridavala vzdy
do tii jamek jedné fady a byla fedéna v PBS pufru + 2,5% BSA, v koncentraci 1:50
a 1:100 podle obr. 3 a byla inkubovana 30 minut pii 37 °C.

A B

FAd -

—C D

FAl<le

Obr. 3

Schéma rozmisténi koncentraci jednotlivych sér
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Desky byly promyty roztokem PBS + Tween 4x. Do vSech jamek pak byl

pridan konjugat proti IgG koné (s kienovou peroxidazou) v fedénim doporuceném

vyrobcem (1:10 000). Inkubace s konjugatem probihala 1 hodinu p#i pokojové

teploté. Nasledovalo promyti jamek roztokem PBS + Tween 4x a pfidani substratu.

Substrat byl piidan do vSech jamek v mnozstvi 100 ul a inkubovan do vyvoje

zietelné barevné reakce. Reakce byla ukoncena ptidanim 1M H,SO,4 po 100 ul do

kazdé jamky.

Krok 2: testovani souboru 9 sér a jejich titrace. Byla otestovana séra 828,

870, 925 a 930 v dvojkovém fedéni po ¢tyfech jamkach kazdého fedéni (viz obr. 4)

a cilem bylo zvolit koncentraci séra, kterd nejlépe odrdzi mnozstvi ptitomnych

protilatek (nejvétsi rozdily pozitivni x negativni).

Schéma rozmisténi sér 828, 870, 925a 930 s dvojkovym fedénim

1:10ti

128 870
1:30t
1:10ti

[ 030
1:30ti

TG00 | 1800 1300 1200 | 100 | I50 | L.1R00 | 1800 1300 | 1200 L-I00| 150
Tab. 1

Krok 3: testovani dvou koncentraci konjugatu Anti-Horse IgG (Sigma).

Byly pouzity dvé koncentrace konjugatu fedéného v pufru PBS + 2,5% BSA a to
1:10 000 a 1:30 000.

Krok 4: otestovani souboru vSech 9 sér v optimalizovaném testu.
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peroxid vodiku

Kfenova peroxidaza

Anti-horse IgG

hledana protilitka IgG v séru

synteticky peptid

Obr. 4
Schéma vlastniho ELISA testu

4.3.1 Odecteni a interpretace vysledki

Opticka denzita (sila reakce) byla stanovena spektrofotometricky pti vinové
délce 450 nm. Mezi jednotlivymi variantami fedéni antigenu, blokovaciho roztoku
a sér byly vybirany ty kombinace, které davaly u jednotlivych sér, v souladu
s testovanim komerénimi testy ELISA, nejlep$i vysledky a vnaSem testu
vykazovaly nejvétsi rozdily hodnot absorbance mezi pozitivnimi a negativnimi

séry. Pro dalsi kroky bylo vybrano fedéni BSA s nejlepSim ucinkem.

25



5. Vysledky

Dilci vysledek €. 1:  na zaklad¢ dostupné literatury a programem IEDB
Analysis Resource [lI1] byl vybran peptid 19-ti mer o sekvenci
CEKAKRAVRGRQDRPKEFP.

Dil¢i vysledek €. 2: bylo vySetfeno 64 krevnich sér koni z rtiznych oblasti a
riznych typt chovu v Ceské republice. Bez ohledu na vakcina¢ni anamnézu jsme
potvrdili plosnou sérologickou pozitivitu testovanych koni proti EHV-4 (87,9 %) a
jen nizkou pozitivitu protilatek proti EHV-1 (12,1 %). Vyjimeéné se vyskytovaly

ptipady dvojité negativnich jedinct.

Dil¢i vysledek €. 3: po sérii testd byla stanovena nejvhodnéjsi koncentrace
antigenu navazaného v jamkach. Koncentrace byla stanovena na 0,5 pg antigenu na
100 pl PBS pufru na jamku. Zaroveil byla stanovena i koncentrace konjugatu

rozpusténého opét v PBS pufru na poméru 1:20 000.

Po stanoveni vhodnych koncentraci antigenu a konjugétu jsme udélali sérii
test na stanoveni pozitivity EHV-1 u jednotlivych sér. Nejprve jsme vybrali
vhodné fedéni sér v PBS pufru, které bylo stanoveno na pomér 1:400. Poté jsme se
snazili o vytvoreni takového testu, ktery by nejsilnéji reagoval na antigeny viici

EHV-1.
V nasem home-made ELISA testu bylo potradi jednotlivych sér nasledujici:

390/2 (sloupec 8 a 9), 870 (sloupec 1 a 2), 390/4 (sloupec 11), 390/3 (sloupec 10),
390/1 (sloupec 6 a 7), 871 (sloupec 3), 828 (sloupec 4) a 930 (sloupec 5).
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T o B B ]

3,435

3,0484
2,2595
1,6545
1,1807
0,8197

3441 29068  2,6005
26615 18236 191
20179 12013 13381
15023 08554 10977
L1122 06875  0,7485
07874 06239 06102

L2405 30627 29649 36822

036 24787 22685 3,239
06263 18127 1638 27222
0526 129 11383 21507
05493 09638 07835 13404
05358 07347 06242 118

34952 31233 33478
3126 25433 2612
24345 17217 19612
19034 1,336 1,539
13067 1,023 1,0303
1012 07185 0,749§

Tab. 2

Tabulka s vysledky na pozitivitu EHV-1 vySetfenych na home-made ELISA

testu (Cervenou jsou oznacena silné pozitivni séra, zelenou naopak negativni séra)

Kromé séra 870, které je silné pozitivni na EHV-4, vysledky odpovidaly

sefazeni jednotlivych sér od nejvice pozitivniho na EHV-1 po negativni.

Nasledovala kontrola s pouZitymi séry na diskrimina¢nim testu od firmy

Svanova a na nediskrimina¢nim testu od firmy Ingezim.

vg(;illgu Ingezim Svanova EHV-1/EHV-4 Home(-én:{jfELISA
870 Pozitivni (+++) Dubidzni/Pozitivni (++++) Pozitivni (++++)
871 Pozitivni (++++) Dubidzni/Pozitivni (+++) Pozitivni (+++)
828 Pozitivni (++) Pozitivni (++)/Pozitivni (++) Pozitivni (++)
925 Pozitivni (++) Pozitivni (+)/Pozitivni (++) Pozitivni (+)
930 Negativni Dubi6zni/Dubidzni Negativni
390/1 Pozitivni (++) Negativni/Pozitivni (+) Pozitivni (++)
390/2 Pozitivni (+++) Negativni/Pozitivni (++) Pozitivni (++++)
390/3 Pozitivni (+++) Negativni/Pozitivni (++) Pozitivni (++++)
390/4 Pozitivni (++++) Dubidzni/Pozitivni (+++) Pozitivni (++++)

Tab. 3

Porovnani vysledki z testi ELISA od Ingezim, Svanova a Home-made

ELISA
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6. Diskuze

Pro zjisténi titru virus-neutralizacnich protilatek v séru testovaného zvitete
je celosvétoveé uzivanym standardem virus-neutraliza¢ni test [11]. Stejné tak je
tomu i u ekvinich herpesvirt. Tento test je ovSem naro¢ny na presnost provedeni a
vyzaduje prostory pro praci s bunéénymi kulturami, cenové naro¢ny material a jeho
provedeni je po ¢asové strance zdlouhavé. Proto se laboratof virologie UICHM,
VFU-Brno rozhodla sestavit citlivy a rychly test pro pfiblizné stanoveni mnozstvi
neutralizacnich protilatek proti EHV-1 vséru koni a to jako dopliikovy test
k projektu, ktery se =zabyva genetickou predispozici koni k onemocnénim
zpusobenym herpesviry [10]. Dostupné komercni testy ELISA obsahuji cely
antigen viru EHV nebo glykoprotein G (1/4), ovSem ani z jednoho z téchto testt
nelze odvodit miru ochranné protilatkové imunity, protoze protilatky
proti pouzitym antigenim se nachdzeji pfevazné na epitopech, které v drtivé

vetsin€ nemaji neutralizaéni charakter.

Na =zakladé informaci ziskanych zpodobnych praci na humadnich

herpesvirech byl navrzen peptid, ktery nejlépe odpovida uceltim tohoto testu.

Zavedeni nového peptidového testu a srovnani jeho vysledkl s dvéma
komer¢nimi testy ELISA piineslo neCekané a rozporuplné vysledky. Ukazalo se
totiz, Ze krevni séra vybrana jako vzorova pro reaktivitu s EHV-1 a s EHV-4,
neodpovidaji zcela predpokladiim. Napiiklad séra oznacena jako 870 a 871, ktera
Vv testu Svanova (diskriminaéni test) davaji velmi silnou reakci s EHV-4, ale
dubi6zni reakci s EHV-1, vysla jako siln€ reagujici proti antigenu v naSem testu
ELISA. Jednim z vysvétleni je, ze 1 pii pouziti malého a specifického peptidu miize
dojit ke zkiizené reaktivité¢ proti EHV-4. Existuje vSak i dal$i vysvétleni a to, ze
doty¢ny diskriminacni test n&které protilatky proti nékterym kmenlim EHV-1
nezachyti. Tento predpoklad by potvrzovala dvé fakta. Jednak skutecnost, Ze
ackoliv se v Ceské republice vakcinuje vakcinou pouze proti EHV-1, zji§téna
séropozitivita je velice nizkd (viz vysledky dil¢i cil €. 2). Dale tuto domnénku
podporuji vysledky kong, jehoz sérum bylo oznaceno c¢islem 390. Jednalo se o
klinicky nemocného pacienta s myeloencefalopatii, ktery byl pfedveden na Kliniku

chorob koni VFU Brno a béhem jeho hospitalizace byla provedena kompletni
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diagnostika onemocnéni v¢etné pfimého prukazu EHV-1, a to jak v nazalnim stéru,
tak v cirkulujicich lymfocytech. U tohoto kon¢ lze tedy predpokladat piitomnost
vysokych titri protilatek pravé proti EHV-1. V diskrimina¢nim testu ovSem ve
trech ze Ctyf vzorkli nebyl prokazan viibec a ve ¢tvrtém séru byl vysledek pouze
dubiozni. Na§ test naopak vyhodnotil tfi ze ¢tyf vzorku séra tohoto koné jako
nejsilnéjsi z testovanych sér. Test s celovirovym antigenem nam bohuzel nepomohl
V interpretaci tohoto rozporu, proto bude nutné pro definitivni evaluaci testu
vySetfit zminovany soubor sér virus-neutraliza¢nim testem. Vysledky tohoto

vySetieni bohuzel presahuji casovy ramec této SttedoSkolské odborné prace.

7. ZAaveér

Pro zjednoduSeni sérologického testovani a niz$i financni naklady pfti
testovani velkého souboru krevnich sér koni byl vyvinut test ELISA zaloZeny na
peptidovém antigenu, ktery obsahuje neutralizaéni epitop esencidlniho

glykoproteinu D EHV-1.

Za timto Gc¢elem byla sestavena sada krevnich sér koni vybrana tak, aby
reprezentovala riznd plemena, pohlavi, typy chovu i1 oblasti republiky. Byla
zjiSténa vysoka pozitivita protilatek proti EHV-4 a nefekané nizkd pozitivita
protilatek proti EHV-1 komerénim testem. Home-made ELISA test vytvoreny
v ramci této SOC miize piinést vysvétleni takovéhoto nepoméru, protoze odhalil
protilatky proti EHV-1 i u vzorkd, které byly vyhodnoceny diskriminacnim testem
EHV-1 negativni. Definitivni schvéleni home-made ELISA testu do projektu, jez
na pracovisti probiha, bude vyzadovat provedeni konfirmac¢niho neutraliza¢niho

testu.
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