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SANTRUMPOS 

A549/D3 – žmogaus plaučių karcinomos ląstelių linija 

ACTB – žiurkių β–aktino iRNR 

ALT – alanino transaminazė 

APS – amonio peroksosulfatas 

ASGPR – asialoglikobaltymo receptorius 

AST – aspartato transaminazė 

AT–kPGR – atvirkštinės transkripcijos kiekybinė PGR 

AT–LAMP – atvirkštinės transkripcijos izoterminis pagausinimas (angl. 

reverse transcription loop-mediated isothermal amplification) 

AT–PGR – atvirkštinės transkripcijos PGR 

BSA – jaučio serumo albuminas (angl. bovine serum albumin) 

CCF – krūtinės ertmės skystis (angl. chest cavity fluid) 

CDR – komplementarumą nulementi sritis (angl. complementary determing 

region) 

CH – sunkiosios grandinės pastoviosios dalies domenas 

CL – lengvosios grandinės pastoviosios dalies domenas 

DMSO – dimetilsulfoksidas 

eHEV – HEV virionas su apvalkalėliu 

EpCAM – epitelio ląstelinė adhezijos molekulė 

ESCRT – endosominiai rūšiavimo kompleksai reikalingi transportavimo 

sistemai (angl. endosomal sorting complexes required for transport) 

FBS – fetalinis veršiuko serumas (angl. fetal bovine serum) 

HAT – hipoksantino, aminopterino, timidino mišinys hibridomų selekcijai 

HBV – hepatito B virusas 

HCV – hepatito C virusas 

Hel – RNR helikazė 

HEV – hepatito E virusas 

HGPRT – hipoksantinguaninfosforiboziltransferazė 

HRP – krienų peroksidazė (angl. horseradish peroxidase) 

HSPG – heparansulfato proteoglikanai 

HT – hipoksantino, timidino mišinys hibridomų selekcijai 

HVR – hipervariabilus regionas 

IFA – imunofermentinė analizė (angl. enzyme-linked immunosorbent assay, 

ELISA) 

IgG – imunoglobulinas G 

IgM – imunoglobulinas M 
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IPTG – izopropil–β–tiogalaktopiranozidas 

ITGA3 – integrinas α3 

kDNR – kopijinė DNR 

kPGR – kiekybinė PGR 

LIL – lėtinės inkstų ligos 

MAk – monokloniniai antikūnai 

MAk–HRP – MAk žymėti HRP 

MARC-145, Vero – beždžionės inkstų ląstelių linijos 

Met – metiltransferazė 

MVB – daugialypiai kūneliai (angl. multivesicular bodies) 

NA – neuralginė amiotrofija 

ORF – atviro skaitymo rėmelis (angl. open reading frame) 

ORF2C – HEV kapsidės baltymas sudarantis virioną (Yin et al., 2018) 

ORF2S – sekretuojamas HEV kapsidės baltymas (Yin et al., 2018) 

ORF2c – sekretuojamas sutrumpintas HEV kapsidės baltymas (Montpellier et 

al., 2018) 

ORF2g – sekretuojamas glikozilintas HEV kapsidės baltymas (Montpellier et 

al., 2018) 

ORF2i – infektyvų virioną sudarantis HEV kapsidės baltymas (Montpellier et 

al., 2018) 

OT – optinis tankis 

PAk – polikloniniai antikūnai 

PBS – fosfatinis buferinis tirpalas 

PBST – PBS su 0,1 % Tween-20 

PCP – į papainą panaši cisteino proteazė 

PEG – polietilenglikolis 

PI – pasikliautinasis intervalas 

PK-15 – kiaulės inkstų ląstelių linija 

PSAP – prolinu turtingas motyvas 

PVDF – polivinildifluoridas 

RdRp – nuo RNR priklausoma RNR polimerazė 

S/P – tiriamo mėginio OT santykis su teigiamos kontrolės OT (angl. sample-

to-positive ratio) 

SDS – natrio dodecilsulfatas 

SDS–PAGE – natriododecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforezė 

Sp2/0 – pelių mielominė ląstelių linija 

TEMED – tetrametiletandiaminas 

TGOLN2 – Goldžio aparato tinklo baltymas 



9 

 

 

TIM-1 – T ląstelių imunoglobulino mucino domenas 1 

TK – timidinkinazės 

TMB – tetrametilbenzidinas 

Tn5 ir Sf9 – vabzdžių ląstelių linijos 

Tsg101 – imlumo navikui genas 101 (angl. tumor susceptibility gene 101) 

VH – sunkosios grandinės kaičiosios dalies domenas 

VL – lengvosios grandinės kaičiosios dalies domenas 

VPD – virusą primenančios dalelės 

ŽIV – žmogaus imunodeficito virusas 
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ĮVADAS 

Hepatitas E yra infekcinė liga, kurią sukelia hepatito E virusas (HEV). 

HEV turi teigiamos orientacijos viengrandės RNR genomą ir yra priskiriamas 

Hepeviridae šeimai. Šiuo metu Orthohepevirus gentį sudaro septyni HEV 

genotipai, kurie infekuoja įvairius žinduolius. HEV genotipai 1, 2, 3, 4 ir 7 

gali infekuoti žmones. Pirmas HEV genotipas (HEV-1) ir HEV-2 cirkuliuoja 

žmonių populiacijoje, plinta per užterštą vandenį ir sukelia infekcijų 

protrūkius su mirtinomis pasekmėmis. HEV-3 yra zoonotinis – gali infekuoti 

ne tik žmones, bet ir kiaules, šernus, elnius ir kitus žinduolius. HEV-3 

dažniausiai plinta per blogai termiškai apdorotą kiaulieną, šernieną, elnieną ar 

jų produktus. HEV-3 gali būti perduodamas medicinoje naudojamais kraujo 

produktais ar organų transplantatais. Lyginant su HEV-1 ir HEV-2, HEV-3 – 

mažiau patogeniškas virusas, pavojingiausias silpną imuninę sistemą 

turintiems asmenims bei pacientams, kuriems atliekamas gydymas kraujo 

produktais, imunosupresiniais preparatais, organų transplantatais. Taip pat yra 

tikimybė, kad HEV-3 gali infekuoti ne tik žmonės ir kiaules, bet ir žiurkes, 

kurios yra daugelio infekcijų sukėlėjų nešiotojos. HEV-3 infekcija yra 

potenciali grėsmė visuomenės sveikatai. 

Hepeviridae šeimai priskiriami į HEV panašūs virusai identifikuoti 

vištose, šeškuose, lapėse, šikšnosparniuose, briedžiuose ir kt. Žiurkių HEV 

identifikuotas 2010 metais Vokietijoje ir nustatytas daugelyje kitų valstybių. 

Nuo viruso atradimo buvo diskutuojama, ar jis gali būti zoonotinis, kol 2018–

2020 m. buvo nustatytos pirmosios žiurkių HEV zoonozės. Šiuo metu žiurkių 

HEV yra pripažįstamas kaip žmogaus patogenas.  

Epidemiologiniai HEV tyrimai žmonėse atliekami molekuliniais ir 

serologiniais metodais. Standartizuoti diagnostiniai molekuliniai metodai – 

populiariausi nustatant HEV infekcijas. Serologiniai metodai 

epidemiologiniams tyrimams galėtų būti paprastesnė ir ekonomiškai 

naudingesnė priemonė. Deja, kol kas nėra standartizuoto serologinio 

diagnostinio metodo. Tyrėjai naudoja įvairių gamintojų ar savo pačių sukurtas 

serologines sistemas. Rezultatai būna skirtingi ir priklauso nuo gamintojo, 

todėl yra poreikis naujoms serologinės diagnostikos sistemoms. Be to, 

neseniai nustatytos žiurkių HEV zoonozės žmonių populiacijoje rodo, kad 

serologinių sistemų, kurios nustato antikūnus prieš žiurkių HEV, aktualumas 

auga. 
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HEV biologijoje taip pat yra daug neatsakytų klausimų apie viruso 

replikaciją ir plitimą. Tokiems tyrimams galėtų pasitarnauti įvairiomis 

savybėmis ir specifiškumu pasižymintys antikūnai. 

Darbo tikslas 

Sukurti įrankius HEV infekcijų nustatymui ir juos panaudoti HEV 

paplitimo tyrimams Lietuvoje. 

Uždaviniai: 

1. Sukurti ir apibūdinti monokloninius antikūnus prieš mielėse 

susintetintus HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymus bei įvertinti 

šių baltymų imunogeniškumą ir antigeniškumą. 

2. Sukurti serologinius metodus žiurkių HEV specifiškų IgG ir IgM 

antikūnų nustatymui ir panaudojant juos bei molekulinius metodus 

ištirti HEV paplitimą laukinėse žiurkėse. 

3. Serologiniais metodais ištirti HEV infekcijų paplitimą kiaulių ir 

žmonių mėginiuose ir įvertinti rekombinantinių HEV kapsidės 

baltymų tinkamumą serologiniams kiaulių ir žmonių mėginių 

tyrimams.  

4. Įvertinti sukurtųjų monokloninių antikūnų tinkamumą HEV kapsidės 

baltymo nustatymui žiurkių, kiaulių ir žmonių mėginiuose. 

Darbo aktualumas ir mokslinis naujumas: 

HEV sukeltas hepatitas E yra visame pasaulyje paplitusi infekcinė liga. 

HEV-1 ir HEV-2 infekuoja tik žmogų, o HEV-3 ir HEV-4 – žmogų ir kitus 

žinduolius, pavyzdžiui, kiaules, šernus, elnius, triušius. HEV-7 taip pat yra 

zoonotinis virusas infekuojantis kupranugarius ir žmones. Ekonomiškai 

silpnai išsivysčiusioms šalims būdingos HEV-1 ir HEV-2 infekcijos, kurios 

plinta per užterštą vandenį. Šių genotipų infekcijos nustatomos ir Europoje, 

tačiau jos siejamos su kelionėmis. HEV-3 yra zoonotinis virusas, jis būdingas 

ekonomiškai išsivysčiusioms šalims. Šio viruso infekcijų pagrindinis šaltinis 

yra blogai termiškai apdoroti mėsos produktai. Neseniai buvo nustatytas 

žiurkių HEV kaip naujas hepatito E sukėlėjas. Serologinių testų žiurkių HEV 

infekcijų nustatymui nėra, o jų paklausa nuolat auga. 

HEV infekcijų diagnostika ir jų paplitimo tyrimai atliekami molekuliniais 

ir serologiniais metodais. Molekuliniai tyrimai remiasi atvirkštinės 

transkripcijos PGR metodais, nustatančiais skirtingus HEV genotipus. 
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Moksliniais tikslais serologiniai paplitimo tyrimai atliekami naudojant įvairių 

gamintojų diagnostines sistemas, kurių rezultatai tiriant tuos pačius mėginius 

dažnai skiriasi, todėl yra poreikis kurti naujus įrankius ir sistemas viruso 

infekcijų tyrimams. Šiame darbe apibūdinti HEV antigenai formuojantys 

virusą primenančias daleles buvo pirmą kartą susintetinti mielėse. Mielėms 

sintetinant baltymus, jų vykdomos potransliacinės modifikacijos skiriasi nuo 

kitų eukariotinių ar prokariotinių ląstelių, todėl rekombinantiniai virusų 

baltymai gali pasižymėti unikaliomis savybėmis.  

Šiame darbe sukurti monokloniniai antikūnai (MAk) yra HEV tyrimams 

tinkami įrankiai, kurie papildo jau egzistuojančių priemonių arsenalą. Sukurti 

MAk pasižymi išskirtinėmis savybėmis. Visi anksčiau aprašyti antikūnai prieš 

HEV-3 kapsidės baltymus jungėsi prie vieno iš trijų domenų, kuriame yra 

išsidėstę natūralios infekcijos metu susidarančių virusą neutralizuojančių 

antikūnų epitopai. Šiame darbe sukurtų ir apibūdintų MAk atpažįstamos sritys 

HEV kapsidės baltymuose yra išsidėsčiusios visuose domenuose. Tokia 

antikūnų prieš HEV kolekcija aprašyta pirmą kartą. Tai suteikia galimybę 

modeliuoti ir išbandyti potencialiai našesnes ir plačiau pritaikomas HEV 

tyrimo metodikas. Vienas iš MAk yra įtrauktas į tarptautinės kompanijos 

„Abcam“  ir Lietuvos įmonės UAB „Baltymas“ katalogus kaip produktas. 

HEV paplitimo tyrimai Lietuvoje iki šiol yra riboti. Mokslininkai iš 

Lietuvos sveikatos mokslų universiteto yra atlikę HEV infekcijų paplitimo 

vertinimą kiaulių, šernų ir kitų laukinių kanopinių gyvūnų populiacijose 

(Spancerniene et al., 2018). Gauti rezultatai pademonstravo, kad HEV 

infekcijos yra paplitusios šiuose gyvūnuose Lietuvoje. Šiame darbe atlikti 

tyrimai papildo žinias apie HEV infekcijų paplitimą kiaulių populiacijoje. 

Taip pat pirmą kartą buvo ištirtas HEV paplitimas žmonių populiacijoje bei 

laukinėse žiurkėse. Laukinių žiurkių tyrimas reikšmingai papildė anksčiau 

gautą informaciją apie žiurkių HEV infekcijas šiaurės rytų Europoje. 
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1. LITERATŪROS APŽVALGA 

1.1 HEV klasifikacija 

Hepatito E virusai (HEV) yra RNR genomą turintys, Hepeviridae šeimos, 

Orthohepevirus genties virusai  (Smith et al., 2020). Po paskutinės 2020 m. 

redakcijos Orthohepevirus taksonomija remiasi filogenetine analize ir virusų 

genomo subgenominių regionų sekų skirtumais. HEV kapsidės baltymo 

konservatyvaus regiono filogenetinė analizė rodo, kad virusas gali būti 

skirstomas į keturias rūšis – Orthohepevirus A, Orthohepevirus B, 

Orthohepevirus C ir Orthohepevirus D. Taip pat yra HEV, kurie nepriskiriami 

šioms rūšims (1.1 pav.). Orthohepevirus A rūšiai priskiriami HEV genotipai 

1–8 (HEV-1 – HEV-8), iš kurių HEV-1 – HEV-4 ir HEV-7 infekuoja žmones, 

kiaules, šernus, triušius, kupranugarius (Smith ir Simmonds, 2018). 

Orthohepevirus B rūšiai priskiriami paukščius infekuojantys HEV, kurie 

pirmą kartą nustatyti vištose (Payne et al., 1999, Haqshenas et al., 2002, 

Huang et al., 2002). 2010 m. buvo nustatyti HEV kamienai infekuojantys 

žiurkes (Johne et al., 2010b, Johne et al., 2010a), kirstukus, šeškus ir audines, 

kurie priskiriami Orthohepevirus C rūšiai. Orthohepevirus D rūšiai 

priskiriami HEV kamienai infekuojantys šikšnosparnius (Drexler et al., 2012). 

Yra nustatyti Orthohepevirus genčiai giminingi virusai briedžiuose (Lin et al., 

2014), lapėse (Bodewes et al., 2013), sakaluose (Reuter et al., 2016a) ir 

garniuose (Reuter et al., 2016b). Šie virusai nepriskiriami aukščiau 

paminėtoms keturioms rūšims, bet taip pat nėra klasifikuojami į atskiras rūšis. 

Manoma, kad Orthohepevirus rūšių įvairovė išsiplės, nes HEV giminingų 

virusų paieškos vykdomos vis daugiau skirtingų potencialių viruso nešiotojų 

populiacijose (Smith ir Simmonds, 2018). 

Orthohepevirus A rūšiai priklausančių HEV kamienų, išskirtų iš žmonių ir 

kitų viruso nešiotojų, sekų analizė leidžia suskirstyti virusus į atskirus 

genotipus ir subtipus (1.2 pav.). HEV genotipai 1–4 (HEV-1 – HEV-4) buvo 

nustatyti žmonėse, HEV-3 ir HEV-4 taip pat ir kiaulėse, šernuose ir elniuose 

(Lu et al., 2006), HEV-5 ir HEV-6 išskirti tik iš kiaulių (Takahashi et al., 

2014). HEV-7 buvo nustatytas vienkupriuose kupranugariuose (Woo et al., 

2014) bei yra identifikuotas vienas žmogaus infekcijos atvejis (Lee et al., 

2016). HEV-8 yra išskirtas iš dvikuprio kupranugario (Woo et al., 2016). Yra 

aprašyta daug HEV subtipų, priskiriamų HEV-1 – HEV-4, tačiau sudėtinga 

nustatyti aiškų kriterijų, pagal kurį viruso kamienai priskiriami vienam 
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subtipui būtų atskirti nuo kito subtipo (Smith et al., 2013). Sudėtingiausia 

konkrečiam subtipui priskirti HEV variantus izoliuotus iš triušių (Zhao et al., 

2009), kurie vėliau nustatyti ir žmonėse (Izopet et al., 2012, Abravanel et al., 

2017). Šie HEV variantai turi specifines insercijas genomo atviro skaitymo 

rėmelyje 1 (ORF1). Šios viruso atmainos filogenetiškai artimos HEV-3 

kamienams, tačiau labiau skiriasi nuo žmogaus HEV-3 variantų nei vienos 

nuo kitų (Smith et al., 2013). Visgi jos kol kas priskiriamos HEV-3. Panašūs 

sunkumai būdingi HEV-5 ir HEV-6, kurie gali būti klasifikuojami kaip vieno 

genotipo subtipai (Smith ir Simmonds, 2018). 

1.1 pav. Filogenetiniai ryšiai tarp Orthohepevirus rūšių (pagal Smith ir 

Simmonds, 2018). Medis sudarytas pagal konservatyvaus kapsidės 

baltymo regiono palyginimą. 
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Kitoms Orthohepevirus rūšims priskiriamų HEV kamienų įvairovė yra 

mažiau apibūdinta lyginant su Orthohepevirus A. Yra identifikuoti keturi 

artimai giminingi Orthohepevirus B genotipai, du išsiskiriantys genotipai 

nustatomi graužikuose ir kiauniniuose yra priskiriami Orthohepevirus C 

rūšiai. Orthohepevirus D rūšiai priskiriami HEV kamienai greičiausiai gali 

būti suklasifikuoti į daug genotipų (Smith ir Simmonds, 2018). 

  

1.2 pav. Filogenetiniai ryšiai tarp Orthohepevirus A HEV variantų (pagal 

Smith ir Simmonds, 2018). Medis sukonstruotas pagal HEV genomo 

atviro skaitymo rėmelių 1 (ORF1) ir 2 (ORF2) koduojančių sekų 

palyginimą. 
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1.2 HEV šeimininkai ir nešiotojai 

HEV yra pavojingas žmogaus patogenas. Šalyse, kuriose sanitarinės 

sąlygos yra prastos ir trūksta švaraus vandens, pasireiškia HEV infekcijų 

protrūkiai, paveikiantys dešimtis tūkstančių individų (TEO, 2012, Spina et al., 

2017). Didėjant tyrimų apimtims pastebėta, kad HEV yra zoonotinis virusas 

paplitęs visame pasaulyje (Nan et al., 2017, Kenney, 2019). Zoonotiniai 

virusai naudoja gyvūnų rūšis kaip rezervuarus, kuriuose gali išlikti aplinkoje, 

mutuoti ir tapti labiau virulentiškais. Siekiant išsiaiškinti galimus HEV 

plitimo kelius nuo gyvūnų iki žmogaus, reikia identifikuoti visus galimus 

viruso šeimininkus ir nešiotojus (Lentelė 1.1). 

 

Lentelė 1.1. HEV šeimininkai ir zoonotinis potencialas (Wang ir Meng, 

2021). 
Rūšis 

(Ortho-

hepe-

virus) 

Genotipas 

Šeimininkai 
Zoonotinis 

potencialas Natūralūs Eksperimentiniai 

A 

HEV-1 Žmogus 
Nežmoginiai 

primatai 
Nėra 

HEV-2 Žmogus 
Nežmoginiai 

primatai 
Nėra 

HEV-3 

Žmogus, kiaulė, šernas, 

elnias, beždžionė, 

mangusta, triušis, kiškis 

Nežmoginiai 

primatai, kiaulė, 

triušis 

Yra 

HEV-4 
Žmogus, kiaulė, šernas, 

beždžionė 

Nežmoginiai 

primatai, kiaulė, 

triušis 

Yra 

HEV-5 Šernas 
Nežmoginiai 

primatai 
Tikėtinas 

HEV-6 Šernas   Nežinomas 

HEV-7 Kupranugaris   Yra 

HEV-8 Kupranugaris 
Nežmoginiai 

primatai 
Tikėtinas 

nepriskirtas Briedis   Nežinomas 

B 
nepriskirtas 

Višta, laukiniai 

paukščiai 
Višta, kalakutas Abejotinas 

nepriskirtas Garnys   Abejotinas 

C 

HEV-C1 Žiurkė, kirstukas Žiurkė Yra 

HEV-C2 Šeškas, audinė Šeškas Nežinomas 

nepriskirtas Lapė, laukiniai graužikai   Nežinomas 

D nepriskirtas Šikšnosparnis   Abejotinas 
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Orthohepevirus A rūšiai priskiriami HEV genotipai yra natūraliai 

infekuojantys tik žmones arba zoonotiniai. Manoma, kad HEV-1 ir HEV-2 

galimų šeimininkų rezervuaras yra aukštesnieji primatai. Eksperimentiškai 

HEV-1 ir HEV-2 gali infekuoti keletą primatų rūšių (Kenney, 2019). HEV-1 

yra pagrindinis genotipas cirkuliuojantis žmonių populiacijoje 

besivystančiose šalyse (Krain et al., 2014). HEV-2 taip pat plinta žmonių 

populiacijoje ir neseniai sukėlė susirgimų protrūkį Nigerijoje (Wang et al., 

2018a). Nėra aišku, kaip HEV-1 ir HEV-2 išsilaiko žmonių populiacijose 

neturėdami kitos negu primatai gyvūnų rūšies rezervuaro. Kol nebus 

identifikuoti kiti HEV-1 ir HEV-2 antriniai nešiotojai, galima manyti, kad šie 

HEV genotipai specifiškai prisitaikę infekuoti žmones (Kenney, 2019). 

HEV-3 yra labiausiai ištyrinėtas zoonotinis HEV genotipas. HEV-3 

varianto, kuris infekuoja kiaules, atradimas pakeitė nuostatą, kad HEV yra tik 

žmogaus patogenas paplitęs besivystančiose šalyse (Meng et al., 1997, Meng, 

2000). Šiuo metu HEV yra laikomas būdingu žmogaus patogenu 

besivystančiose šalyse ir zoonotiniu patogenu, kuris paplitęs visame 

pasaulyje. Iškart po HEV-3 identifikavimo, tyrimai ieškantys HEV variantų 

buvo daugiausia atliekami primatų ir kiaulių populiacijose. Tik keletas 

ankstyvųjų serologinių tyrimų nustatė HEV giminingų virusų egzistavimo 

įrodymų žiurkėse (Kabrane-Lazizi et al., 1999), šunyse, galvijuose ir 

graužikuose (Arankalle et al., 2001). Vis didėjantis potencialių HEV 

giminingų virusų nešiotojų skaičius parodė, kad HEV-3 yra paplitęs daugelyje 

žinduolių rūšių. Pradedant nuo kiaulių (Meng et al., 1997) HEV-3 nustatytas 

gyvūnų rūšyse, kurios susijusios su žmogaus veikla, pavyzdžiui, ožkos 

(Peralta et al., 2009, Sanford et al., 2013), avys (Peralta et al., 2009, El-Tras 

et al., 2013), triušiai (Cossaboom et al., 2011, Izopet et al., 2012, Caruso et 

al., 2015, Hammerschmidt et al., 2017) ir arkliai (Zhang et al., 2008). HEV-3 

variantai taip pat nustatyti laukinių gyvūnų rūšyse, pavyzdžiui, šernuose 

(Sonoda et al., 2004, Pavio et al., 2010), elniuose (Sonoda et al., 2004, Reuter 

et al., 2009, Tomiyama et al., 2009, Forgách et al., 2010, Anheyer-

Behmenburg et al., 2017) ir kiškiuose (Hammerschmidt et al., 2017). HEV-3 

kamienai aprašyti ir tokiuose gyvūnuose kaip mangusta (Nakamura et al., 

2006, Li et al., 2006, Nidaira et al., 2012) ir delfinai (Villalba et al., 2017). 

Taigi, HEV-3 nešiotojų įvairovė yra labai didelė. Pagrindinis HEV-3 infekcijų 

šaltinis yra blogai termiškai apdorotas maistas. Taip pat virusas perduodamas 

kartu su kraujo produktais ar organų transplantatais iš infekuotų donorų (Li et 

al., 2005c, Lewis et al., 2010, Breum et al., 2010, Miyamura, 2011). 
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HEV-4 panašus į HEV-3 tuo, kad tai zoonotinis patogenas. Skirtingai nei 

HEV-3, HEV-4 yra daugiausia paplitęs Azijoje ir tik neseniai buvo nustatyti 

HEV-4 infekcijų atvejai Europoje (Forni et al., 2018). HEV-4, kaip ir HEV-3, 

visų pirma buvo nustatytas kiaulėse ir šernuose (Pavio et al., 2010). Vėliau 

Kinijoje HEV-4 taip pat identifikuotas galvijuose (Huang et al., 2016, Yan et 

al., 2016), avyse (Wu et al., 2015) ir ožkose (Li et al., 2017, Long et al., 2017). 

Taigi HEV-4 taip pat turi įvairių viruso nešiotojų. HEV-5, HEV-6, HEV-7 ir 

HEV-8 yra mažiausiai paplitę Orthohepevirus A atstovai. HEV-5 ir HEV-6 

buvo identifikuoti šernų mėginiuose Japonijoje (Takahashi et al., 2010, 

Takahashi et al., 2011). Jų zoonotinis potencialas yra menkai ištirtas (Li et al., 

2019), o geografinis paplitimas tik Japonijoje rodo, kad šie virusai nėra išplitę. 

HEV-7 ir HEV-8 yra neseniai nustatyti HEV genotipai. HEV-7 rezervuaras 

yra vienkupriai kupranugariai, o HEV-8 – dvikupriai kupranugariai (Sridhar 

et al., 2017). Yra aprašytas atvejis, kai HEV-7 sukėlė lėtinę infekciją inksto 

recipientui (Lee et al., 2016). Tai rodo, kad virusas gali būti laikomas 

potencialiu zoonotiniu patogenu. Taigi, HEV-5 – HEV-8 genotipų 

pagrindiniai rezervuarai dabartiniais duomenimis yra gyvūnai, tačiau jų 

vaidmuo kaip zoonotinių žmogaus patogenų dar turėtų būti tiriamas. 

Orthohepevirus B rūšiai yra priskiriami paukščius infekuojantys HEV. 

Pirmieji šios rūšies kamienai buvo nustatyti viščiukuose, kuriems pasireiškė 

susirgimai susiję su kepenų ir blužnies pažeidimais (Haqshenas et al., 2001). 

Tai rodo, kad virusas aktualus paukštininkystės sričiai, nes buvo nustatyta, kad 

kai kurių paukščių HEV kamienų infekcijos koreliuoja su viščiukų 

patologijomis Kinijoje (Su et al., 2018). Paukščių HEV genomo panašumas į 

žinduolių HEV yra apie 48 % (Haqshenas et al., 2001). Šiuo metu 

identifikuojami keturi paukščių HEV genotipai. Genotipas 1 nustatytas 

viščiukuose Australijoje, 2 – JAV, 3 – Europoje ir Kinijoje, 4 – Vengrijoje ir 

Taivane (Haqshenas et al., 2001, Zhao et al., 2010, Marek et al., 2010, Bányai 

et al., 2012, Hsu ir Tsai, 2014). Tyrimai su paukščių HEV genotipu 2 parodė, 

kad virusas gali infekuoti kalakutus, bet ne makakas ar kiaules (Sun et al., 

2004). Kitas tyrimas parodė, kad paukščių HEV genotipas 3 gali infekuoti ne 

tik kalakutus, bet ir antis, žąsis ir triušius, esančius viename ūkyje (Liu et al., 

2018). Tai kelia klausimą, ar kai kurie paukščių HEV kamienai gali 

prisitaikyti infekuoti žinduolius. Vis daugiau paukščių rūšių yra 

identifikuojamos kaip paukščių HEV nešiotojos. Virusai nustatyti tokiose 

rūšyse kaip garniai, pelėdos, strazdai, balandžiai (Zhang et al., 2017) ir 

žvirbliai (Yang et al., 2018). Taigi, paukščių HEV nešiotojų tyrimai yra 

besivystanti sritis. 
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Orthohepevirus C rūšiai priskiriami pirmieji HEV variantai buvo nustatyti 

panašiu metu kaip ir kiaulių HEV. Tyrimo JAV metu pastebėta, kad daugiau 

negu pusė žiurkių turėjo antikūnus prieš HEV (Kabrane-Lazizi et al., 1999, 

Easterbrook et al., 2007), tačiau HEV RNR nustatyta nebuvo. Viruso RNR 

greičiausiai nebuvo nustatyta dėl pradmenų pasirinkimo remiantis 

Orthohepevirus A sekomis ir Orthohepevirus A ir C sekų skirtumo. Plataus 

masto PGR pradmenų panaudojimas leido atlikti pilno ilgio žiurkių HEV 

kamienų sekoskaitą (Johne et al., 2010b, Johne et al., 2010a). Šių kamienų 

genomo sekų panašumas žmogaus ir paukščių HEV yra 50 % ir mažiau. 

Vėliau Orthohepevirus C variantai buvo išskirti iš skirtingų žiurkių rūšių 

(Johne et al., 2010a, Johne et al., 2010b), pelių (Wang et al., 2018b, de Souza 

et al., 2018), bandikotų (Li et al., 2013c), kirstukų (Guan et al., 2013), šeškų 

(Raj et al., 2012), audinių (Krog et al., 2013, Xie et al., 2018). Orthohepevirus 

C panašių virusų RNR išskirta iš lapių (Bodewes et al., 2013) ir sakalų (Reuter 

et al., 2016a) išmatų. Tai kelia klausimą, ar šie HEV variantai infekuoja šiuos 

gyvūnus, ar infekuoja jų grobį. Iš pradžių buvo manoma, kad žiurkių HEV 

negali infekuoti aukštesniųjų primatų ir žmonių. Neseniai buvo nustatyta, kad 

žiurkių HEV sukėlė lėtinį hepatitą pacientui su kepenų transplantatu (Sridhar 

et al., 2018) ir ūmų hepatitą individui su sveika imunine sistema (Andonov et 

al., 2019). Be to, neseniai buvo patvirtinti dar septyni žiurkių HEV infekcijos 

žmonėse atvejai (Sridhar et al., 2020). Tai leidžia žiurkių HEV vertinti kaip 

zoonotinį žmogaus patogeną. 

Orthohepevirus D rūšiai priskiriamų šikšnosparnių HEV panašumas 

žmogaus HEV-1 – HEV-4 yra 57,4–64,2 % (Drexler et al., 2012, Johne et al., 

2014). Šikšnosparnių HEV nustatytas keliose šikšnosparnių šeimose (Drexler 

et al., 2012, Johne et al., 2014, Kobayashi et al., 2018). Manoma, kad 

šikšnosparnių HEV negalėtų infekuoti žmonių dėl didelio sekų skirtumo. Be 

to, ištyrus kraujo donorų populiaciją nebuvo nustatyti antikūnai prieš 

šikšnosparnių HEV ar viruso RNR (Drexler et al., 2012). Taigi 

Orthohepevirus D yra menkiausiai ištyrinėta rūšis. 

1.3 HEV replikacija ir genomo struktūra 

HEV genomas yra teigiamos orientacijos apie 7,2 kb ilgio viengrandinė 

RNR. Genomas sudarytas iš 5‘ gale esančio nekoduojančio regiono su 7–

metilguanozino kepure, už kurio yra trys atviro skaitymo rėmeliai (ORF). 3‘ 

nekoduojančiame regione yra poli(A) uodega (1.3 pav.) (Nimgaonkar et al., 

2018). Taigi, HEV genomo struktūra primena eukariotinę informacinę RNR. 
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Viruso replikacija prasideda nuo ORF1 koduojamo polipeptido transliacijos. 

Po ORF1 transliacijos nuo RNR priklausoma RNR polimerazė (RdRp) atlieka 

genominės RNR transkripciją ir susintetina genomo ilgio neigiamos 

orientacijos RNR. Ši RNR, kurios yra susintetinama sąlyginai maži kiekiai, 

yra matrica dviejų skirtingų teigiamos orientacijos RNR (genominės ir 

subgenominės) transkripcijai. Pilno ilgio tranksriptas yra genominė RNR, kuri 

vėliau pakuojama į naujus virionus. Taip pat yra sintetinama subgenominė 

RNR, kurioje yra ORF2 ir ORF3 (1.4 pav.) (Graff et al., 2006, Varma et al., 

2011). Nuo ORF2 yra transliuojamas kapsidės baltymas, o nuo ORF3 – 

fosforilintas multifunkcinis baltymas. 

ORF1 koduojamas nestruktūrinis polipeptidas yra sudarytas iš 

metiltransferazės (Met), X ir Y domenų, į papainą panašios cisteino proteazės 

(PCP), hipervariabilaus regiono (HVR), RNR helikazės (Hel) ir RdRp (1.3 ir 

1.4 pav.). Tik Met, Hel ir RdRp funkcijos yra gerai apibūdintos. Met yra 

atsakinga už HEV genomo 5‘ galo 7–metilguanozino kepurės formavimą. Met 

perneša metilo grupę ant guanozino trifosfato (GTP) sukurdamas m7–GTP. 

Šis junginys kovalentiškai prijungiamas prie 5‘ galo HEV genome (Magden 

et al., 2001, Kumar et al., 2020). Hel yra atsakinga už RNR dupleksų išardymą 

ir dalyvauja RNR transliacijoje (Karpe ir Lole, 2010b, Karpe ir Lole, 2010a). 

RdRp vykdo neigiamos orientacijos RNR sintezę nuo teigiamos orientacijos 

RNR 3‘ galo nekoduojančio regiono. RdRp prisijungia prie neigiamos 

orientacijos RNR 5‘ galo nekoduojančio regiono, kad susintetintų pilno ilgio 

teigiamos orientacijos RNR genomą. RdRp taip pat prisijungia prie 

1.3 pav. HEV genomo struktūra (pagal LeDesma et al., 2019). Met – 

metiltransferazė, Y – nežinomos funkcijos domenas, PCP – spėjama į 

papainą panaši cisteino proteazė, HVR – hipervariabilus domenas, X – 

nežinomos funkcijos domenas, Hel – RNR helikazė, RdRp – nuo RNR 

priklausoma RNR polimerazė, JR – jungties regionas, ORF1-ORF3 – 

atviro skaitymo rėmeliai. 
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subgenominio promotoriaus, esančio neigiamos orientacijos RNR. Nuo jo yra 

vykdoma subgenominės RNR, kuri koduoja ORF2 ir ORF3, transkripcija 

(Graff et al., 2006, Ichiyama et al., 2009, Cao et al., 2010). Kitų ORF1 domenų 

funkcija nėra iki galo ištirta. Vis dar neaišku, ar polipeptidas veikia kaip 

daugiafunkcinis baltymas, ar yra suskaldomas į mažesnius funkcinius 

domenus (Parvez, 2013). Taip pat nėra aiškaus įrodymo, kad PCP veikia kaip 

proteazė (Parvez ir Khan, 2014). Nors ORF1 koduojamas polipeptidas yra 

būtinas HEV replikacijai, jame esančio HVR nukleotidų seka yra labai 

variabili net ir lyginant to pačio genotipo izoliatų HVR sekas (Smith et al., 

2012). HEV genomų dydžių skirtumai daugiausia priklauso nuo HVR dydžio. 

Iš skirtingų pacientų izoliuotų HEV genomų sekų analizė rodo, kad HVR yra 

insercijos iš kitų viruso genomo regionų arba žmogaus genų (Smith et al., 

2020). 

1.4 HEV viriono susidarymas ir išėjimas iš ląstelės 

HEV genome ORF2 koduoja kapsidės baltymą, kuris supakuoja HEV 

genomą į virusines daleles. Kapsidės baltymas turi mechanizmą, kuriuo 

atskiria virusinę RNR nuo šeimininko RNR. Šis baltymas N gale turi signalinį 

peptidą, už kurio yra argininu praturtintas domenas. Šis regionas galimai 

1.4 pav. HEV genomo replikacija (pagal Nimgaonkar et al., 2018). Met – 

metiltransferazė, Y – nežinomos funkcijos regionas, PCP – spėjama į 

papainą panaši cisteino proteazė, HVR – hipervariabilus regionas, X – 

nežinomos funkcijos regionas, Hel – RNR helikazė, RdRp – nuo RNR 

priklausoma RNR polimerazė, JR – jungties regionas, ORF1 – 

polipeptidas, pORF2 – kapsidės baltymas, pORF3 – fosforilintas 

baltymas.  
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dalyvauja RNR supakavime viriono susiformavimo metu (Tam et al., 1991, 

Surjit et al., 2004). Maždaug 110 aminorūgščių, esančių N gale, specifiškai 

sąveikauja su 76 nukleotidų ilgio regionu HEV genomo 5‘ gale, vadinamu 

supakavimo signalu (Surjit et al., 2004). Vis dėlto dar nėra atlikta detali 

genetinė analizė, kuri identifikuotų supakavimo signalą ir šiam procesui 

būtinas kapsidės baltymo aminorūgštis. HEV replikacijos metu taip pat yra 

sintetinama subgenominė RNR, kurioje yra ORF2 ir ORF3 (Graff et al., 

2006). Visgi yra manoma, kad tik HEV genomo 5‘ gale yra supakavimo 

signalas, kuris užtikrina, kad tik pilno ilgio HEV genomas yra atpažįstamas 

kapsidės baltymo ir supakuojamas. Spėjama, kad kapsidės baltymui 

prisijungus prie supakavimo signalo yra aktyvinama kapsidės baltymo 

oligomerizacija, tačiau šio proceso mechanizmas ir kapsidės baltymo 

domenas atsakingas už oligomerizaciją yra nežinomi (Ju ir Ding, 2019). 

HEV virionų susidarymas yra menkai ištirtas dėl tinkamos ląstelių linijos 

HEV kultivavimui trūkumo. Yra keletas fundamentalių klausimų, susijusių su 

HEV viriono susiformavimu. Visų pirma nėra žinoma tiksli viriono 

susirinkimo vieta ląstelėje. Manoma, kad viriono susidarymo pradžiai reikia, 

jog laisvas HEV genomas sudarytų sąveiką su kapsidės baltymu. Siekiant 

išsiaiškinti HEV viriono susidarymą, būtų galima pasitelkti konfokalinę ir 

elektroninę mikroskopiją ir nustatyti HEV kapsidės baltymo lokalizaciją 

ląstelėse. Tai leistų identifikuoti potencialią virionų susirinkimo vietą (Ju ir 

Ding, 2019). Tai greičiausiai neatlikta dėl to, kad nėra efektyvios HEV 

replikacijos in vitro sistemos. Kitas klausimas yra susijęs su mechanizmu, kurį 

HEV naudoja perjungti genomo replikacijos procesą į genomo pakavimą. 

Galima spėti, kad ORF1 užkoduotas polipeptidas yra atsakingas už tai. RNR 

modifikacijos tokios kaip N6-metiladenozilinimas (m6A) gali reguliuoti RNR 

struktūrą, lokalizaciją, stabilumą ir funkciją. Yra nustatyta, kad m6A 

modifikacija hepatito C viruso RNR genome daro įtaką RNR sąveikai su 

viruso šerdiniu baltymu (Gokhale et al., 2016). Nėra aišku, ar tokia pati 

modifikacija HEV RNR genome gali reguliuoti šį procesą.  

HEV virionai iškeliauja iš ląstelės po viriono susirinkimo (1.5 pav.). HEV 

ORF3 koduoja fosforilintą multifunkcinį baltymą sudarytą iš 113 ar 114 

aminorūgščių. Šis baltymas nėra reikalingas viruso replikacijai, viriono 

susirinkimui ar viruso patekimui į Huh7 ląstelių liniją (Emerson et al., 2006). 

Multifunkcinis baltymas reguliuoja HEV išėjimą ar paleidimą iš infekuotos 

ląstelės (Yamada et al., 2009). Vis dėlto, šio proceso mechanizmas nėra gerai 

apibūdintas. Yra sudarytas spėjamas HEV išėjimo iš ląstelės modelis (Ju ir 
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Ding, 2019). ORF3 koduojamas baltymas gali sąveikauti su neglikozilintu 

kapsidės baltymu (Tyagi et al., 2002). Šis baltymas nereikalingas viriono 

susirinkimui, tačiau manoma, kad sąveika su neglikozilintu kapsidės baltymu 

gali būti mechanizmas, kuriuo yra atpažįstamos susidariusios HEV virusinės 

dalelės ir nukreipiamos iš ląstelės. Iš ląstelės nukreiptas HEV virionas keliauja 

į daugialypius kūnelius (angl. multivesicular bodies, MVB) per endosominius 

rūšiavimo kompleksus reikalingus transportavimo (angl. endosomal sorting 

1.5 pav. HEV viriono susidarymas ir išėjimas iš ląstelės (pagal Ju ir Ding, 

2019). Met, Y, PCP, HVR, X, Hel, RdRp – ORF1 regionai, ORF2S – 

sekretuojamas kapsidės baltymas, ORF2C – kapsidės baltymas sudarantis 

virioną.  
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complexes required for transport, ESCRT) sistemai. Multifunkcinis baltymas 

sąveikauja ne tik su kapsidės baltymu, bet ir su keletu šeimininko baltymų. 

Pavyzdžiui, citoskeleto mikrovamzdeliais (Zafrullah et al., 1997) ir imlumo 

navikui genu 101 (angl. tumour susceptibility gene 101, Tsg 101), kuris yra 

ESCRT sistemos dalis (Surjit et al., 2006, Kannan et al., 2009). ORF3 

koduojamas baltymas sąveikauja su mikrovamzdeliais per savo N gale 

esančius hidrofobinius domenus. Ši sąveika padidina acetilinto α–tubulino 

kiekį, o tai padidina mikrovamzdelių stabilumą (Kannan et al., 2009). 

Multifunkcinio baltymo ir mikrovamzdelių sąveikos fiziologinių padarinių 

ryšys su HEV gyvenimo ciklu nėra aiškus. Manoma, kad tai leidžia HEV 

virionams pasinaudoti mikrovamzdeliais viduląsteliniui transportui iki tol, kol 

pasitelkiama ESCRT sistema (Ju ir Ding, 2019). Tai leidžia manyti, kad 

vėlyvojo endosominio kompartmento MVB nulemia HEV virionų paleidimą. 

MVB biogenezė remiasi ESCRT baltymų kompleksais (Katzmann et al., 

2002, Hanson ir Cashikar, 2012). Atlikti tyrimai leidžia manyti, kad prolinu 

turtingas motyvas (PSAP) multifunkcinio baltymo C gale gali sąveikauti su 

Tsg101 tam, kad išnaudotų ESCRT sistemą ir pakrautų HEV virionus į MVB 

paleidimui iš ląstelės (Surjit et al., 2006). HEV virionų išrūšiavimas patekimui 

į MVB sistemą nėra apibūdintas.  

Kitas HEV virionų išėjimo iš ląstelės etapas nulemia, ar virionas bus su 

šeimininko ląstelės membraninės kilmės apvalkalėliu ar be. HEV nustatomas 

išmatose be apvalkalėlio, tačiau kraujyje cirkuliuoja virionai su membrana 

(angl. enveloped HEV, eHEV) (Jinshan et al., 2010, Yin et al., 2016). 

Dauguma ląstelių linijose kultivuoto HEV dalelių yra su apvalkalėliu (Qi et 

al., 2015). eHEV turi lipidines membranas savo paviršiuje, kurios yra 

susijusios su ORF3 koduojamu baltymu, o HEV be apvalkalėlio tokių 

membranų neturi (Takahashi et al., 2008b, Yin et al., 2016). Iš šeimininko 

membranos komponentų sudarytas apvalkalėlis užmaskuoja HEV kapsidės 

baltymą ir taip mažina neutralizuojančių antikūnų efektyvumą (Yin et al., 

2016). Ląstelės egzosominiu keliu transportuojami eHEV yra išgryninami 

kartu su ląstelės egzosomomis toje pačioje frakcijoje. Nustatyta, kad 

tetraspaninai CD63, CD9 ir CD81, epitelio ląstelinė adhezijos molekulė 

(EpCAM) ir fosfatidilserinas (PS) bei Goldžio aparato tinklo baltymas 

(TGOLN2) yra eHEV virionų paviršiuje. Tai rodo, kad ląstelės egzosomos ir 

eHEV membranos komponentai yra bendri (Nagashima et al., 2014b, 

Nagashima et al., 2017). Vis dėlto, eHEV biogenezė nėra visiškai išaiškinta, 

todėl nėra apibūdinta ir eHEV gaubiančios membranos sudėtis (Ju ir Ding, 

2019). Paskutinis etapas HEV paliekant ląstelę yra virionų išėjimas pro 
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ląstelės membraną. MVB, kuriuose yra eHEV, susijungia su plazmine 

membrana ir išleidžia virionus iš ląstelės. Šis procesas yra reguliuojamas 

Rab27 baltymo, nes nesant šio baltymo virusinių dalelių paleidimo 

efektyvumas mažėja (Raposo ir Stoorvogel, 2013, Nagashima et al., 2014a). 

Be to, CD63 ir CD81, kurių yra daug egzosomų membranose, yra susiję su 

eHEV. Tai leidžia manyti, kad eHEV naudojasi sekrecinėmis egzosomomis iš 

MVB tam, kad paliktų ląstelę (Nagashima et al., 2014a). Apibendrinant 

galima teigti, kad HEV viriono susidarymas ląstelės viduje ir išėjimas iš 

ląstelės vis dar turi daug neatsakytų klausimų ir reikalauja nuodugnesnių 

tyrimų. 

HEV multifunkcinis baltymas, koduojamas ORF3, gali oligomerizuotis ir 

veikti kaip jonų kanalas. Šis aktyvumas yra reikalingas virusinių dalelių 

išėjimui iš ląstelės (Ding et al., 2017). Jonų kanalo reikalingumas HEV 

išėjimui iš ląstelės nėra aiškus. Visgi tikėtina, kad jonų kanalas reguliuoja 

endosomos jonų koncentraciją ir pH tam, kad sudarytų sąlygas HEV viriono 

paleidimui. Be fosforilinimo HEV ORF3 koduojamas baltymas taip pat yra 

palmitoilinamas ant cisteino aminorūgščių liekanų esančių baltymo N 

galiniame regione. Tai atlieka kol kas nenustatyta palmitoiltransferazė. Ši 

modifikacija nulemia tai, kad multifunkcinis baltymas yra lokalizuotas 

ląstelės viduje ir prisijungęs prie membranos. Taip pat palmitoilinimas yra 

būtinas, kad HEV virionai paliktų ląstelę (Gouttenoire et al., 2018). Taigi 

HEV ORF3 užkoduoto baltymo potransliacinės modifikacijos (fosforilinimas, 

palmitoilinimas ir kitos nežinomos) yra dinaminis procesas, kuris nulemia šio 

baltymo įvairias lokalizacijas ląstelėje ir parodo, kad tai multifunkcinis 

baltymas.  

Hepatocitai yra poliarizuotos epitelinės ląstelės. Jų išskirtinis poliškumas 

pasireiškia tuo, kad fiziologinėmis sąlygomis susiformuoja du domenai. 

Apikalinė dalis yra nukreipta į tulžies kapiliarus, o bazolateralinė dalis – į 

kepenų kraujagysles (sinusoidus) (Gissen ir Arias, 2015). HEV virionai gali 

palikti ląstelę per abiejų dalių membranas. Yra nustatyta, kad HEV ORF3 

koduojamas baltymas yra lokalizuotas arčiau tulžies kapiliaro hepatocituose 

in vitro (Emerson et al., 2010, Capelli et al., 2018) ir in vivo (Allweiss et al., 

2016). Dauguma infektyvių HEV dalelių, kurios yra su apvalkalėliu, išeina iš 

hepatocitų per apikalinę dalį į tulžies kapiliarą. Iš ten HEV keliauja į tulžies 

traktą ir patenka į išmatas. Šiuo keliu iš ląstelės išėjusių HEV virionų 

membraninis apvalkalėlis dėl tulžies poveikio yra degraduojamas, todėl 

išmatose nustatomas HEV yra be apvalkalėlio. Maža dalis HEV virionų išeina 

iš ląstelės pro bazolateralinę dalį į kraują ir gali išplisti po visą organizmą (Ju 
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ir Ding, 2019). Taigi, infektyvūs HEV virionai gali būti dviejų pavidalų dėl 

fiziologinių sąlygų esančių kepenyse. 

1.5 HEV patekimas į ląstelę 

Virusų gebėjimas prisijungti prie ląstelės ir patekti į ją yra svarbiausi 

žingsniai sėkmingai viruso infekcijos pradžiai. Tai nulemia viruso gebėjimą 

infekuoti skirtingus šeimininkus, specifinius audinius ir patogenezę. Ląstelių 

gaminami įvairūs plazminės membranos komponentai, kurie gali būti virusų 

receptoriai, lemia viruso gebėjimą infekuoti tam tikrus ląstelių tipus (Grove ir 

Marsh, 2011). HEV virionai su apvalkalėliu ir be jo į ląstelę patenka 

skirtingais mechanizmais (1.6 pav.) (Yin et al., 2016, Chapuy-Regaud et al., 

2017, Nagashima et al., 2017). HEV be apvalkalėlio prisijungia prie ląstelės 

paviršiaus per heparansulfato proteoglikanus (HSPG) (Kalia et al., 2009), 

asialoglikobaltymo receptorius (ASGPR) (Zhang et al., 2016) ir spėjamus 

receptorius integrinus α3 (ITGA3) (Shiota et al., 2019). Manoma, kad eHEV 

prisijungia prie ląstelės per viruso fosfatidilseriną turinčią membraną prie T 

ląstelių imunoglobulino mucino domeną 1 (TIM-1) ant infekuojamos ląstelės, 

1.6 pav. HEV patekimas į ląstelę (pagal Wißing et al., 2020). 



27 

 

 

kaip ir kiti virusai su apvalkalėliu (Jemielity et al., 2013, Das et al., 2019, 

Wißing et al., 2020). Visgi išlieka neaišku, ar toks dvejopas skirtingų HEV 

virionų tipų prisijungimo prie ląstelės būdas daro įtaką viruso išgyvenamumui 

ir specifiškumui įvairiems audiniams. Žinant, kad HEV infekcijos 

neapsiriboja tik kepenų ląstelėmis, mažiau specifiškas eHEV virionų negu 

virionų be apvalkalėlio prisijungimas prie ląstelių galėtų paaiškinti, kodėl 

HEV infekcijos nustatomos įvairiuose audiniuose.  

Po HEV prisijungimo prie ląstelės receptoriaus, abiejų tipų HEV virionai 

yra endocituojami. Viriono išpakavimo mechanizmai yra menkai ištyrinėti, 

tačiau yra aišku, kad abiem HEV formoms reikia skirtingų mechanizmų. HEV 

virionai be apvalkalėlio yra išpakuojami ankstyvosiose endosomose. RNR 

genomas, manoma, keliauja į citoplazmą per porą, kuri susidaro virionui 

susijungiant su ląstelės receptoriumi. eHEV virionų išpakavimui reikia, kad 

endosoma subręstų iki lizosomos. Lizosomoje susidaranti rūgštinė aplinka 

reikalinga, kad viriono membrana iširtų (Kapur et al., 2012, Yin et al., 2016, 

Wißing et al., 2020). Iširus virionui, RNR genomas atsiduria citoplazmoje ir 

prasideda replikacijos procesas (1.3 skyrius). 

1.6 HEV kapsidės baltymas 

HEV kapsidės baltymas infekcijos metu nustatomas skirtingų formų. Yra 

aprašyti du tyrimai, kurie pademonstravo, kad HEV infekcijos metu dalis 

susintetinto kapsidės baltymo susirenka į sekretuojamas pseudodaleles, o kita 

dalis dalyvauja viriono susiformavime. Vienas tyrimas nustatė infektyvų 

(ORF2i), glikozilintą (ORF2g) ir sutrumpintą (angl. cleaved, ORF2c) 

kapsidės baltymo formas. ORF2i baltymas sudaro infektyvaus HEV viriono 

kapsidę. ORF2g ir ORF2c yra sekretuojami viruso baltymai, kurie nesudaro 

infektyvių HEV dalelių (Montpellier et al., 2018). Kitas tyrimas yra parodęs, 

kad sekretuojamo kapsidės baltymo (ORF2S) transliacija pradedama nuo 

pradžios kodono esančio 15 kodonų už kito pradžios kodono, nuo kurio yra 

transliuojamas virioną sudarantis kapsidės baltymas (ORF2C). ORF2S buvo 

nustatytas kaip glikozilintas dimeras, kuris efektyviai keliauja iš ląstelės 

klasikiniu sekrecijos keliu. Šio baltymo sudėtyje yra panašios antigeninės 

struktūros kaip ir iš ORF2C baltymo sudarytoje kapsidėje, bet jos nėra 

identiškos (Yin et al., 2018). Manoma, kad antrojo tyrimo metu nebuvo 

nustatytas sutrumpintas kapsidės baltymas (ORF2c) mažiau efektyvios 

baltymų raiškos ląstelių kultūros modelyje (Ankavay et al., 2019). Dauguma 

susintetinto kapsidės baltymo yra sekretuojama kaip ORF2S, o ne ORF2C, 
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kuris supakuoja HEV genomą į virionus. Sekretuojamo kapsidės baltymo 

vaidmuo HEV gyvenimo cikle nėra žinomas. Spėjama, kad jis gali veikti kaip 

priedanga, kuri apsaugo infektyvius HEV virionus nuo neutralizuojančių 

antikūnų. ORF2S ir ORF2C erdvinė struktūra šiek tiek skiriasi, todėl tai leidžia 

manyti, kad imuninis atsakas susidaręs prieš ORF2S yra mažiau efektyvus 

prieš ORF2C. Tai galėtų išsekinti imuninę sistemą ir atidėti efektyvios 

apsaugos prieš HEV infekciją susiformavimą (Ju ir Ding, 2019). Taigi 

apibendrinant abu tyrimus yra aišku, kad dalis HEV kapsidės baltymo yra 

išskiriama iš infekuotos ląstelės be viruso genomo, o kita dalis – supakuoja 

viruso genomą ir sudaro virioną. 

Natyvių HEV virionų struktūra nėra nustatyta. Nors jau yra išvesta ląstelių 

linija, kuri gali palaikyti nuolatinę HEV replikaciją (Meister et al., 2019), 

pakankamo natyvių HEV virionų kiekio struktūros tyrimams išgryninti 

nepavyksta. Rekombinantinio HEV kapsidės baltymo savybė oligomerizuotis 

buvo išnaudota virusą primenančių dalelių (VPD) sintezei in vitro. 

Pavyzdžiui, rekombinantiniai sutrumpinti HEV kapsidės baltymai po sintezės 

Escherichia coli formavo dimerus ir heksamerus (Li et al., 2005a, Li et al., 

2009a). Sutrumpinti baltymai, kuriuos sudaro HEV kapsidės baltymo sritys 

394–606 ir 459–660 suformuoja heksamerus. Rekombinantinis virusinis 

baltymas p239 (368–606 aminorūgščių sritis) formuoja 23 nm skersmens 

daleles (Li et al., 2005b). HEV-1 kapsidės baltymo įvairaus ilgio variantų 

sintezė taip pat atlikta bakulovirusų sistemoje (Li et al., 1997). Susintetinus N 

galinių aminorūgščių mutantą (112–660 aminorūgščių sritis) Tn5 ir Sf9 

ląstelių linijose buvo nustatyti 58 ir 53 kDa dydžio baltymai. Tik 53 kDa 

baltymas susintetintas Tn5 ląstelėse buvo sekretuojamas ir formavo 23–24 nm 

skersmens daleles (Li et al., 2005a).  Bakulovirusų sistemoje susintetintas N 

gale sutrumpintas žiurkių HEV kapsidės baltymas formavo subvirusines 

daleles, kurių skersmuo panašus į natūralių HEV virionų – 35 nm (Li et al., 

2011). Taip pat yra aprašyta sutrumpinto HEV kapsidės baltymo (112–608 

aminorūgštys), kuris suformavo 22 nm skersmens VPD, sintezė mielėse 

Pischia pastoris (Gupta et al., 2020). HEV kapsidės baltymas (110–610 

aminorūgštys) yra susintetintas augaluose Nicotiana benthamiana ir formuoja 

100 nm skersmens struktūras (Mardanova et al., 2020). Taigi yra įvairių 

rekombinantinių HEV kapsidės baltymų, kurie gali būti panaudoti HEV 

tyrimams. 
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Tiriant rekombinantinių HEV kapsidės baltymų struktūras nustatyta, kad 

juos sudaro trys domenai – S (angl. shell), M (angl. middle) ir P (angl. 

protruding) (1.7 pav.) (Yamashita et al., 2009). Erdvinėje kapsidės baltymo 

struktūroje S domenas tarnauja kaip pagrindas iškeliantis M ir P domenus. M 

domeno paviršius stipriai sąveikauja su S ir P domenais. P domenas 

prisijungia prie ląstelės receptoriaus bei yra neutralizuojančių antikūnų 

prisijungimo vieta (Xing et al., 2010). Rekombinantinių HEV kapsidės 

baltymų struktūrų tyrimai taip pat atskleidė, kad VPD gali būti dviejų skirtingų 

simetrijų – T=1 ir T=3. HEV-3 ir HEV-4 kapsidės baltymai sudaryti iš 112–

608 aminorūgščių srities sudaro T=1 simetrijos VPD (1.7 ir 1.8 pav.) (Guu et 

al., 2009, Yamashita et al., 2009). HEV-3 kapsidės baltymas be C galo 52 

aminorūgščių, gali sudaryti T=3 simetrijos natūralaus HEV viriono dydžio 

VPD, kuri savo viduje turi RNR (1.8 pav.) (Xing et al., 2010). Kapsidės 

baltymo N galinių 14–111 aminorūgščių regiono sąveika su RNR lemia T=3, 

o ne T=1 simetrijos virionų susiformavimą (Guu et al., 2009, Yamashita et al., 

2009, Xing et al., 2010). Spėjama, kad kapsidės baltymo dimerai susijungia į 

dekamerus, tada į ikozaedrinę T=3 simetrijos kapsidę (Xing et al., 2010, Mori 

1.7 pav. Sutrumpinto HEV kapsidės baltymo (112–606 aminorūgštys) 

suformuotos virusą primenančios dalelės (T=1) struktūros modelis (A) ir 

baltymo modelis (B) (pagal Yamashita et al., 2009). 
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ir Matsuura, 2011). Natūralios infekcijos metu HEV virionas yra sudarytas iš 

pilno ilgio kapsidės baltymo ir yra T=3 simetrijos.  

1.7 Hepatito E klinikiniai simptomai 

HEV infekcijos sukelta liga yra vadinama hepatitu E. Daugumai 

užsikrėtusiųjų  HEV infekcija nesukelia jokių simptomų. Jeigu ir pasireiškia 

silpni simptomai, dažniausiai daugumos pacientų organizmas pats susitvarko 

su infekcija per kelias savaites. Hepatitas E klasikiniu atveju pasireiškia kaip 

ūmi infekcija su geltos simptomais (5–30 % atvejų). Šios ligos pirminiai 

1.8 pav. Skirtingų simetrijų HEV VPD susidarymo modelis (pagal Xing 

et al., 2010). 
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simptomai yra karščiavimas, pykinimas, vėmimas, apetito praradimas ir 

negalavimo jausmas. Vėliau atsiranda tokie simptomai kaip tamsus šlapimas 

ir gelta. Liga praeina savaime po kelių dienų ar savaitės, tačiau mirtingumas 

gali pasiekti 0,5–4 % atvejų per protrūkius (Wedemeyer et al., 2012). HEV-1 

ir HEV-2 dažniausiai infekuoja jaunus vyrus (15–30 metų amžiaus) 

besivystančiose šalyse. Infekcija gali būti besimptomė, sukelti nesudėtingus 

simptomus arba gali išsivystyti staigus ir ūmus hepatitas, kuris sukelia kepenų 

nepakankamumą. Nėščiosios priskiriamos padidintos rizikos grupei. 

Užsikrėtus HEV antrame ir trečiame nėštumo trimestruose, gali išsivystyti 

kepenų nepakankamumas. Mirtingumas gali pasiekti 25 % per trečią nėštumo 

trimestrą (Navaneethan et al., 2008). Nėščiosios miršta dėl komplikacijų, 

pavyzdžiui, kraujavimo ir eklampsijos. Yra aprašytas ir kepenų 

nepakankamumas. Negyvų kūdikių gimimas taip pat yra dažnas. HEV gali 

būti perduotas vertikaliai iš motinos kūdikiui. Tai padidina naujagimių 

sergamumą ir mirštamumą (Khuroo et al., 2009). HEV-1 infekcija nėštumo 

metu yra siejama su dažnesniais persileidimais, priešlaikiniu gimdymu, 

mirštamumu gimdymo metu. Taigi besivystančiose šalyse HEV infekcija yra 

pavojingiausia nėščiosioms, tačiau sukelia klinikinius simptomus ir vyrams 

(Khuroo et al., 2009). 

Išsivysčiusiose šalyse HEV įprastai infekuoja vidutinio amžiaus ar 

vyresnius vyrus (>55 metų amžiaus). Pavojingos HEV infekcijos nėščiosioms 

nėra aprašytos. Pacientai, kurie jau serga kepenų liga, yra rizikos grupėje 

išsivysčiusiose ir besivystančiose šalyse (Dalton et al., 2007a, Péron et al., 

2007). Europoje 5–33 % pacientų infekuotų HEV-3 arba HEV-4 pasireiškia 

hepatito E simptomai, įskaitant geltą (Said et al., 2009, Guillois et al., 2016, 

Faber et al., 2018). Simptomų pasireiškimas gali būti siejamas su HEV virionų 

koncentracija organizme. Tai rodo tyrimai, kurie nustatė, kad pacientai su 

pasireiškusiais simptomais turi didesnę HEV RNR koncentraciją kraujyje 

negu sveiki kraujo donorai, kurių kraujyje nustatyta HEV RNR (Lhomme et 

al., 2019). 

Pacientams su nusilpusia imunine sistema gali išsivystyti lėtinė HEV-3 ar 

HEV-4 infekcija. Tai pacientai po transplantacijos (Gérolami et al., 2008, 

Kamar et al., 2008b, Haagsma et al., 2008) arba infekuoti žmogaus 

imunodeficito virusu (ŽIV) (Colson et al., 2009, Dalton et al., 2009, Kenfak-

Foguena et al., 2011). Taip pat yra aprašyti lėtinės HEV infekcijos atvejai 

pacientams su hematologine liga, kuriems atliekama chemoterapija (Peron et 

al., 2006, Tamura et al., 2007, Ollier, 2009, Geng et al., 2013), kamieninių 

ląstelių recipientams (Versluis et al., 2013) arba pacientams su reumatiniais 
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sutrikimais, kuriems atliekama imuninę sistemą slopinanti imunoterapija 

(Bauer et al., 2015, Pischke et al., 2019). Yra aprašyta HEV-7 infekcija 

pacientui, kuris vartojo kupranugario mėsą ir pieną. Manoma, kad ši infekcija 

buvo lėtinė (Lee et al., 2016). HEV infekcija yra laikoma lėtine, kai HEV 

dauginimasis tęsiasi ilgiau negu 3 mėnesius (Kamar et al., 2013). Jos metu 

gali išsivystyti lėtinis hepatitas, kuris greitai progresuoja į kepenų cirozę 10 % 

infekuotų pacientų atvejų (Gérolami et al., 2008, Haagsma et al., 2008, Kamar 

et al., 2008a, Kamar et al., 2011). Dalis šių pacientų gali mirti dėl 

nepakankamai atsistačiusios kepenų funkcijos po cirozės praėjus 2–3 metams 

nuo hepatito E diagnozės. Nėra aprašyta ūmaus hepatito atvejų HEV infekuotų 

transplantatų recipientams (Lhomme et al., 2020). Taigi HEV-3 ir HEV-4 

infekcijos sudėtingiausias klinikines būkles sukelia pacientams su nusilpusia 

imunine sistema. 

HEV gali infekuoti ne tik kepenis, todėl yra nustatomi klinikiniai 

simptomai, atsirandantys dėl kitų organų pažeidimų (1.9 pav.). Šie klinikiniai 

simptomai gali būti skirstomi į neurologinius ir sukeliamus sutrikusios inkstų 

funkcijos. Nedaug yra žinoma apie mechanizmus, kurie sukelia šiuos 

klinikinius simptomus. Manoma, kad tiesioginis HEV replikacijos organuose 

poveikis arba netiesioginiai imuninės sistemos veiklos padariniai gali būti su 

jais susiję. 

Neurologiniai sutrikimai yra nustatyti pacientams, kurie sirgo ūmiu arba 

lėtiniu hepatitu E, kurį sukėlė HEV-1 ir HEV-3 infekcijos (Dalton et al., 

2016). Buvo aprašyti tokie neurologiniai sutrikimai kaip neuralgine 

amiotrofija (NA), Guillain-Barré sindromas, paralyžius veido srityje ir 

daugybinė radikulopatija (uždegimas nugaros smegenyse) (Dalton et al., 

2017). Keletas hepatito E pacientų kohortų ir atvejų tyrimų susijusių su NA 

buvo atlikti HEV-3 infekuotiems europiečiams. Vienas tyrimas apimantis 

keturis tyrimo centrus Prancūzijoje, Jungtinėje Karalystėje ir Nyderlanduose 

prospektyviai išanalizavo daugiau nei 450 pacientų su ūmia netrauminia 

neurologine pažaida. Buvo nustatyta, kad 2,4 % tiriamųjų buvo infekuoti HEV 

(Dalton et al., 2017). Trys NA atvejai buvo susieti su HEV. Panašius rezultatus 

gavo ir kitas Jungtinės Karalystės ir Nyderlandų kohortos tyrimas, kuris 

nustatė, kad 10,6 % pacientų su NA turėjo HEV infekciją, kai pasireiškė 

neurologinis susirgimas (Van Eijk et al., 2014). Kitas plataus mąsto 118 

pacientų su NA tyrimas Europoje parodė, kad pacientai, kurių susirgimas 

siejamas su HEV, išsiskiria klinkiniu fenotipu palyginus su pacientais su NA, 

bet be HEV infekcijos. Pacientai, kuriems nustatyta HEV infekcija ir NA, 

turėjo didesnę tikimybę, kad jiems išsivystys peties nervų rezginio pažeidimai. 
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Šiems pacientams taip pat dažniau nustatyti neurologiniai pažeidimai 

freniniuose nervuose (Van Eijk et al., 2017). Neseniai atliktas tyrimas nustatė 

HEV RNR ir IgM klasės antikūnus prieš HEV stuburo kanale pacientui su 

NA. Tai rodo neurotropinę HEV infekciją (Fritz et al., 2018). HEV infekcijos 

ryšys su Guillain-Barré sindromu yra išanalizuotas tyrimuose Bangladeše 

(Geurts van Kessel et al., 2013), Japonijoje (Fukae et al., 2016) ir 

Nyderlanduose (Van Den Berg et al., 2014). Neseniai buvusi HEV infekcija 

nustatyta 5–11 % pacientų su Guillain-Barré sindromu. Tai buvo didesnis 

HEV infekcijos dažnis lyginant su sveikų žmonių kontroline grupe. Belgijoje 

atliktas tyrimas parodė, kad 8 % pacientų su Guillain-Barré sindromu turėjo 

HEV infekciją (Stevens et al., 2017). Kiti neurologiniai simptomai, 

pavyzdžiui, neuropatinis skausmas, skausmo jautimo sutrikimai, encefalitas 

1.9 pav. HEV infekcijos padariniai organizme už kepenų ribų (Pischke et 

al., 2016). 
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ar mielininio dangalo uždegimas, periferine neuropatija, taip pat buvo aprašyti 

HEV infekuotiems pacientams (Dalton et al., 2016, Abravanel et al., 2018). 

Dauguma HEV infekuotų pacientų su neurologiniais sutrikimais turėjo 

normalią arba lengvai sutrikusią kepenų veiklą. Tai rodo, kad neurologiniai 

sutrikimai yra pagrindiniai simptomai šiems pacientams. 

Su HEV siejamų neurologinių sutrikimų patofiziologija nėra išaiškinta. 

Spėjama, kad imuninis atsakas, kurį sukelia virusas, gali daryti įtaką. Yra 

nustatyta, kad neurologiniai pažeidimai dažniau nustatomi pacientams su 

sveika imunine sistema (22,6 %) negu pacientams su nusilpusia imunine 

sistema (3,2 %, p < 0,001) (Abravanel et al., 2018). Tai leidžia manyti, kad 

Guillain-Barré sindromas ir NA yra dėl imuninio atsako, sukelto HEV 

infekcijos, atsirandantys sutrikimai. Kita hipotezė yra tiesioginis viruso 

neurotropizmas. Išskirtinis atvejis buvo nustatytas lėtinę HEV infekciją 

turinčiam inksto recipientui. HEV kamienai, nustatyti cerebrospinaliniame 

skystyje ir serume tuo pačiu metu, skyrėsi. Tai leidžia spėti, kad 

evoliucionuoja neurotropiniai HEV variantai (Kamar et al., 2010) ir kad HEV 

galimai gali replikuotis centrinėje nervų sistemoje. Taigi neurologinius 

sutrikimus gali sukelti HEV infekcijos sukeltas imuninis atsakas, tiesioginis 

viruso poveikis arba abu. 

Ūmios ir lėtinės HEV infekcijos gali sukelti inkstų pažeidimus ir sutrikdyti 

inkstų funkcijas (Kamar et al., 2005, Kamar et al., 2012), tačiau mažai yra 

žinoma apie mechanizmus, kurie nulemia šiuos klinikinius simptomus. HEV-

1 arba HEV-3 infekuotų pacientų inkstų biopsijos parodė glomerulinės ligos 

ženklus (Kamar et al., 2012). HEV taip pat gali paskatinti jau esančios IgA 

nefropatijos paūmėjimą (Kamar et al., 2012, Del Bello et al., 2015). HEV 

RNR buvo nustatyta kraujo serume, paimtame iš paciento su sveika imunine 

sistema ir ūmia HEV infekcija bei inkstų uždegimu (Guinault et al., 2016). 

HEV infekcija taip pat buvo identifikuota kaip nepriklausomas veiksnys 

nulemiantis krioglobulinemiją organų recipientams (Marion et al., 2018). 

Inkstų funkcija pagerėja pasibaigus HEV infekcijai (Kamar et al., 2012, Del 

Bello et al., 2015, Guinault et al., 2016). Taigi HEV infekcija gali pasunkinti 

jau esančius inkstų funkcijų sutrikimus ir kitas ligas. 

HEV infekcijos poveikio inkstams mechanizmas nėra žinomas. 

Pacientams su hepatito C viruso (HCV) infekcija ir inkstų uždegimu gali 

susidaryti HCV antigeno, IgG antikūnų prieš HCV ir reumatoidinio veiksnio 

imuninių kompleksų sankaupos glomerulėse (D’Amico, 1998). Manoma, kad 

panašus mechanizmas veikia ir HEV infekcijos atveju. HEV antigenas ir RNR 

buvo nustatyta pacientų su lėtine HEV-3 arba HEV-4 infekcija šlapime (Geng 
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et al., 2016, Marion et al., 2019). Didelės HEV antigeno koncentracijos buvo 

nustatytos pacientų su nusilpusia imunine sistema šlapime nepriklausomai 

nuo to, ar nustatyta HEV RNR. Didelės molekulinės masės HEV virionai 

neturėtų laisvai pereiti glomerulių filtracijos barjero (Robinson et al., 1998, 

Montpellier et al., 2018, Yin et al., 2018). Visgi mažesnės molekulinės masės 

sekretuojami kapsidės baltymo variantai (ORF2S (Yin et al., 2018) arba 

ORF2c ir ORF2g (Montpellier et al., 2018)) galėtų būti sekretuojami į šlapimą 

ir nustatomi. Taip pat tikėtina, kad HEV antigenas į šlapimą galėtų būti 

sekretuojamas inkstų epitelinių ląstelių. Yra pademonstruota, kad HEV gali 

daugintis nežmoginių primatų ir kiaulių inkstų ląstelėse (Grigas et al., 2020). 

Vis dėlto nėra jokių įrodymų, kad HEV yra tiesiogiai nefrotoksiškas ar kad jis 

galėtų daugintis žmogaus inkstų ląstelėse (Lhomme et al., 2020). Taigi, ar 

HEV infekcija tiesiogiai paveikia inkstus ir kaip tai vyksta lieka neišaiškinta. 

1.8 Molekuliniai HEV nustatymo metodai 

HEV klinikiniai simptomai ir biocheminiai testai nesuteikia pakankamai 

informacijos, kad būtų patvirtinta HEV infekcijos diagnozė. Visgi tai padeda 

identifikuoti virusinės infekcijos pradžią ar jos stadiją. HEV infekcijai 

diagnozuoti optimaliausias variantas yra molekulinių ir serologinių HEV 

infekcijos nustatymo metodų derinimas. Šių metodų derinimas leidžia 

patvirtinti infekciją bei vertinti gydymo efektyvumą lėtinės infekcijos atveju. 

Egzistuoja keletas molekulinių ir imunocheminių (žr. 1.9 skyrių) HEV 

nustatymo metodų. 

Molekuliniai HEV nustatymo metodai nustato viruso RNR. Kraujyje HEV 

RNR gali būti nustatoma labai ankstyvoje ūmios HEV infekcijos stadijoje ir 

jos kiekis tolygiai mažėja iki 5–6 savaitės, kol būna nebenustatomas (1.10 

pav.). Praėjus 2–3 savaitėms nuo infekcijos pradžios HEV RNR yra nustatoma 

išmatose. HEV RNR yra nustatoma tik ūmios infekcijos fazės metu (Al-Sadeq 

et al., 2018). Keletas tyrimų yra parodę, kad HEV RNR nustatymas yra 

reikalingas norint patvirtinti HEV buvimą kraujo ar organų donacijų metu 

(Vollmer et al., 2012, Fischer et al., 2015, Nasrallah et al., 2017). HEV RNR 

detekcija yra laikoma standartine procedūra HEV pastovios infekcijos 

nustatymui individams su nusilpusia imunine sistema (Pischke et al., 2010, 

Movert et al., 2013). Visgi kraujo produktų tikrinimas prieš kraujo donacijas 

ar transfuzijas yra diskutuotinas (Coilly et al., 2013, Pawlotsky, 2014). 

Europoje kraujo donorų tyrimai nustatė HEV viremijas. Be to, rutiniškai HEV 
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infekcijos kraujo donoruose yra tiriamos Airijoje, Jungtinėje Karalystėje, 

Prancūzijoje, Nyderlanduose, Vokietijoje, Ispanijoje, Austrijoje, 

Liuksemburge (Boland et al., 2019). 

Dažniausiai HEV RNR nustatymui yra naudojamas PGR metodas (lentelė 

1.2). Diagnostikai populiariausia yra atvirkštinės tranksripcijos tikro laiko 

kiekybinė PGR (AT–kPGR), tačiau taip pat yra naudojama AT lizdinė (angl. 

nested) PGR ir AT–PGR. AT–kPGR taikiniai yra išsidėstę ORF1 (Pas et al., 

2012, Slot et al., 2013, Gupta et al., 2013, Behrendt et al., 2016), ORF2 

(Abravanel et al., 2012) arba ORF3 (Sauleda et al., 2015). Yra keletas 

gamintojų, kurie tiekia rinkinius HEV diagnostikai AT–kPGR metodu. Taip 

pat Pasaulio sveikatos organizacija yra patvirtinusi visų HEV genotipų RNR 

standartų rinkinį diagnostinių metodų validavimui (Baylis et al., 2019). AT–

PGR taikiniai yra ORF1 (Jothikumar et al., 1993, Abravanel et al., 2013). 

Lizdinės PGR taikiniai taip pat yra ORF1 (Meng et al., 1997, Wu et al., 1998, 

Zhang et al., 2006, Garg et al., 2016). AT–kPGR yra naudojama taip pat ir 

kiekybiniam HEV RNR kiekio įvertinimui mėginiuose, o kitų PGR tipų 

produktai yra nuskaitomi DNR sekoskaita ir naudojami HEV genotipavimui. 

1.10 pav. HEV žymenų titras infekcijos žmoguje eigoje (pagal Al-Sadeq 

et al., 2018). 
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Lentelė 1.2. HEV RNR nustatymo metodai ir jų taikiniai. 

 

Atvirkštinės transkripcijos izoterminis pagausinimas (angl. reverse 

transcription loop-mediated isothermal amplification, AT–LAMP) yra greitas 

metodas naudojamas HEV nustatymui (lentelė 1.2). Yra publikuota keletas 

AT–LAMP sistemų, skirtų nustatyti HEV kiaulių, vėžiagyvių ir žmonių 

mėginiuose (Lan et al., 2009, Zhang et al., 2012, Chen et al., 2014, Gao et al., 

2016). Šios sistemos taikiniai yra konservatyvūs viruso genomo regionai. 

Taikinių pagausinimui yra naudojami keletas išorinių, vidinių ir „kilpos 

pradmenų“ (angl. loop primers) sistemų komplementarių kelioms skirtingoms 

genomo sritims. Kadangi HEV turi RNR genomą, LAMP metodas yra 

derinamas su atvirkštinės transkripcijos reakcija. Atvirkštinė transkripcija ir 

LAMP reakcija vyksta tame pačiame mėgintuvėlyje izoterminėse sąlygose 

(63 °C). Gaunami kokybiniai rezultatai, kurie identifikuojami DNR 

elektroforezės metodu arba reakcijos mišinio spalvą keičiančiomis ar 

fluorescencinėmis medžiagomis (Zhang et al., 2012, Chen et al., 2014). AT–

LAMP jautrumas – 9 HEV RNR kopijos (Al-Sadeq et al., 2018). Taigi yra ir 

alternatyvių HEV nustatymo molekulinių metodų. 

HEV nustatymui žiurkėse yra naudojami AT lizdinė PGR ir AT–kPGR. 

RNR mėginiai yra gryninami iš žiurkių kepenų ir išmatų. PGR taikiniais 

pasirenkamos sritys, esančios genomo 5‘ gale, ORF1, ORF2, ORF1 ir ORF2 

ribojimosi vietoje (Johne et al., 2010b, Mulyanto et al., 2013, Widén et al., 

2014). PGR taikinių detalesnė analizė atliekama DNR sekoskaitos metodu. 

Filogenetiniams ryšiams tirti nuskaitomi ne mažiau kaip 200 nukleotidų ilgio 

fragmentai (Purdy ir Sue, 2017, Ryll et al., 2017). Vykstant HEV genomo 

replikacijai yra sintetinama nekoduojanti RNR, kurios nustatymas parodo 

vykstančią HEV replikaciją. Nekoduojanti HEV RNR yra nustatoma AT–

Metodas Taikiniai HEV-3 

genome 

Taikiniai žiurkių 

HEV genome 

Atvirkštinės tranksripcijos tikro 

laiko kiekybinė PGR 

ORF1; ORF2; 

ORF3 

5‘ galas; ORF1; ORF2; 

ORF1 ir ORF2 

ribojimosi vieta  

Atvirkštinės tranksripcijos lizdinė 

PGR 

ORF1 ORF1 

Atvirkštinės tranksripcijos PGR ORF1 Nekoduojanti RNR 

Atvirkštinės transkripcijos 

izoterminis pagausinimas 

ORF2; ORF3 – 
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PGR (Billam et al., 2008, Zhang et al., 2011). Taigi, yra keletas būdų žiurkių 

HEV RNR nustatymui. 

1.9 Imunocheminiai HEV nustatymo metodai 

Imunocheminiai HEV nustatymo metodai gali nustatyti viruso antigeną 

arba virusui specifiškus antikūnus kraujyje. Viruso antigenas ūmios infekcijos 

fazės metu yra nustatomas kraujyje ir kepenyse. Lėtinės infekcijos metu HEV 

antigenas taip pat yra aptinkamas. Viruso antigeno nustatymas dviepitopės 

imunofermentinės analizės (IFA) metodu yra vienas iš tiesioginių būdų 

nustatyti HEV viremiją (Aggarwal ir Goel, 2016). HEV antigenas yra viruso 

kapsidės baltymas (Zhang et al., 2006). ORF3 nekoduoja HEV kapsidės 

baltymo, tačiau taip pat yra nustatomas kraujo serume ūmios infekcijos metu 

(Takahashi et al., 2008b). Dviepitopės IFA metodui gali būti panaudoti 

monokloniniai ir/arba polikloniniai antikūnai. Jais gali būti padengiamas 

plokštelės šulinėlių dugnas tam, kad išgaudytų HEV antigenus. Tie patys 

antikūnų tipai gali būti naudojami HEV antigeno-antikūno kompleksų 

detekcijai (Zhang et al., 2006). HEV antigeno nustatymas dažniau sutampa su 

HEV RNR nustatymu negu IgM klasės antikūnų prieš HEV nustatymas su 

HEV RNR (Zhang et al., 2006, Vollmer et al., 2014, Trémeaux et al., 2016). 

IgM prieš HEV susidaro infekcijos pradžioje (1.10 pav.). Nors AT–PGR yra 

jautresnė už HEV antigeno nustatymo metodus (Vollmer et al., 2014, 

Trémeaux et al., 2016), įtaką PGR jautrumui gali daryti HEV genomo sekos 

variabilumas ir genotipų įvairovė. Tikėtina, kad HEV antigeno nustatymo 

metodai gali toleruoti šią HEV genotipų įvairovę (Zhang et al., 2006). HEV 

antigeno nustatymo IFA sistemos pasižymi aukštu specifiškumu, nes nėra 

nustatomos kryžminės reakcijos su kitų hepatito A, B ar C virusų antigenais 

(Trémeaux et al., 2016). Deja, HEV antigenų nustatymo IFA sistemų 

jautrumas variuoja nuo 40 iki 91 % (Vollmer et al., 2014). Kraujyje HEV 

antigenų koncentracija yra didesnė, kai yra nustatomas mažas kiekis IgM 

klasės antikūnų prieš HEV ir atvirkščiai. Sumaišius kraujo serumą su IgM 

prieš HEV su ląstelių kultūros infekuotos HEV supernatantu, antigeno 

nustatymo metodo signalas sumažėjo lyginant su kontroline grupe (Vollmer 

et al., 2014). Be to, pacientams su nusilpusia imunine sistema HEV infekcijos 

metu nustatytas didesnis HEV antigeno kiekis kraujyje lyginant su pacientais 

turinčiais sveiką imunine sistemą. Tai siejama su sumažėjusia antikūnų 

gamyba (Vollmer et al., 2014, Trémeaux et al., 2016). Viruso antigeno 

nustatymas HEV replikacijos metu yra labiau tikėtinas lėtinės infekcijos metu 
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netgi esant antikūnams prieš HEV. HEV antigeno ir antikūnų prieš HEV 

nustatymo metodai gali būti naudojami lėtinę HEV infekcijos patvirtinimui 

(Gupta et al., 2013). Taigi, HEV antigenas galėtų būti puikus tiesioginis HEV 

infekcijos žymuo, tačiau nėra sukurtas nustatymo metodas, kuris pasižymėtų 

aukštu jautrumu. 

Netiesiogiai HEV infekcija yra diagnozuojama naudojant serologinius 

testus, kurie nustato antikūnus prieš HEV. IgM ir IgG klasių antikūnai prieš 

HEV yra humoralinio imuninio atsako dalis. Ūmios HEV infekcijos metu, 

IgM prieš HEV yra nustatomi simptomų atsiradimo metu ir išlieka kraujyje 

iki kelių mėnesių (1.10 pav.) (Favorov et al., 1992). IgG prieš HEV parodo 

buvusią HEV infekciją arba lėtinį hepatitą E, kai paciento imuninė sistema yra 

nusilpusi ir negali įveikti infekcijos. IgG prieš HEV gamyba prasideda iškart 

po IgM prieš HEV atsiradimo. IgG antikūnai kraujyje išlieka ilgiau negu IgM 

(1.10 pav.). Keletas tyrimų parodė, kad IgG prieš HEV galima nustatyti 

praėjus metams po infekcijos, tačiau tikslus laikas nėra nustatytas (Favorov et 

al., 1992). IgA prieš HEV taip pat yra nustatomi ir yra ūmios infekcijos 

žymuo. Jų nustatymas taip pat gali padėti diagnozuoti HEV infekciją kartu su 

IgM prieš HEV arba kai IgM antikūnai nenustatomi (Takahashi et al., 2005, 

Herremans et al., 2007, Zhang et al., 2009b). Svarbu paminėti, kad nors 

egzistuoja keli HEV genotipai, jie sukelia labai panašų imuninį atsaką, todėl 

laikoma, kad egzistuoja vienas HEV serotipas. Taigi netiesioginių HEV 

infekcijos žymenų nustatymo serologiniai metodai gali būti universalūs 

diagnostiniai įrankiai. 

IFA yra dažniausiai naudojama antikūnų prieš HEV nustatymui 

moksliniams HEV infekcijų paplitimo tyrimams. Yra keletas serologinių 

antikūnų nustatymo metodų, kurie skiriasi HEV antigenu, mėginio skiedimu, 

atlikimo trukme ir ribine signalo verte, kuri atskiria teigiamus mėginius nuo 

neigiamų. Galima įsigyti kelių skirtingų gamintojų antikūnų prieš HEV 

nustatymo IFA rinkinius (lentelė 1.3). Šiuose rinkiniuose yra naudojami 

skirtingi antigenai – rekombinantiniai baltymai arba sintetiniai peptidai. Šios 

molekulės atkartoja HEV kapsidės ir/arba ORF3 koduojamo baltymų 

imunodominuojančius epitopus. HEV antigenai išgaudo antikūnus prieš HEV 

iš paciento kraujo mėginio (Aggarwal, 2013). Be to, yra IFA testas, kuriame 

naudojami rekombinantiniai mozaikiniai baltymai, kuriuose yra įterpti HEV 

baltymų antigeniški epitopai (Fields et al., 1996). Rekombinantiniai antigenai 

geriau atkartoja konformacinius epitopus negu trumpi peptidai, nes IFA 

paremta pilno ilgio antigenu pasižymi aukštesniu jautrumu (Mast et al., 1998, 

Aggarwal, 2013). Imunoblotingo metodai taip pat yra sukurti antikūnų prieš 
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HEV nustatymui, tačiau jų efektyvumas yra prastas (Herremans et al., 2007). 

Imunoblotingo testai skiriasi nuo IFA tuo, kad juose naudojama 

nitroceliuliozinė membrana padengta išgrynintų HEV rekombinantinių 

antigenų juostele. Šių testų atlikimas užtrunka dėl ilgų inkubacijų su pacientų 

kraujo mėginiu ir detekciniais antikūnais. Be to, imunoblotingo testo rezultatų 

interpretacija priklauso nuo vizualaus spalvotos juostelės ryškumo vertinimo. 

Juostelės ryškumas priklauso nuo prisijungusių antikūnų prieš HEV kiekio. 

„Mikrogen Diagnostik“ yra vienintelė įmonė, kuri gamina imunoblotingo 

testą. Taigi yra labai įvairių serologinių testų antikūnų prieš HEV nustatymui.  

 

Lentelė 1.3. Serologinių HEV nustatymo IFA sistemų palyginimas. 
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„Wantai“ Antikūnai prieš 

IgM sunkiąją 

grandinę 

IgM 97,7 

75 

65,4 

99,6 

>99 

- 

43 

34 

52 

(Abravanel et al., 2013) 

(Pas et al., 2013) 

(Avellon et al., 2015) 

Rekombinantiniai 

HEV antigenai 

IgG 62 

72,5 

100 

99 

- 

96,5 

216 

40 

189 

(Norder et al., 2016) 

(Avellon et al., 2015) 

(Al-Absi et al., 2018) 

„Mikrogen“ Rekombinantiniai 

HEV-1 ir HEV-3 

kapsidės baltymai 

IgM 38 

74 

75 

99 

99 

- 

66 

34 

52 

(Norder et al., 2016) 

(Pas et al., 2013) 

(Avellon et al., 2015) 

IgG 62 

72,5 

99 

- 

216 

40 

(Norder et al., 2016) 

(Avellon et al., 2015) 

„Euroimmun“ Rekombinantiniai 

HEV-1 ir HEV-3 

antigenai 

IgM 61,5 - 52 (Avellon et al., 2015) 

IgG 42 

57,5 

61,5 

99 

- 

98,8 

216 

40 

108 

(Norder et al., 2016) 

(Avellon et al., 2015) 

(Al-Absi et al., 2018) 

„MP 

Diagnostics“ 

Trys 

rekombinantiniai 

HEV antigenai 

IgM 74 

59,6 

80 

84 

- 

86,1 

34 

52 

309 

(Pas et al., 2013) 

(Avellon et al., 2015) 

(Wu et al., 2014) 

IgG 70 

73,3 

100 

- 

65,3 

98,5 

40 

309 

169 

(Avellon et al., 2015) 

(Wu et al., 2014) 

(Al-Absi et al., 2018) 

„DiaPro“ Keturi peptidai su 

konservatyviais 

HEV ORF2 ir 

ORF3 koduojamų 

baltymų epitopais 

IgM 72 

81 

59,6 

100 

98 

- 

66 

34 

52 

(Norder et al., 2016) 

(Pas et al., 2013) 

(Avellon et al., 2015) 

IgG 98 

77,5 

96 

- 

216 

40 

(Norder et al., 2016) 

(Avellon et al., 2015) 

„Axiom“ HEV-1 kapsidės 

baltymo C galas 

IgM 29 99 66 
(Norder et al., 2016) 

IgG 95 98 216 
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Serologinius antikūnų prieš HEV nustatymo metodus yra lengviau atlikti 

ir jie yra pigesni negu molekuliniai testai, tačiau jų jautrumas ir specifiškumas 

yra labai skirtingas. Tokia testų įvairovė apsunkina HEV infekcijų 

seroepidemiologinių tyrimų rezultatų vertinimą (Park et al., 2012, Wenzel et 

al., 2013, Shrestha et al., 2016). Įvairių gamintojų IFA rinkiniai demonstruoja 

skirtingus rezultatus, nepaisant to, kad yra tiriami identiški mėginiai (Mast et 

al., 1998, Lin et al., 2000, Bendall et al., 2010, Abravanel et al., 2013, Pas et 

al., 2013, Avellon et al., 2015, Shrestha et al., 2016, Capai et al., 2019). Šiuo 

metu populiariausias serologinis testas yra „Wantai anti-HEV IgG“ 

gaminamas „Beijing Wantai Biological“. Šio testo jautrumas ir specifiškumas, 

nustatant IgG antikūnus prieš HEV, yra atitinkamai 97,7 % ir 99,6 % (lentelė 

1.3). Be to, tyrimai taip pat pademonstravo didesnį antikūnų nustatymo dažnį 

su „Wantai“ testu lyginant su kitais. Šis skirtumas greičiausiai egzistuoja ne 

dėl klaidingai teigiamų rezultatų (Rossi-Tamisier et al., 2013, Hartl et al., 

2016). „Wantai“ testas nustato labai mažą paplitimą vaikų populiacijose. 

Antikūnų nustatymo dažnis yra didesnis vyresnių žmonių grupėse 

(Christensen et al., 2008, Mansuy et al., 2011). Be to, didžioji dalis „Wantai“ 

testu nustatytų teigiamų rezultatų yra patvirtinti imunoblotingo metodu 

(Rossi-Tamisier et al., 2013). Kiti testai nepakankamai įvertina HEV 

paplitimą. Danijoje atliktas tyrimas parodė 10,7 % antikūnų prieš HEV 

nustatymo dažnį su kito gamintojo testu ir 19,8 % – su „Wantai“ (Holm et al., 

2015). Katalonų kraujo donorų tyrimas atskleidė 19,96 % („Wantai“) ir 10,72 

% („Mikrogen“) teigiamų mėginių (Sauleda et al., 2015). Prancūzijoje 

teigiamų mėginių nustatoma nuo 3,2 % iki 22,4 % priklausomai nuo 

naudojamo testo (Boutrouille et al., 2007, Mansuy et al., 2016). Taigi galima 

manyti, kad seroepidemiologinės studijos atliktos su „Wantai“ testu parodo 

rezultatus, kurie yra arčiausiai realios situacijos. Labai svarbu yra paminėti, 

kad nėra nė vieno patvirtinto serologinio testo, kuris galėtų būti naudojamas 

klinikinei HEV infekcijos diagnostikai. Šiuo metu egzistuojantys testai gali 

būti naudojami tik epidemiologiniams tyrimams ir kaip pagalbinė priemonė 

diagnostikai. 

Antikūnai prieš žiurkių HEV žiurkėse dažniausiai yra nustatomi 

mokslininkų sukurtomis IFA sistemomis. Antikūnų prieš HEV išgaudymui 

yra naudojami rekombinantiniai žiurkių HEV kapsidės baltymai (Li et al., 

2011, Purcell et al., 2011, Johne et al., 2012). Serologiniams žiurkių kraujo 

mėginių tyrimams yra išbandyta „Axiom“ IFA sistema, kuri paremta HEV-1 

antigenais, kurie išgaudo antikūnus nepriklausomai nuo jų kilmės. Ši sistema 

nebuvo efektyvi tiriant žiurkių mėginius (Johne et al., 2012). Nėra nė vieno 
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platinamo IFA rinkinio skirto serologiniams žiurkių kraujo mėginių ar 

antikūnų prieš žiurkių HEV nustatymo žmonėse tyrimams. 

Kiaulių serologiniams tyrimams pritaikytų testų yra įvairių gamintojų. 

Dažniausiai naudojamas metodas yra IFA. Kiaulių tyrimams naudojami 

pritaikyti netiesioginės IFA formato testai arba adaptuoti žmonių tyrimams 

skirti serologiniai testai, kuriuose naudojami kiaulių antikūnams specifiški 

detekciniai antikūnai (Grierson et al., 2015, Spancerniene et al., 2016). Taip 

pat serologiniams tyrimams yra populiarūs IFA testai, kurie nustato antikūnus 

nepriklausomai nuo jų kilmės (Thiry et al., 2017a). Taigi kiaulių tyrimams yra 

galimybė įsigyti pritaikytų serologinių testų. 

1.10 HEV-3 ir žiurkių HEV paplitimas 

HEV-3 didelių protrūkių kaip HEV-1 ir HEV-2 nesukelia, tačiau 

išsivysčiusiose šalyse yra atliekama vis daugiau tyrimų, kurie rodo, kad 

virusas yra paplitęs populiacijoje. HEV specifiški IgG klasės antikūnai yra 

persirgtos HEV infekcijos žymuo. 2019 m. atlikta publikacijų duomenų 

bazėse esančių žmonių populiacijos seroepidemiologinių tyrimų analizė 

(Capai et al., 2019). Į analizę buvo įtraukti 26 tyrimai, kurie naudojo „Wantai“ 

testą, atlikti 15 šalių. Vidutinis apskaičiuotas antikūnų prieš HEV nustatymo 

dažnis yra 19 %, o tyrimai atlikti bendrai 63828 individams (Capai et al., 

2019). Prancūzijoje bendros populiacijos kraujo donorų tyrimai parodė, kad 

antikūnų prieš HEV nustatymo dažnis yra 22,4 % (Mansuy et al., 2016). Tai 

nėra aukštas rodiklis lyginant jį su Prancūzijos atskirų regionų paplitimu. 

Regionuose HEV infekcijų paplitimas yra gerokai aukštesnis – antikūnai 

nustatyti 52,5 % (Mansuy et al., 2011), 39,1 % (Mansuy et al., 2015) ir 34 % 

(Izopet et al., 2015) mėginių surinktų iš kraujo donorų. Taigi galima sakyti, 

kad tam tikri regionai yra hiperendeminiai. Lenkijoje bendros populiacijos 

kraujo donoruose nustatytas 43,52 % antikūnų prieš HEV dažnis (Grabarczyk 

et al., 2018), o regionuose šiek tiek aukštesnis – 49,6 % (Bura et al., 2017). 

Nyderlanduose antikūnų prieš HEV nustatymo dažnis yra 27–31 % (Slot et 

al., 2013, van Gageldonk-Lafeber et al., 2017, Mooij et al., 2018). Vertinant 

regioninį paplitimą Italijoje, centrinėje šalies dalyje nustatyta 49 % teigiamų 

tirtų mėginių (Lucarelli et al., 2016). Tai yra taip pat daugiau negu bendroje 

Italijos populiacijoje – 8,7 % (Spada et al., 2018). Šiaurinėje Italijos dalyje 

antikūnų prieš HEV nustatymo dažnis panašus į bendrąją populiaciją – 9,8 % 

(Galli et al., 2017). Vidutinis HEV paplitimas – 12–19,96 % – nustatytas 

Jungtinėje Karalystėje, JAV, Austrijoje, Norvegijoje, Danijoje ir Ispanijoje 
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(Beale et al., 2011, Xu et al., 2013, Fischer et al., 2015, Sauleda et al., 2015, 

Holm et al., 2015, Lange et al., 2017, Zafrullah et al., 2018). Mažiausiais 

antikūnų prieš HEV nustatymo dažnis – 4,2–9,7 % – nustatytas Naujojoje 

Zelandijoje, Škotijoje, Airijoje, Kanadoje, Australijoje (Dalton et al., 2007b, 

Cleland et al., 2013, Shrestha et al., 2014, O’Riordan et al., 2016, Fearon et 

al., 2017, Hewitt et al., 2018, Thom et al., 2018). Taigi HEV paplitimas 

didžiausias yra Europoje. Tokius duomenis galima pagrįsti gastronominiais 

įpročiais vartoti nepakankamai termiškai apdorotus arba išvis neapdorotus iš 

kepenų pagamintus mėsos produktus. Taip pat įtaką gali daryti profesijų, 

susijusių su padidinta HEV infekcijų rizika, populiarumas. 

Žmonėms, kurie darbe susiduria su gyvūnais, yra dažniau nustatomi 

antikūnai prieš HEV. Tokių tikslinių populiacijų tyrimai atlikti įvairiais 

serologiniais testais, todėl rezultatų tiksliai palyginti neįmanoma (Capai et al., 

2019). Visgi galima nuspėti, kurios populiacijos yra padidintoje HEV 

infekcijų rizikoje. Pavyzdžiui, kiaulių ūkių darbuotojai ar žmonės savo darbe 

susiduriantys su kiaulėmis (Meng et al., 2002, Krumbholz et al., 2014, 

Ivanova et al., 2015, Teixeira et al., 2017), miškininkai (Dremsek et al., 2012, 

Carpentier et al., 2012, Chaussade et al., 2013) ir ūkių darbuotojai (Lange et 

al., 2017). Įdomu tai, kad veterinarai ne visada yra padidintoje HEV infekcijos 

rizikoje (Lange et al., 2017, Kantala et al., 2017, De Sabato et al., 2017). Vis 

dėlto, veterinaro darbo vieta (regioninės ar miesto vietovės) gali daryti įtaką 

HEV infekcijos tikimybei. Norvegijoje atliktas tyrimas parodė, kad 

veterinarų, kurie dirba su kiaulėmis, antikūnų prieš HEV nustatymo dažnis yra 

didesnis už tuos, kurie toje srityje nedirba (Lange et al., 2017). Miškininkai, 

medžiotojai, kiaulių ar kitų ūkių darbuotojai yra padidintos rizikos profesijų 

pavyzdžiai. 

Labai svarbu yra tirti HEV paplitimą kiaulių ūkiuose, norint įvertinti 

kiaulių populiacijos užsikrėtimo laipsnį ir visuomenės sveikatos riziką. Yra 

atlikta daug įvairių kiaulių populiacijų tyrimų. Mėginiai juose yra surinkti iš 

skerdyklų, atsitiktinai arba specifiškai pasirinktų ūkių. Serologiniai tyrimai 

atliekami retrospektyviai, nustatant antikūnus prieš HEV ir vertinant paplitimą 

tam tikru periodu (Salines et al., 2017). Europoje HEV infekcijų paplitimas 

yra dažnas (1.11 pav.). Antikūnų prieš HEV nustatymo dažnis tirtose kiaulėse 

Europoje variuoja nuo 20,4 iki 92,8 %. Labiausiai HEV infekcijos kiaulėse 

paplitusios Suomijoje, Jungtinėje Karalystėje, Italijoje ir Kroatijoje (daugiau 

negu 75 % paplitimas). Tokia rezultatų įvairovė, ko gero, nustatyta dėl 

naudotų metodų ir dėl atsitiktinumo pasirenkant ūkius ir individus tyrimams. 
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Ūkio ypatybės ir ūkininkavimo praktika yra veiksniai, nulemiantys didesnį 

antikūnų prieš HEV nustatymo dažnį. Vidutinio dydžio ar šeimos ūkiai su 

1.11 pav. HEV infekcijų kiaulėse paplitimas. Pagal intervalus žemėlapio 

legendoje skirtingomis spalvomis pažymėtos valstybės, kuriose 

serologiniais metodais nustatytas HEV paplitimas patenka į nurodytus 

intervalus. Lentelėje pateikti antikūnų prieš HEV nustatymo dažniai 

įvairiose valstybėse. 

Valstybė

Antikūnų 

prieš HEV 

paplitimas, %

Šaltinis

Belgija 73 (Thiry et al., 2014)

Kroatija 91,7 (Lipej et al., 2013)

Danija 73,2 (Breum et al., 2010)

Estija 61,6 (Ivanova et al., 2015)

Lietuva 43,75 (Spancerniene et al., 2016)

Suomija 86,5 (Kantala et al., 2013)

Prancūzija 31 (Rose et al., 2011)

Vokietija 68,6 (Wacheck et al., 2012)

Airija 27 (O’Connor et al., 2015)

Italija 50,2–87 (Martinelli et al., 2011, Di Bartolo et al., 2011, Costanzo et al., 2015, Caruso et al., 2017)

Norvegija 73 (Lange et al., 2017)

Škotija 61,4 (Crossan et al., 2014)

Ispanija 20,4–48,4 (Seminati et al., 2008, Casas et al., 2009, Jiménez De Oya et al., 2011)

Šveicarija 58,1 (Burri et al., 2014)

Jungtinė Karalystė 85,5–92,8 (Banks et al., 2004, Grierson et al., 2015)



45 

 

 

sąlyginai nedideliu skaičiumi gyvulių yra padidintoje HEV infekcijų rizikoje 

(Di Bartolo et al., 2008, Li et al., 2009b, Jinshan et al., 2010, Hinjoy et al., 

2013). Taip pat yra parodyta, kad HEV specifiški antikūnai dažniau nustatomi 

ekologiškuose ūkiuose negu įprastiniuose (Rutjes et al., 2014). Keletas 

padidintos rizikos ūkininkavimo praktikų taip pat yra apibūdinta. Pagrindinės 

praktikos yra vėlyvas atjunkymas, gyvulių maišymasis nuo gimimo augimo 

metu ir prasta higiena (Walachowski et al., 2014). Biosaugos reikalavimai, 

pavyzdžiui, nusiprausimas duše prieš patenkant į auginimo patalpas, 

identifikuoti kaip apsaugantys nuo HEV infekcijų veiksniai (Wilhelm et al., 

2016). Taigi, yra nustatyta keletas veiksnių, kuriuos būtų galima keisti arba 

pritaikyti ūkininkavimo praktikoje siekiant išvengi HEV infekcijų. 

Europoje šernai yra įvardijami kaip potencialus HEV rezervuaras (Jori et 

al., 2016, Thiry et al., 2017a). Be to, keli eksperimentiniai tyrimai nustatė, kad 

HEV kamienai iš šernų gali infekuoti kiaules (Wilhelm et al., 2016, Thiry et 

al., 2017a, Thiry et al., 2017b). Čekijoje 8,5 % tirtų šernų nustatyti antikūnai 

prieš HEV (Boxman et al., 2019). Vokietijoje 11,5 % tirtų šernų nustatyti 

antikūnai prieš HEV, o 3,85 % HEV RNR (Weigand et al., 2018). Kitas 

tyrimas vieno medžioklės sezono metu surinktuose mėginiuose nustatė 27,08 

% tirtų šernų antikūnus prieš HEV, o 6,31 % HEV RNR. Kito medžioklės 

sezono metu antikūnų prieš HEV ir HEV RNR nustatymo dažnis išaugo 

atitinkamai 51,52 % ir 24,09 % (Weigand et al., 2018). Italijoje HEV RNR 

nustatyta 13,7 % tirtų šernų mėginių (Aprea et al., 2018), 52,2 % (De Sabato 

et al., 2018), 16,3 % (Di Pasquale et al., 2019), o antikūnai prieš HEV – 49,73 

% (Bertelloni et al., 2020). Lenkijoje atsižvelgiant į HEV RNR ir antikūnų 

prieš HEV nustatymo dažnį, vertinama, kad paplitimas yra 36,8 % (Dorn-In 

et al., 2017). Portugalijoje 14 % tirtų šernų nustatyti antikūnai prieš HEV 

(Gonçalves et al., 2018). Rumunijoje aprašytas 18 % HEV RNR nustatymo 

dažnis (Porea et al., 2018). Ispanijoje HEV RNR nustatyta 6,8 %, o antikūnai 

prieš HEV 5,2 % tirtų šernų (Risalde et al., 2017), kitame tyrime HEV RNR 

nustatyta 23,2 % šernų (Rivero-Juarez et al., 2018), dar kituose tyrimuose 

antikūnai prieš HEV nustatyti 57,6 % (Caballero-Gómez et al., 2019) ir 59 % 

(Wang et al., 2019) mėginių. Švedijoje vieno tyrimo metu nustatytas 15 % 

HEV infekcijų paplitimas šernų populiacijoje (Roth et al., 2016). Taigi 

aktyvių HEV infekcijų dažnis Europos šernuose yra nuo 3,85 iki 52,2 %, o 

nuo 8,5 iki 59 % šernų yra susidūrę su HEV infekcija. Tai rodo, kad HEV 

infekcijos yra paplitusios Europos šernų populiacijose. 

Kiaulių kepenų ir mėsos produktai yra tiriami dėl HEV užkrato. Keletas 

mokslininkų grupių ištyrė parduodamus produktus, pavyzdžiui, šviežias 
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kepenis, dešreles, figatellu (Korsikoje gaminama kepeninė dešra), paštetą. 

Vokietijoje 4–10 % tirtų šviežių kepenų buvo nustatyta HEV RNR (Wenzel 

et al., 2011, Pallerla et al., 2020). Tiriant įvairias kiaulienos dešras Jungtinėje 

Karalystėje 10 % ištirtų produktų nustatyta HEV RNR (Berto et al., 2012), 

Ispanijoje – 6 %, Čekijoje ir Italijoje – 0 % (Di Bartolo et al., 2012). 

Prancūzijoje HEV RNR kiaulienos produktuose nustatomi gerokai dažniau. 

Vienas tyrimas virusą nustatė 58 % figatellu (Colson et al., 2010), kitas – 30 

% (Pavio et al., 2014). Taip pat buvo nustatyta, kad 29 % kepeninių dešrų turi 

HEV RNR, o vytintų ir sūdytų kepenų – 3 % (Pavio et al., 2014). 

Nyderlanduose atliktas maisto produktų tyrimas nustatė, kad 12,7 % kiaulių 

kepenų, 70,7 % kepeninių dešrų, 68,9 % paštetų yra užkrėsti HEV. Tas pats 

tyrimas HEV RNR nenustatė kiaulienos pjausniuose, šviežiuose kiaulienos 

dešrelėse ir šernienoje (Boxman et al., 2019). Taigi termiškai neapdorotos ar 

blogai termiškai apdorotos mėsos vartojimas yra potenciali rizika visuomenės 

sveikatai, nes šiuose produktuose yra nustatomas HEV užkratas. 

Orthohepevirus C priskiriamų žiurkių HEV paplitimas yra tiriamas 

serologiniais ir molekuliniai metodais. Šiuo metu virusai yra nustatyti 

įvairiose šalyse ir žemynuose (1.12 pav.) (Wang et al., 2020). Serologiniai 

1.12 pav. Orthohepevirus C paplitimo žemėlapis (pagal Wang et al., 

2020). Mėlynai pažymėtose šalyse nustatyti antikūnai prieš HEV-C ir 

viruso RNR; žaliai – tik antikūnai; oranžinė – tik RNR. 
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antikūnų prieš žiurkių HEV nustatymo tyrimai pilkosiose žiurkėse (Rattus 

norvegicus) atlikti JAV nustatė, kad antikūnai aptikti 76,9 % mėginių, 

surinktų 1986-1997 m., 68,5 % – 1994-1998 m. ir 73,5 % – 2005-2006 m. 

(Kabrane-Lazizi et al., 1999, Favorov et al., 2000, Easterbrook et al., 2007). 

Tai yra gerokai daugiau negu kitose šalyse. Japonijoje 2000-2002 m. 

sugautose pilkosiose žiurkėse antikūnai nustatyti 31,5 % atvejų, o kitame 

tyrime nustatyta 28,6 % (Hirano et al., 2003, Kanai et al., 2012). Vokietijoje 

antikūnai nustatyti 24,5 % atvejų 2007-2010 m. (Johne et al., 2012). Panašus 

antikūnų nustatymo dažnis stebėtas ir Kinijoje – 27,8 % 2011-2012 m. (Li et 

al., 2013c). Vietname du atskiri tyrimai 2011 m. nustatė antikūnus 20,3 % ir 

22,3 % pilkųjų žiurkių mėginių, o tyrimas 2012-2013 m. aprašė 12,3 % 

antikūnų nustatymo dažnį (Li et al., 2011, Koma et al., 2013, Obana et al., 

2017). Juodųjų žiurkių (Rattus rattus) mėginiuose antikūnų prieš žiurkių HEV 

nustatymo dažnis varijuoja labiau negu pilkųjų žiurkių. JAV antikūnai 

nustatyti 90,2 % mėginių 1986-1997 m., o 1994-1998 m. tik 38,3 % (Kabrane-

Lazizi et al., 1999, Favorov et al., 2000). Indonezijoje atliktų tyrimų metu 

aptikta 18,1 % teigiamų mėginių 2011-2012 m., 37,1 % – 2012 m. ir 4,1 % – 

2014-2016 m. (Mulyanto et al., 2013, Mulyanto et al., 2014, Primadharsini et 

al., 2018). Japonijoje nustatyta 13,3 % teigiamų mėginių 2000-2002 m. 

(Hirano et al., 2003). Lietuvoje atlikti serologiniai tyrimai antikūnus prieš 

žiurkių HEV nustatė 31,2 % tirtų mėginių (Simanavicius et al., 2018a). Šis 

tyrimas plačiau aptariamas 3.3 skyriuje. Kitose žiurkių rūšyse antikūnų prieš 

HEV nustatymo dažnis taip pat įvairus. Vietname atlikti Rattus tanezumi 

mėginių tyrimai atskleidė 25 % ir 33,3 % nustatymo dažnius 2011 m. ir 19,6 

% 2012-2013 m. (Li et al., 2011, Koma et al., 2013, Obana et al., 2017). 

Plataus masto laukinių žiurkių mėginių tyrimas Kinijoje 2011-2012 m., 

pademonstravo, kad įvairiose rūšyse dažnis variuoja nuo 11,8 % iki 23 % (Li 

et al., 2013c). Skirtingi antikūnų prieš HEV nustatymo dažniai žiurkėse 

greičiausiai yra dėl skirtingų serologinių testų naudotų tyrimams. Vieni 

tyrimai naudojo komercinius antikūnų prieš HEV nustatymo IFA testus, 

kuriuose naudojami žmogaus HEV antigenai, kiti – tyrimo autorių 

laboratorijose sukurtus imunocheminius testus, panaudojant sutrumpintus 

arba pilno ilgio žmogaus ir žiurkių HEV kapsidės baltymus. Be to, manoma, 

kad HEV yra vieno serotipo. Tai reiškia, kad serologiniai testai gali parodyti 

kryžmines reakcijas tarp antikūnų susidariusių prieš skirtingus HEV kamienus 

ir naudojamo antigeno serologiniame teste. 

Molekulinės biologijos metodai taip pat yra naudojami tiriant HEV 

genomą. Žiurkių HEV RNR nustatymui yra naudojami AT–PGR metodai, 
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Sangerio sekoskaita ir metagenominė analizė su naujos kartos sekoskaita. 

RNR tyrimams yra gryninama iš įvairių gyvūnų rūšių kepenų, išmatų ir kraujo 

mėginių. Pirmosios žiurkių HEV sekos buvo nustatytos pilkosiose žiurkėse 

(Johne et al., 2010a, Johne et al., 2010b). Vėliau viruso genominės sekos 

identifikuotos JAV, Kinijoje, Vokietijoje, Prancūzijoje, Danijoje, Anglijoje, 

Vengrijoje, Austrijoje, Šveicarijoje, Italijoje, Ispanijoje, Graikijoje, Belgijoje, 

Čekijoje ir Vietname (Li et al., 2011, Purcell et al., 2011, Lack et al., 2012, 

Vollmer et al., 2012, Wolf et al., 2013, Li et al., 2013c, Widén et al., 2014, 

Ayral et al., 2015, Wang et al., 2017, Ryll et al., 2017, Spahr et al., 2017, Wu 

et al., 2018, He et al., 2018, Murphy et al., 2019). Juodosiose žiurkėse žiurkių 

HEV RNR nustatyta Indonezijoje, Kinijoje, Kenijoje ir 12 Europos šalių 

(Mulyanto et al., 2013, Ryll et al., 2017, Primadharsini et al., 2018, Onyuok 

et al., 2019, De Sabato et al., 2020). Lietuvoje atlikti molekuliniai tyrimai 

HEV RNR nustatė 8,3 % tirtų mėginių (Simanavicius et al., 2018a). Plačiau 

šie tyrimai aptariami 3.3 skyriuje. Rattus tanezumi žiurkėse HEV RNR 

nustatyta Vietname ir Kinijoje (Li et al., 2011, Li et al., 2013b, Wu et al., 2018, 

He et al., 2018). Kinijoje taip pat nustatyta ir kitose žiurkių rūšyse (Li et al., 

2013c, Wang et al., 2017, He et al., 2018). Orthohepevirus C giminingų HEV 

variantų RNR nustatyta taip pat kitose graužikų rūšyse Kinijoje, Vengrijoje, 

Vokietijoje ir Brazilijoje (Wang et al., 2018b, de Souza et al., 2018, Wu et al., 

2018, Kurucz et al., 2019, Ryll et al., 2019). Be to, Orthohepevirus C 

giminingi virusų variantai nustatyti kitose žinduolių rūšyse. Kinijoje ir 

Kenijoje HEV variantai nustatyti kirstukuose (Guan et al., 2013, Wang et al., 

2018b, He et al., 2018, Onyuok et al., 2019). Įdomiausi atvejai nustatyti 

Europoje. Vokietijoje zoologijos sode žiurkių HEV RNR nustatyta Sirinio 

rudojo lokio (Ursus arctos syriacus) mėginyje (Spahr et al., 2017). Spėjama, 

kad tai žiurkių HEV atsitiktinis peršokimas iš pilkųjų žiurkių, kurios laisvai 

migruoja. Nyderlanduose 2012 m. nustatytas Orthohepevirus C priskiriamas 

HEV variantas infekavęs šeškus (Raj et al., 2012). Vėliau tokie HEV variantai 

nustatyti šeškuose JAV, Japonijoje ir Kinijoje ir audinėse Danijoje ir Kinijoje 

(Krog et al., 2013, Li et al., 2014, Wang et al., 2018c). Taigi žiurkių HEV ir 

giminingi virusai yra nustatomi įvairiuose žinduolių rūšyse, dažniausiai 

žiurkėse, kituose graužikuose. Pasitaiko ir laikini viruso peršokimai į 

didesnius žinduolius, pavyzdžiui, rudojo lokio infekcijos atvejis ar devyni 

žmogaus infekcijos atvejai (Sridhar et al., 2018, Andonov et al., 2019, Sridhar 

et al., 2020). Deja, tokių infekcijų šaltiniai ir plitimo kelias nėra išaiškintas. 
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1.11 Monokloniniai antikūnai 

MAk yra puikus įrankis virusų tyrimams. Jais galima specifiškai 

identifikuoti viruso kapsidės ar replikacijos procese dalyvaujančius baltymus 

(Kumar et al., 2020). MAk taip yra pritaikomi serologinėse virusų nustatymo 

sistemose. Vienas iš metodų yra IgM klasės antikūnų prieš virusą IFA 

nustatymo sistemos (Samuel et al., 2003). Kita taikymo sritis yra viruso 

antigenų nustatymas dviepitope IFA (Zhang et al., 2006). (Tamošiūnas et al., 2012) 

Populiariausias būdas sukurti MAk yra hibridomų technologija (Köhler ir 

Milstein, 1975). Hibridomos – tai hibridinės ląstelės, kurios susidaro suliejant 

mielomos ir blužnies ląsteles. Dažniausiai yra naudojama pelės blužnis, kuri 

suliejama su pelės mielomos ląstelių linija. Blužnyje yra daug B ląstelių, 

kurios sintetina antikūnus prieš antigenus, su kuriais būna susidūręs gyvūnas. 

Siekiant sukurti antikūnus prieš konkretų antigeną, juo yra imunizuojamas 

gyvūnas, dažniausiai kelis kartus, kol susiformuoja antrinis imuninis atsakas, 

kurio metu dominuoja IgG klasės antikūnai ir pasiekiamas aukštas antikūnų 

titras kraujyje. Mielomos ląstelių linija yra imortalizuota ląstelių linija, kuri 

1.13 pav. Hibridomų technologijos schema (Tamošiūnas et al., 2012). 
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neturi imunoglobulinų (Ig) ir hipoksantinguaninfosforiboziltransferazės 

(HGPRT) ar timidinkinazės (TK) genų (Shulman et al., 1978). Pirmasis 

hibridomų technologijos etapas yra iš imunizuoto gyvūno išskirtų blužnies 

ląstelių ir mielomos suliejimas (1.13 pav.). Pavyzdžiui, polietilenglikolis 

(PEG) išretina ląstelių membranas ir dėl to jos gali susilieti į hibridus. Šio 

procesu metu susidaro keletas skirtingų hibridinių ląstelių. Gali susiformuoti 

blužnies ir blužnies, mielomos ir mielomos bei blužnies ir mielomos ląstelių 

hibridai. Taigi antrasis etapas yra blužnies ir mielomos ląstelių hibridų, 

vadinamų hibridomomis, atranka. Ji yra vykdoma ląstelių augimo terpėje 

įpilant hipoksantino, aminopterino ir timidino (HAT). Aminopterinas 

blokuoja purinų sintezės de novo kelią, tačiau terpėje esant hipoksantino ir 

timidino, nukleotidai yra sintetinami alternatyviuoju keliu. Taigi mielomos ir 

mielomos ląstelių hibridai, kurie yra imortalizuoti, žūsta, nes negamina 

fermentų, kurie vykdo nukleotidų sintezę alternatyviuoju keliu. Blužnies ir 

mielomos ląstelių hibridai išgyvena, nes mielomos ląstelių fermentų trūkumas 

yra kompensuojamas genais iš blužnies ląstelių. HAT terpėje blužnies ir 

blužnies ląstelių hibridai yra pirminė kultūra, kuri žūsta per 7–10 dienų. 

Trečiame etape yra vykdoma išgyvenusių hibridomų selekcija pagal jų 

sintetinamus antikūnus. Hibridomos antikūnus sekretuoja į augimo terpę, 

todėl selekcija yra atliekama imunocheminiais metodais panaudojant augimo 

terpę kaip antikūnų šaltinį. Dažniausiai selekcija yra vykdoma netiesioginė 

IFA metodu dėl galimybės patikrinti daug mėginių vienu metu, tačiau gali būti 

atliekama ir kitais metodais, pavyzdžiui, imunoblotingu. IFA metodu yra 

tikrinama, ar hibridomų augimo terpėje yra antikūnų, kurie specifiškai 

atpažįsta antigeną, imobilizuojamą mikrotesto plokštelių šulinėlių dugne. 

Hibridomos, kurių augimo terpėje yra nustatomi specifiški antikūnai, yra 

stabilizuojamos klonuojant. Klonavimas yra atliekamas ląsteles persėjant 

tokiu tankiu, kad audinių kultūrų plokštelės šulinėliuose hibridomų klonai 

išaugtų iš vienos ląstelės. Tokių klonų gaminami antikūnai yra vadinami 

MAk. (Beck et al., 2010) 

MAk struktūra yra sudaryta iš dviejų lengvųjų ir dviejų sunkiųjų grandinių 

(1.14 pav.). Sunkiąją grandinę sudaro 3 pastoviosios dalies domenai (CH1-3) 

ir vienas kaičiosios dalies domenas (VH). Lengvąją grandinę sudaro po vieną 

pastoviosios dalies (CL) ir kaičiosios dalies (VL) domeną. Abejų grandinių 
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kaičiosiose dalyse yra po tris komplementarumą nulemiančias sritis (CDR, 

angl. complementary determing region), kurios nulemia antikūno 

specifiškumą antigenui ir sąveikos stiprumą. Sunkiąsias ir lengvąsias baltymo 

grandines jungia disulfidiniai ryšiai. Antikūno molekulės taip pat yra 

glikozilintos. 

1.12 Literatūros apžvalgos apibendrinimas 

Hepatitas E yra infekcinė liga, kurią sukelia hepatito E virusas (HEV). 

HEV-1 ir HEV-2 infekuoja tik žmones, o HEV-3 ir HEV-4 – žmones ir kitus 

žinduolius, pavyzdžiui, kiaules, šernus, elnius, triušius. Ekonomiškai silpnai 

išsivysčiusioms šalims būdingos HEV-1 ir HEV-2 infekcijos, kurios plinta per 

užterštą vandenį. Šių HEV genotipų infekcijos nustatomos ir Europoje, tačiau 

jos siejamos su kelionėmis. HEV-3 yra zoonotinis virusas, jis būdingas 

ekonomiškai išsivysčiusioms šalims. HEV-3 infekuoja žmones ir kiaules, 

šernus, elnius. Šio viruso infekcijos pagrindinis šaltinis yra blogai termiškai 

1.14 pav. Antikūno struktūros schema (pagal Beck et al., 2010). CH1-3 – 

sunkiosios grandinės pastoviosios dalies domenai; CL – lengvosios 

grandinės pastoviosios dalies domenas; VH – sunkosios grandinės 

kaičiosios dalies domenas; VL – lengvosios grandinės kaičiosios dalies 

domenas; CDR – komplementarumą nulementi sritis (angl. 

complementary determing region). 
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apdoroti mėsos produktai. HEV infekcijos pavojingiausios pacientams su 

nusilpusia imunine sistema, pavyzdžiui, transplantuotų organų recipientams. 

HEV infekcijos pavojingesnės ne tik kepenų transplantatų recipientams. 

Lėtinėmis inkstų ligomis sergantys ar inkstų recipientai yra padidintoje HEV 

infekcijų rizikoje. Taigi yra labai aktualu reguliariai atlikti HEV paplitimo 

rizikos grupėse vertinimą. Neseniai buvo nustatytas žiurkių HEV kaip naujas 

hepatito E sukėlėjas žmonėse. Taigi žiurkių HEV tyrimų aktualumas išaugo, 

kadangi tai yra taip pat potenciali grėsmė žmogaus sveikatai. 

HEV infekcijos ir jų paplitimo tyrimai atliekami molekuliniais ir 

serologiniais metodais. Molekuliniai tyrimai remiasi atvirkštinės 

tranksripcijos PGR metodais, kurie yra pritaikyti įvairiems HEV genotipams. 

Serologiniai tyrimai atliekami naudojant įvairių gamintojų nustatymo 

sistemas, kurių rezultatai tiriant tuos pačius mėginius skiriasi, todėl yra 

poreikis kurti naujus įrankius ir sistemas HEV infekcijos diagnostikai ir 

tyrimams. Serologinių testų žiurkių HEV infekcijų nustatymui nėra, o jų 

poreikis turėtų išaugti. 

HEV paplitimo tyrimai Lietuvoje iki šiol yra riboti. Mokslininkai iš 

Lietuvos sveikatos mokslų universiteto yra atlikę HEV infekcijos paplitimo 

vertinimą kiaulių, šernų ir kitų laukinių kanopinių gyvūnų populiacijose 

(Spancerniene et al., 2018). Gauti rezultatai parodė, kad HEV infekcija yra 

dažna šių gyvūnų populiacijose Lietuvoje. Papildantys HEV paplitimo kiaulių 

populiacijoje tyrimai yra aktualūs, nes pagrindinis HEV infekcijų šaltinis 

žmonėse yra maistas. HEV paplitimo žmonėse ir laukinėse žiurkėse tyrimai 

nėra atlikti. 

Rekombinantiniai HEV kapsidės baltymai formuojantys virusą 

primenančias daleles yra potencialus įrankis serologinių testų kūrimui. Tokie 

baltymai atkartoja natūralaus viruso kapsidės struktūrą. Taip pat šie baltymai 

gali būti naudojami monokloninių antikūnų (MAk) kūrimui. MAk yra HEV 

tyrimams tinkami įrankiai. Juos galima panaudoti tiesioginiam viruso 

nustatymui infekuotuose audiniuose bei HEV antigeno nustatymui 

biologiniuose mėginiuose. Iki šiol aprašyti MAk prieš HEV-3 jungėsi tik prie 

vieno kapsidės baltymo domeno, todėl norint modeliuoti potencialiai plačiau 

pritaikomas HEV tyrimo metodikas yra detaliai apibūdintų MAk, 

prisijungiančių prie įvairių kapsidės baltymo vietų, poreikis. 

Šios disertacijos tikslas yra sukurti įrankius HEV infekcijų nustatymui ir 

juos panaudoti HEV paplitimo tyrimams Lietuvoje. Šiam tikslui pasiekti 

suformuoti uždaviniai: 
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1. Sukurti ir apibūdinti monokloninius antikūnus prieš mielėse 

susintetintus HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymus bei įvertinti 

šių baltymų imunogeniškumą ir antigeniškumą. 

2. Sukurti serologinius metodus žiurkių HEV specifiškų IgG ir IgM 

antikūnų nustatymui ir panaudojant juos bei molekulinius metodus 

ištirti HEV paplitimą laukinėse žiurkėse. 

3. Serologiniais metodais ištirti HEV infekcijų paplitimą kiaulių ir 

žmonių mėginiuose ir įvertinti rekombinantinių HEV kapsidės 

baltymų tinkamumą serologiniams kiaulių ir žmonių mėginių 

tyrimams.  

4. Įvertinti sukurtųjų monokloninių antikūnų tinkamumą HEV kapsidės 

baltymo nustatymui žiurkių, kiaulių ir žmonių mėginiuose. 
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2. MEDŽIAGOS IR METODAI 

2.1 Medžiagos 

2.1.1 Reagentai 

Darbui su hibridomomis: L–glutaminas (Sigma-Aldrich), gentamicino 

sulfatas (Roth), fetalinis veršiuko serumas (FBS, angl. fetal bovine serum) 

(Biochrom), 50× HAT, 50× HT, PEG/DMSO (Sigma-Aldrich), DMSO 

(Roth). 

Darbui su antikūnais: krienų peroksidazė (HRP) (Merck), sorbentas 

„rProtein A Sepharose Fast Flow“ ir kolonėlė „HiTrap Protein A HP 1 ml“ 

(GE Healthcare), „Sephadex G-25“ kolonėlė „PD-10“ (GE Healthcare), Alexa 

Fluor 555 NHS esteris (Invitrogen). 

Imunocheminiams metodams: pelės MAk prieš heksahistidinų žymę 

(Thermo Fisher Scientific), „NeA-Blue Tetramethylbenzidine substrate“ 

tetrametilbenzidino (TMB) tirpalas skirtas IFA „ (Clinical Science Products), 

„1-Step Ultra TMB-Blotting Solution“ TMB skirtas imunoblotingui (Thermo 

Scientific), mikroskopijai naudota dengiamoji terpė „ProLong Diamond 

Antifade Mountant with DAPI“ (Invitrogen). 

Baltymų natrio dodecilsulfato polikarilamidinio gelio elektroforezei 

(SDS–PAGE) denatūruojančiomis sąlygomis: baltymų mėginio paruošimo 

tirpalas „5× Reducing Sample Buffer“ (Thermo Scientific), gelio dažas 

„PageBlue Protein Staining Solution“ (Thermo Fisher Scientific). 

PGR: „Maxima Hot Start Green PCR Master Mix“, „Maxima Probe qPCR 

Master Mix“, „DreamTaq“ DNR polimerazė, „dNTP 2 mM“ (Thermo Fisher 

Scientific). 

RNR apsaugai „Ribolock RNase Inhibitor“ (Thermo Fisher Scientific). 

Audinių saugojimo tirpalas „RNAlater“ (Qiagen). 

Restrikcijos endonukleazės: SapI, „FastDigest“ XbaI, BamHI, NheI, NdeI 

(Thermo Fisher Scientific). 

Kiti fermentai: T4 DNR ligazė, „FastAP“ šarminė fosfatazė, Proteinazė K, 

DNazė „dsDNase“ (Thermo Fisher Scientific). 

Nukleorūgščių elektroforezei: ilgio standartai „GeneRuler 50 bp DNA 

Ladder Plus“, „O‘GeneRuler 100 bp DNA Ladder“, „O‘GeneRuler 100 bp 

Plus DNA Ladder“, „GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder“, „RiboRuler High 

Range RNA Ladder“ (Thermo Fisher Scientific) ir dažai „6× DNA Loading 

Dye“, „2× RNA Loading Dye“ (Thermo Fisher Scientific), 50× TAE buferinis 
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tirpalas (Thermo Fisher Scientific), agarozė (Thermo Fisher Scientific), 

etidžio bromido tirpalas (10 mg/ml), NaOH (Roth). 

Nukleorūgščių išsodinimui: chloroformas, fenolio/chloroformo/ 

izoamiloalkoholio mišinys (25:24:1) „Roti–P/C/I“ pH 7,5–8, 

fenolio/chloroformo/izoamiloalkoholio mišinys (25:24:1) „Roti–Aqua–

P/C/I“ pH 4,5–5 (Roth), Natrio acetatinis buferinis tirpalas 3 M , pH 5,2 

(Thermo Fisher Scientific). 

Sterilus vanduo be nukleazių (Thermo Fisher Scientific). 

Antibiotikai: ampicilinas (AppliChem), kanamicinas (Sigma-Aldrich). 

Izopropil–β–tiogalaktopiranozidas (IPTG) (Thermo Fisher Scientific). 

2.1.2 Tirpalai ir terpės 

Darbui su hibridomomis: DMEM terpė (Biochrom, HyClone arba 

Cegrogen Biotech), seruminė terpė (DMEM su 15 % inaktyvuoto FBS, 2 mM 

L–glutamino ir 200 µg/ml gentamicino), neseruminė terpė (DMEM su 2 mM 

L–glutamino ir 200 µg/ml gentamicino), šaldymo terpė (90 % FBS ir 10 % 

DMSO). 

Darbui su antikūnais: fosfatinis buferinis tirpalas (PBS, 137 mM NaCl 

(Roth), 8,1 mM Na2HPO4 (Roth), 2,7 mM KCl (Roth), 1,5 mM KH2PO4 

(Roth), pH 7,4), PBST (PBS su 0,1 % Tween-20(Roth)), Sotus (NH4)2SO4 

(Roth) tirpalas. 

Antikūnų gryninimui: Glicino užnešimo tirpalas (1,5 M Glicino (Roth), 3 

M NaCl, pH 8,9), Tris užnešimo tirpalas (0,1 mM Tris (Roth), pH 8), Eliucijos 

tirpalas (100 mM glicino, pH 3). 

Antikūnų žymėjimui: Natrio karbonatinis buferinis tirpalas (0,2 M 

NaHCO3 (Roth), 0,2 M Na2CO3 (Roth), pH 9,5), 4 mg/ml NaBH4 (Sigma-

Aldrich) tirpalas, 0,2 M NaIO4 tirpalas, 1 mM Natrio acetatinis (Roth) 

buferinis tirpalas (pH 4,5), 0,1 M NaHCO3 (Roth) pH 8,3 tirpalas, 10 % NaN3 

(Sigma-Aldirch) tirpalas, 1,5 M hidroksilamino (Sigma-Aldrich) pH 8,5 

tirpalas. 

Darbui su imunocheminiais metodais: IFA naudotas imobilizacijos 

buferinis tirpalas (0,05 M NaHCO3 (Roth) pH 9,5), blokavimui naudotas 10× 

„RotiBlock“ (Roth), 3,6 % H2SO4 (Roth) tirpalas, imunoblotinge naudotas 

baltymų pernešimo buferinis tirpalas (25 mM Tris (Roth), 150 mM glicino 

(Roth)), blokavimo tirpalas (PBS su 2 % pieno miltelių (Roth)). 

SDS–PAGE: 30 % akrilamido tirpalas (30 % akrilamidas (Sigma) ir 0,8 % 

N,N‘–metilenbisakrilamidas (Sigma)), 10 % natrio dodecilsulfato tirpalas 
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(SDS, angl. sodium dodecylsulphate, Roth), 10 % amonio peroksosulfato 

(APS, Fluka) tirpalas, baltymų elektroforezės buferinis tirpalas (10×, 247 mM 

Tris, 1,92 M glicino, 35 mM SDS, pH 8,3-8,6), 12 % skiriamojo gelio tirpalas 

(2 geliams: 4 ml 30 % akrilamido tirpalo, 2,5 ml 1,5 M Tris-HCl pH 8,8, 0,1 

ml 10 % SDS, 0,05 ml 10 % APS, 0,005 ml N, N, N‘, N‘–tetrametiletano–

1,2–diamino (TEMED, Sigma-Aldrich) ir vanduo iki 9,8 ml tūrio), 4 % 

koncentruojamasis gelis (1 geliui: 0,67 ml 30 % akrilamido tirpalo, 1,25 ml 

0,5 M Tris-HCl pH 6,8, 0,05 ml 10 % SDS, 0,025 ml 10 % APS, 0,005 ml 

TEMED ir vanduo iki 5 ml tūrio). 

Bakterijų transformacijos CaCl2 metodu tirpalai: 

NaCl tirpalas: 5 mM Tris–HCl (pH 8,0) (Roth), 5 mM MgCl2 (Roth), 100 

mM NaCl (Roth). 

CaCl2 tirpalas: 5 mM Tris–HCl (pH 8,0), 5 mM MgCl2, 100 mM CaCl2 

(Roth). 

Bakterijų augimo terpės: Agarizuota LB (3,5 % tirpalas) ir LB (2 % 

tirpalas) (Sigma-Aldrich). 

Bakterijų lizatų paruošimo tirpalai: PBS su 2 % SDS (Roth), 6 M šlapalo 

tirpalas (Urea, Roth). 

2.1.3 Antriniai antikūnai 

Ožkos polikloniniai antikūnai (PAk) prieš pelės IgG sunkiąją ir lengvąją 

grandines (H+L) žymėti HRP (Bio-Rad) 

Ožkos PAk prieš pelės IgG žymėti Alexa Fluor 488 Plus (Invitrogen) 

Ožkos PAk prieš žiurkių IgM žymėti HRP (Invitrogen) 

Ožkos PAk prieš žiurkių IgG žymėti HRP (Invitrogen) 

Triušio PAk prieš kiaulių IgG F(ab‘)2 žymėti HRP (LSBio) 

Pelės MAk prieš žmogaus IgG Fc žymėti HRP (SouthernBiotech) 

 

2.1.4 Rinkiniai 

2.1.4.1 Rinkiniai naudoti molekulinės biologijos ir genų inžinerijos 

metodams 

DNR gryninimui: „GeneJET PCR Purification Kit“, „GeneJET Gel 

Extraction Kit“, „GeneJET Plasmid Miniprep Kit“ (Thermo Fisher Scientific). 

RNR gryninimui: „GeneJET RNA Purification Kit“ (Thermo Fisher 

Scientific), „RNeasy Plus Mini Kit“ (Qiagen). 

Klonavimui: „CloneJET PCR Cloning Kit“. 
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In vitro transkripcijos: „Transcript AID T7 High Yield Transcription Kit“ 

(Thermo Fisher Scientific). 

Atvirkštinės transkripcijos: „RevertAid RT Kit“ (Thermo Fisher 

Scientific). 

2.1.4.2 Rinkiniai naudoti antikūnų apibūdinimui ir serologinei analizei 

Pelės antikūnų klasės ir poklasio nustatymo rinkinys „Mouse 

Immunoglobulin Isotyping ELISA Kit“ (BD Biosciences). 

Kiaulių kraujo serumo mėginiai tirti „HEV-Ab EIA“ (Axiom Diagnostic). 

Žmonių kraujo serumo mėginiai tirti „HEV-IgM ELISA“ ir „HEV-IgG 

ELISA“ (Beijing Wantai Biological Pharmacy). 

HEV antigeno nustatymui naudotas „HEV Ag Elisa Plus CE IVD“ (Beijing 

Wantai Biological Pharmacy). 

2.1.5 Rekombinantiniai baltymai 

Šiame darbe naudoti Vilniaus universiteto Gyvybės mokslų centro 

Biotechnologijos instituto Eukariotų ir genų inžinerijos skyriuje (VU GMC 

BTI EGIS) mielėse susintetinti rekombinantiniai pilno ilgio HEV-3 (1-660 

aminorūgštys), sutrumpintas HEV-3 (112-608 aminorūgštys), pilno ilgio 

žiurkių HEV (1-645 aminorūgštys) ir sutrumpintas žiurkių HEV (112-608 

aminorūgštys) kapsidės baltymai, taip pat žmonių parvoviruso 4 (PARV4) 

kapsidės baltymas. HEV kapsidės baltymų apibūdinimo eksperimentai atlikti 

dr. Pauliaus Luko Tamošiūno (VU GMC BTI EGIS), medžiagos ir metodai 

aprašyti publikacijoje Simanavicius et al., 2018. 

2.1.6 Eksperimentiniai gyvūnai 

Hibridomų kūrimui buvo panaudotos BALB/c linijos pelės. Visi 

eksperimentai su laboratoriniais gyvūnais atlikti VMTI Inovatyvios medicinos 

centre (Vilnius) pagal Lietuvos ir Europos teisės aktus. Valstybinės maisto ir 

veterinarijos tarnybos leidimo laboratorinių pelių veisimui nr. 184, leidimo 

polikloninių ir monokloninių antikūnų kūrimui nr. 209 (licencijos nr. LT 59–

902). Eksperimentus atliko VU GMC BTI ILBS darbuotojai (dokt. Martynas 

Simanavičius ir dr. Indrė Kučinskaitė-Kodzė), turintys pažymėjimus, 

suteikiančius teisę darbui su laboratoriniais gyvūnais. 

Žiurkių polikloninių antikūnų prieš HEV kapsidės baltymus kūrimui buvo 

panaudotos Wistar žiurkės. Eksperimentai atlikti VU GMC Biochemijos 
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instituto Biologinių modelių skyriaus vivariume (Vilnius). Eksperimentus 

atliko vivariumo darbuotojai. Žiurkės (n=3) imunizuotos 1 kartą 100 µg 

žiurkių HEV kapsidės baltymo doze. Kraujo mėginiai surinkti prieš 

imunizaciją, praėjus 8 ir 13 dienų po imunizacijos. Gyvūnai paaukoti ir 

kraujas polikloninių antikūnų išsodinimui amonio sulfatu surinktas praėjus 14 

dienų po imunizacijos. 

2.1.7 Ląstelių linijos 

Hibridomų kūrimui naudota pelės mielomos Sp2/0 ląstelių linija. Šios 

ląstelės panaudotos suliejimui su pelės blužnies ląstelėmis. Ląstelės augintos 

DMEM terpėje su 9 % FBS, 1,9 mM L-glutamino ir 145 µg/ml gentamicino, 

75 cm2 flakonuose. 

Imunofluorescencinei mikroskopijai naudotos įvairios ląstelių linijos 

(lentelė 2.1). A549/D3 ląstelių infekuotų HEV-3 kamienu 47832c 

kultivavimas (Johne et al., 2016) ir imunofluorescencinė mikroskopija atlikta 

dr. Reimar Johne. Ląstelės Vero ir PK-15 kultivuotos ir užkrėstos HEV-3 

kamienu WB323 Lietuvos sveikatos mokslų universitete (eksperimentus 

atliko dokt. Juozas Grigas) (Grigas et al., 2020). Ląstelės su virusu užfiksuotos 

ir užkonservuotos bei transportuotos į VU GMC dažymui ir mikroskopijai. 

Vero ir PK-15 ląstelės augintos MEM terpėje (Gibco) su 10 % FBS, 100 U/ml 

penicilino ir 100 µg/ml streptomicino, 25 cm2 flakonuose, o 

imunofluorescencinei analizei ant 10 cm2 plastikinio objektinio stikliuko su 

kamera ląstelių auginimui („Clipmax“, TPP). 

 

Lentelė 2.1. HEV infekuotos ląstelių linijos imunofluorescencinei 

mikroskopijai. 

Ląstelių linija Kilmė HEV infekuotų ląstelių 

kultivavimo vieta 

(mokslininkas) 

A549/D3 
Žmogaus plaučių 

karcinoma 

Federalinis rizikos vertinimo 

institutas, Berlynas, Vokietija (dr. 

Reimar Johne) 

Vero Beždžionės inkstai 
Lietuvos sveikatos mokslų 

universitetas Mikrobiologijos ir 

virusologijos institutas, Kaunas 

(dokt. Juozas Grigas). 
PK-15 Kiaulės inkstai 
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2.1.8 Bakterijų kamienai 

E. coli kamienas DH10B naudotas kuriant HEV-3, žiurkių HEV ir ACTB 

RNR standartus, HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymų persidengiančius 

fragmentus. 

E.coli kamienas Tuner (DE3) naudotas HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės 

baltymų persidengiančių fragmentų sintezei. 

2.1.9 Pradmenys 

Oligonukleotidiniai pradmenys ir zondai buvo susintetinti „Metabion 

International AG“ (Vokietija). Pradmenys naudoti persidengiančių HEV-3 ir 

žiurkių HEV fragmentų genų pagausinimui pateikti lentelėje 2.2. 

Lentelė 2.2. Pradmenys, skirti pagausinti HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės 

baltymų persidengiančių fragmentų genus. 

Prad-

muo 

Frag-

mento 

pavadi-

nimas 

Pradmens prisijungimo vieta 

HEV-3 (GenBank FJ705359) 

ir žiurkių HEV (GenBank 

GU345042) genome 

Pradmens seka, 5’ → 3’ 

rat1F 
F1-žiurkių 

HEV 

6296-6315 nt 

(žiurkių HEV) 

AGTGGATCCTTAAGACCG

CCAGTTGGTGATGGG 

rat1R 
5267-5288 nt 

(žiurkių HEV) 

AGCCATATGAATACCGCG

CCTGTCCCAGATG 

rat2F 
F2-žiurkių 

HEV 

6737-6757 nt 

žiurkių HEV) 

AGTGGATCCTTAAGCTACT

GACGCCTGCTCAGT 

rat2R 
5843-5864 nt 

(žiurkių HEV) 

AGCCATATGAATTTGACCC

CTGGTAACACGA 

rat3F 
F3-žiurkių 

HEV 

6542-6562 nt 

(žiurkių HEV) 

ATAGGATCCTTACTGCCAA

AAACTGATCTTGCC 

rat3R 
5588-5608 nt 

žiurkių HEV) 

AGACATATGAATTCCATCA

CTTCCACCGAC 

hevAF 

F1-HEV-3 

6567-6587 nt 

HEV-3) 

CGTGGATCCTTACCATAAA

ACATCATTAGCGCG 

hevAR 
5502-5522 nt 

(HEV-3) 

ATAGCTAGCACTGCCATAT

CACCTGCTCCC 

hevBF 

F2-HEV-3 

6783-6800 nt 

(HEV-3) 

ATAGGATCCTTACCCGCGA

AGCGGGAGAAC 

hevBR 
5739-5759 nt 

(HEV-3) 

ATAGCTAGCGCTACGATTC

GTTACAGGCCA 

hevCF 

F3-HEV-3 

6972-6989 nt 

(HEV-3) 

ATAGGATCCTTAAGCCGA

ATGTGGGGCTAA 

hevCR 
6099-6116 nt 

(HEV-3) 

ATAGCTAGCAACCTGACA

CCCGGGAAC 

Restrikcijos endonukleazių BamHI ir NheI arba NdeI taikiniai pabraukti. 
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kPGR pradmenys ir zondai, skirti žiurkių HEV detekcijai (Widén et al., 

2014), HEV-1–HEV-4 nustatymui (Jothikumar et al., 2006), ir atskaitos 

sistemos kPGR pradmenys, kurie pagausina žiurkių β–aktino iRNR (ACTB) 

fragmentą, pateikti lentelėje 2.3. 

 

Lentelė 2.3. Pradmenys ir zondai, naudoti HEV nustatymui, atliekant AT–

kPGR. 
kPGR 

taikinys 

Pradmens/ 

zondo 

pavadi-

nimas 

Pradmens/zondo seka* 5‘ → 3‘ 

PGR 

produkto 

ilgis, bp 

Žiurkių 

HEV 

rHEV–F TACCCGATGCCGGGCAGT 

74 
rHEV–R2 ATCYACATCWGGGACAGG 

rHEV–P2 

(zondas) 

6–FAM–AATGACAGCACAG 

GCACCGGCGCC–BHQ–1 

HEV-1–

HEV-4 

HEV1–4_F GGTGGTTTCTGGGGTGAC 

70 
HEV1–4_R GGGTTGGTTGGATGAATATAGG 

HEV1–4_P 

(zondas) 

6–FAM–TTGATTCTCAGCC 

CTTCGCC–BHQ–1 

Žiurkių 

β–

aktinas 

ACTB_F GATCAAGATCATTGCTCCTCCT 

153 
ACTB_R CCTAGAAGCATTTGCGGTG 

ACTB_P2 

(zondas) 

Joe–ACTGTCCACCTTCCAGCAG 

ATGTGG–BHQ–1 

*W – A ar T; Y – C ar T. 6–FAM, Joe – fluoroforai; BHQ–1, BHQ–2 – fluorescencijos 

slopintojai (angl. black hole quencher). 
 

Lentelė 2.4. Pradmenys, naudoti RNR standartų sintezėje, su XbaI ir BamHI 

restrikcijos endonukleazių atpažinimo sritimis. 
Pradmens 

pavadinimas 
Pradmens seka* 5‘ → 3‘ 

PGR produkto 

ilgis, bp 

rHEV_F_XbaI TGACGGGCCGTAGCCCATAG 

ATCTAAT 
104 

rHEV_R_BamHI GGACAGGGTCTACACCTATC 

CTAGGTAT 

HEV1–4_F_XbaI CAGTGGGGTCTTTGGTGGAG 

ATCTAAT 
77 

HEV1–4_R_BamHI GGATATAAGTAGGTTGGTTG 

GGCCTAGGTAT 

ACTB_F–XbaI GTCCTCCTCGTTACTAGAAC 

TAGATCTAAT 
166 ACTB_R–BamHI GTGGCGTTTACGAAGATCCT 

AGGTAT 

* W – A ar T; Y – C ar T. 
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Žiurkių HEV, HEV-1–HEV-4 specifiškų ir atskaitos sistemos ACTB 

pradmenų sekos, turinčios XbaI ir BamHI restrikcijos endonukleazių 

atpažinimo sritis, pateiktos lentelėje 2.4. Šie pradmenys naudoti minėtųjų 

kPGR sistemų standartų paruošime. 

Lizdinės PGR išorinių ir vidinių pradmenų poros, naudotos žiurkių HEV 

genomo fragmentų pagausinimui, pateiktos lentelėje 2.5. Pradmenys parinkti 

ir modifikuoti pagal publikaciją (Johne et al., 2010b). 

 

Lentelė 2.5. Lizdinės PGR pradmenys. 
Pradmens 

pavadinimas Pradmens seka* 5‘ → 3‘ 

PGR 

produkto 

ilgis, bp 

csn TGTGCTCTGTTTGGCCCNTGGTTYCG 
365 

cas GCCATGTTCCAGACDGTRTTCCA 

csn TGTGCTCTGTTTGGCCCNTGGTTYCG 
332 

casn CCAGGCTCACCRGARTGYTTCTTCCA 

* D – A, G ar T; N – A, C, G ar T; R – A ar G; Y – C ar T. 

 

Lentelėse 2.3 ir 2.5 pateiktų AT-kPGR ir lizdinės PGR pradmenų 

prisijungimo vietos ir produktai pavaizduoti 2.1 pav. Lentelėje 2.4 pateiktų 

RNR standartų sintezės pradmenų prisijungimo vietos yra šiek tiek toliau 

nuo AT-kPGR pradmenų, kadangi RNR standartų sintezėje naudotas šiek 

tiek platesnis genominis fragmentas negu AT–kPGR produktas. 

2.1 pav. HEV RNR nustatymo PGR pradmenų porų ir taikinių schema. 

PGR pradmenų poros ir taikiniai HEV-3 (A) ir žiurkių HEV (B) 

genomuose. 
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2.1.10 Vektoriai 

pJET1.2 vektorius (Thermo Fisher Scientific) naudotas HEV-3 ir žiurkių 

HEV kapsidės baltymų persidengiančių fragmentų genų klonavimui ir 

sekoskaitai. Šis vektorius taip pat naudotas žiurkių HEV genomo fragmentų 

pagausintų lizdine PGR klonavimui ir sekoskaitai. 

pET28a(+) vektorius (gautas iš dr. M. Plečkaitytės, VU GMC BTI ILBS) 

naudotas persidengiančių HEV kapsidės baltymų fragmentų sintezei. 

pTZ57R vektorius (gautas iš dr. M. Plečkaitytės) naudotas AT-kPGR 

sistemų standartų sintezei. 

pUC19 vektorius su žiurkių HEV (GenBank GU345042) genomu (gautas 

iš dr. Rainer G. Ulrich (Friedrich-Loeffler-Institut, Federal Research Institute 

for Animal Health, Institute of Novel and Emerging Infectious Diseases, 

Vokietija) – naudotas kaip matrica AT–kPGR sistemos standartų sintezei bei 

žiurkių HEV kapsidės baltymo persidengiančių fragmentų genų 

pagausinimui. 

pFX7 vektorius su HEV-3 (GenBank FJ748531) ORF2 (gautas iš dr. 

Rainer G. Ulrich) – naudotas kaip matrica AT–kPGR sistemos standartų 

sintezei bei HEV-3 kapsidės baltymo persidengiančių fragmentų genų 

pagausinimui. 

2.2 Biologiniai mėginiai ir jų rinkimas 

Laukinės žiurkės gaudytos spąstais nuo 2014 m. sausio mėn. iki 2017 m. 

spalio mėn. Lietuvos teritorijoje. Gyvūnus gaudė dokt. Marius Jasiulionis 

(Gamtos tyrimų centras, Žinduolių ekologijos laboratorija, Vilnius). Iš viso 

buvo sugautos 109 žiurkės, iš kurių 27 pilkosios (R. norvegicus) ir 82 

juodosios (R. rattus). Žiurkės sugautos įvairiose Lietuvos vietose, įskaitant 

paukštininkystės ūkius ir žmonių gyvenamosiose teritorijose, kuriose yra 

laikomos kiaulės, vištos ir karvės. Buvo fiksuojamos tokios žiurkių 

charakteristikos kaip rūšis, sugavimo vieta ir data, lytis, kūno masė ir amžius 

(1 priedas). Žiurkių autopsijos metu krūtinės ertmės skysčio (CCF, angl. chest 

cavity fluid) ir kepenų audinio mėginiai buvo surinkti iš gyvūnų. CCF buvo 

surenkamas gyvūno krūtinės ertmę plaunant 4 ml PBS. Dalis CCF 

centrifuguota 5 min 200×g, supernatantas sumaišytas santykiu 1:1 su sočiu 

amonio sulfato tirpalu. Po 16 h 4 °C mišinys centrifuguotas 5 min 12000×g. 

Nuosėdos ištirpintos PBS ir vėl taip pat sumaišyta su amonio sulfato tirpalu. 

Gautame mišinyje yra polikloniniai žiurkių antikūnai. Likusi dalis CCF 
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užšaldyta skystame azote ir saugoma -80 °C. Kepenų audinys išpreparuotas iš 

gyvūno padalinamas į kelias dalis. Viena dalis užkonservuota „RNAlater“ 

(Qiagen) tirpale 4 °C RNR gryninimui. Kitos dalys perkeltos į mėgintuvėlius, 

užšaldytos skystame azote ir saugomos -80 °C. 

Kiaulių kraujo serumo mėginiai yra gauti iš dr. Raimundo Lelešiaus 

(LSMU). Mėginiai surinkti 2017 m. balandžio–gegužės mėn. Lietuvos 

teritorijoje. 

Žmonių kraujo serumo mėginiai surinkti vykdant biomedicininį tyrimą 

„Virusinių ir imunologinių veiksnių, susijusių su inkstų veiklos sutrikimais ir 

inkstų transplantato atmetimo rizikos vertinimu, tyrimas“ (leidimo nr. 

158200-17-901-409) bendradarbiaujant su Vilniaus universitetinė ligoninės 

Santaros klinkų Nefrologijos centru (gyd. Ernesta Mačionienė). Tyrimo 

dalyviai suskirstyti į 4 grupes:  

1. Pacientai su inkstų transplantatais 

2. Pacientai sergantys lėtinėmis inkstų ligomis (LIL) ir gaunantys dializės 

gydymą 

3. LIL sergantys pacientai, kuriems netaikomas hemodializės gydymas 

4. Sveiki, nesergantys lėtinėmis inkstų bei kepenų ligomis pacientai 

1–3 grupių neįtraukimo į tyrimą kriterijai: amžius mažesnis negu 18 m., 

ŽIV infekcija, nėštumas, žindymo laikotarpis, psichikos ligos, kritinė 

sveikatos būklė. Šių grupių įtraukimo į tyrimą kriterijai: amžius didesnis negu 

18 m. 4 grupės neįtraukimo į tyrimą kriterijai: amžius mažesnis negu 18 m., 

ŽIV infekcija, nėštumas, žindymo laikotarpis, psichikos ligos, onkologinės, 

lėtinės ligos, inkstų ir kepenų ligos, tyrėjams pavaldūs darbuotojai, studijos 

susijusios su tyrimo tema.  

Tyrimo metu taip pat kaupiami pacientų duomenys: amžius, lytis, LIL 

priežastis, dializės pradžia, transplantacijos data, HBV, HCV infekcijos 

statusas, imunosupresantų, priešvirusinių vaistų vartojimas, alanino 

transaminazės (ALT), aspartato transaminazės (AST) koncentracijos. Iš viso 

surinktas 228 žmonių kraujo serumas. Pacientų kraujas yra surenkamas 

ligoninėje ir mėgintuvėliuose transportuojamas į VU GMC. Mėgintuvėliai 

centrifuguoti 1000×g 10 min. Supernatantą sudarantis kraujo serumas 

išpilstytas į mėgintuvėlius ir užšaldytas -80 °C. 
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2.3 Metodai 

2.3.1 Monokloninių antikūnų kūrimas 

2.3.1.1 Pelių imunizacija ir hibridomų kūrimas 

MAk kūrimui hibridomų technologija yra reikalingos tiksliniu antigenu 

imunizuotos pelės blužnies ląstelės. 6-8 savaičių amžiaus BALB/c linijos 

pateles (po tris grupėje) buvo imunizuotos HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės 

baltymais mėginius suleidžiant po oda. Imunizacijai naudota 50 µg baltymo 

dozė pelei. Pirmoji imunizacija atlikta sumaišius antigeno tirpalą su pilnu 

Freundo adjuvantu. Antroji imunizacija atlikta su nepilnu Freundo adjuvantu 

praėjus 28 dienoms po pirmosios. Kraujo mėginiai iš uodegos venos buvo 

surinkti prieš pirmą imunizaciją, praėjus 21 dienai po pirmos imunizacijos ir 

praėjus 14 dienų po antros imunizacijos. Šie mėginiai naudoti antikūnų titrui 

nustatyti netiesioginės IFA metodu naudojant HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės 

baltymus. Pelei su didžiausiu antikūnų titru prieš antigeną, kuriuo buvo 

imunizuota, buvo suleista trečia 50 µg antigeno dozė ištirpinta PBS be 

adjuvanto. Praėjus 3 dienoms, pelė, gavusi 3 dozes HEV-3 kapsidės baltymo, 

ir pelė, gavusi 3 dozes žiurkių HEV kapsidės baltymo, buvo paaukota. Iš šių 

pelių buvo išskirtos blužnies ląstelės, kurios panaudotos suliejimui su 

mielomos Sp2/0 ląstelėmis. Iš paaukotų pelių taip pat surinkti PAk. CCF 

surinktas plaučių ertmę praplovus 2 ml PBS. Surinktas tirpalas centrifuguotas 

200×g 5 min. Supernatantas sumaišytas su sočiu amonio sulfato tirpalu 

santykiu 1:1 ir inkubuotas 16 h 4 °C. Suspensija centrifuguota 5 min 10000×g. 

Nuosėdos ištirpintos PBS ir sumaišytos su sočiu amonio sulfato tirpalu 

santykiu 1:1. PAk suspensija saugoma 4 °C.  

Sp2/0 ląstelės prieš suliejimą su blužnies ląstelėmis užaugintos iki 90–100 

% konfluentiškumo. Blužnies ir mielomos ląstelių kiekis apskaičiuotas 

naudojant Burker ląstelių skaičiavimo kamerą. Ląstelių suliejimas atliktas 

blužnies ir mielomos ląstelių skaičiaus santykiu 12,5:1 (HEV-3 kapsidės 

baltymo atveju) ir 5,8:1 (žiurkių HEV kapsidės baltymo atveju) panaudojant 

PEG-1500 kaip suliejimo agentą. Ląstelės sumaišytos ir centrifuguotos 200×g 

10 min. Pašalinus supernatantą po truputi per 1 min užpiltas 1 ml suliejimo 

agento ir inkubuota 2 min lėtai maišant. Po to per 2 min užpilta 10 ml terpės 

be serumo. Po centrifugavimo 200×g 10 min ląstelės suspenduotos seruminėje 

terpėje iš išsėtos į 96 šulinėlių audinių kultūrų plokšteles po 200 µl/šulinėlyje, 

10000 ląst./ml tankiu. 
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Hibridinių ląstelių atranka vykdyta po suliejimo jas auginant HAT terpėje 

su hipoksantinu, aminopterinu ir timidinu. Praėjus 12 dienų po suliejimo 

atliktas ląstelių augimo terpės testavimas netiesiogine IFA panaudojant HEV-

3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymus. Ląstelės, kurių augimo terpėje nustatyti 

antikūnai prieš HEV kapsidės baltymus, stabilizuotos klonuojant, kai 

atliekami serijiniai skiedimai 96 šulinėlių audinių kultūrų plokštelėse ant 

maitinamojo pelės peritoninių makrofagų sluoksnio. Hibridomos linija laikyta 

stabilia, jei atlikus klonavimą visi šulinėliai, kuriuose užauga ląstelių klonas 

iš vienos ląstelės (monoklonas) sintetina antigenui specifiškus antikūnus – 

monokloninius antikūnus. Stabilizuotos hibridomos kriokonservuotos. 

2.3.1.2 Maitinamojo makrofagų sluoksnio paruošimas 

Hibridomų auginimui naudotas maitinamasis pelės peritoninių makrofagų 

sluoksnis. Pelės makrofagai atlieka dvi funkcijas. Pirmoji yra mirusių ląstelių 

ir ląstelių nuolaužų fagocitozė, kuri išvalo ląstelių kultūrą nuo negyvų ląstelių. 

Antroji funkcija yra citokinų, skatinančių hibridomų proliferaciją, pavyzdžiui, 

interleukino-6, sekrecija. Pelės peritoniniai makrofagai yra surenkami iš pelės 

pilvo ertmės. Po šios procedūros, terpėje yra surinkti makrofagai. Ląstelės 

centrifuguojamos 200×g 5 min, suspenduojamos seruminėje terpėje, 

suskaičiuojamos ir išsėjamos į hibridomų auginimui skirtus indus. Makrofagai 

paliekami bent 16 h inkubatoriuje, kuriame yra 37 °C 5 % CO2, iki hibridomų 

užsėjimo. 

2.3.1.3 Ląstelių kriokonservavimas 

Stabilizuotos hibridomos perkeltos auginimui iš 96 šulinėlių plokštelės į 

24 šulinėlių plokšteles, 25 cm2 ir 75 cm2 flakonus. Hibridinės ląstelės persėtos 

jas skiedžiant terpe be ląstelių ir su ląstelėmis santykiu 1:1–1:3 Ląstelėms 

pasidauginus per visą šulinėlio dugną jos centrifuguotos 200×g 5 min. Ląstelių 

augimo terpė su MAk surinkta ir saugota 4 °C iki gryninimo. Ląstelės 

suskaičiuotos ir kriokonservuotos 1–5·106 ląstelių/ml tankiu šaldymo terpėje. 

Šaldymo terpė sudaryta iš 90 % FBS ir 10 % DMSO. Ampulės su 700 µl 

ląstelių suspensijos šaldymo terpėje uždarytos putplasčio dėžutėje laikytos per 

naktį -70 °C, kad temperatūra mažėtų po maždaug 1 °C/min ir perkeltos į 

skysto azoto Diuaro indą ilgalaikiam saugojimui. 

 



66 

 

 

2.3.1.4 Antikūnų gryninimas 

Antikūnų gryninimas atliktas afininės chromatografijos metodu naudojant 

sefarozės su baltymu A kolonėles. Baltymas A pasirinktas dėl silpnos sąveikos 

su jaučio imunoglobulinais, kurie hibridomų augimo terpėje yra kaip FBS 

dalis. Prieš gryninimą buvo nustatyta antikūnų esančių augimo terpėje klasė 

ir poklasis naudojant „Mouse Immunoglobulin Isotyping Kit“ pagal 

gamintojo rekomendacijas. Tam panaudotas IFA rinkinys skirtas antikūnų 

izotipavimui. IgG1 poklasio antikūnų gryninimui naudotas Glicino užnešimo 

buferinis tirpalas, kuris pasižymi padidinta jonine jėga dėl didelės NaCl 

koncentracijos, kuri padidina baltymo A ir IgG1 Fc dalies sąveikos stiprumą, 

o IgG2a ir IgG2b – Tris užnešimo buferinis tirpalas. Antikūnų ir baltymo A 

sąveikai taip pat yra labai svarbus pH. Prieš užnešant augimo terpę su MAk 

ant kolonėlės sorbento, kolonėle yra kalibruojama 10 kolonėlės tūrių 

užnešimo tirpalo. Tada yra užnešami antikūnai augimo terpėje ir užnešimo 

tirpalu. IgG1 antikūnų gryninimui terpė ir užnešimo tirpalas sumaišomas 

santykiu 1:2, o IgG2a ir IgG2b – į terpę yra įpilama 1 M Tris (pH 8) buferinio 

tirpalo iki galutinės 0,1 M Tris koncentracijos. Po antikūnų mėginio užnešimo 

kolonėlė yra plaunama 10 kolonėlės tūrių užnešimo tirpalo. Eliucija atliekama 

užnešant 10 kolonėlės tūrių eliucijos tirpalo ir renkant frakcijas po 0,5 ml. 

Antikūnų ir baltymo A sąveika nutrūksta dėl eliucijos tirpalo pH 3. Po to 

kolonėlė yra regeneruojama 10 kolonėlės tūrių eliucijos tirpalo ir vėl 

kalibruojama 10 kolonėlių tūrių užnešimo tirpalo. Atliekamas kito antikūno 

gryninimas arba kolonėlė plaunama 10 kolonėlės tūrių vandens ir tiek pat 20 

% etanolio tirpalu bei jame užkonservuojama. Antikūnų koncentracija 

eliucijos frakcijose pamatuojama spektrofotometriškai „Nanodrop“ prietaisu, 

atsižvelgiant į IgG ekstinkcijos koeficientą. Frakcijos, kuriose yra antikūnai, 

sumaišomos ir dializuojamos prieš PBS per naktį 4 °C. Po dializės antikūnų 

koncentracija pamatuojama spektrofotometriškai, įvertinant IgG 

koncentraciją. MAk tirpalas steriliai filtruojamas pro 0,22 µm filtrą ir 

saugomas 4 °C. 

2.3.1.5 Antikūnų žymėjimas  

Peroksidazės prijungimas prie antikūno atliekamas natrio perjodatiniu 

metodu (Wilson ir Nakane, 1987) su modifikacijomis (Wisdom, 2005). 

Antikūnai dializuojami prieš natrio karbonatinį buferinį tirpalą (pH 9,5). Į 

vandeninį peroksidazės tirpalą pridedama 0,2 M natrio perjodato tirpalo. 
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Mišinys inkubuojamas 20 min kambario temperatūroje. Po to tirpalas 

dializuojamas prieš 0,01 M natrio acetatinį buferinį tirpalą (pH 4,2), o vėliau 

tirpalas kalibruojamas iki pH 9,5 pridedant 1 M natrio karbonatinio tirpalo. Po 

dializės peroksidazės tirpalas sumaišomas su antikūnų tirpalu: supilama į 

stiklinaitę santykiu 1:1 pagal baltymo kiekį. Inkubuojama 2 h kambario 

temperatūroje. Po to pridedama 4 mg/ml natrio borhidrido ir inkubuojama 2 h 

4 °C. Borhidrido pašalinimui konjugatas dializuojamas prieš PBS. Po to į 

konjugatus pridedama iki 2 % BSA ir iki 50 % glicerolio. Konjugatai saugomi 

-20 °C. Konjugatų aktyvumas patikrintas tiesioginėje IFA atliekant skiedimų 

serijas. 

MAk CPD9 žymėjimas Alexa Fluor 555 (AF555) dažu atliktas naudojant 

AF555 NHS esterį pagal gamintojo rekomendacijas. Visų pirma dažas 

aktyvuotas jį tirpinant DMSO iki 10 mg/ml. MAk CPD9 atskiesti iki 10,8 

mg/ml 0,1 M NaHCO3 pH 8,3 buferiniame tirpale. Į 100 µl antikūnų tirpalo 

įpilama 10 µl AF555 tirpalo ir inkubuojama 1 h kambario temperatūroje. 

Žymėjimo reakcija stabdoma įpilant 11 µl 1,5 M hidroksilamino pH 8,5 tirpalo 

ir inkubuojama 1 h kambario temperatūroje. Žymėtų antikūnų tirpalas 

dializuojamas prieš PBS 4 °C per naktį. Po to į žymėtų antikūnų tirpalus 

įpilama 10 % NaN3 tirpalo iki galutinės 0,1 % koncentracijos. Žymėti 

antikūnai saugomi 4 °C. Antikūnų žymėjimo efektyvumas įvertintas 

spektrofotometriškai matuojant mėginio sugertį esant 280 nm ir 555 nm 

bangos ilgiams. Antikūnų aktyvumas patikrintas tiesiogine IFA atliekant 

serijinius skiedimus.  

2.3.2 Imunocheminiai analizės metodai 

Imunocheminiai analizės metodai šiame darbe naudoti įvairiais tikslais. 

Visų pirma buvo atliktas sukurtų MAk apibūdinimas. Vėliau imunocheminiai 

metodai naudoti serologiniams biologinių mėginių tyrimams, nustatant 

antikūnus prieš HEV, tačiau šie metodai aptarti 2.3.5 skyriuje. 

2.3.2.1 Imunofermentinė analizė 

Šiame darbe naudoti keturi IFA tipai: tiesioginė, netiesioginė, 

konkurencinė ir dviepitopė. Netiesioginės IFA pradžioje antigenas yra 

imobilizuojamas 96 šulinėlių plokštelės („Nunc PolySorp“) šulinėlių dugne. 

HEV-3 kapsidės baltymas imobilizuotas antigeną skiedžiant iki 3 µg/ml PBS, 

žiurkių HEV – 5 µg/ml vandenyje, o žiurkių HEV (112–608) – 3 µg/ml 
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imobilizacijos buferiniame tirpale. Antigeno tirpalas išpilstytas po 50 µl/šul. 

ir inkubuota per naktį 4 °C. Išpurčius antigeno tirpalą iš plokštelės, laisvas 

paviršius blokuotas Roti-Block tirpalu po 300 µl/šul. 1 h kambario 

temperatūroje. Po blokavimo pilamas pirminių antikūnų tirpalas (pelių kraujo 

mėginiai, hibridomų augimo terpė, išgryninti antikūnai skiesti PBST) ar 

atliekamos antikūnų skiedimo serijos ir inkubuojama 1 h kambario 

temperatūroje. Po inkubacijos plaunama 4 kartus PBST ir išpilstomi 1:5000 

PBST skiesti antriniai antikūnai – ožkos polikloniniai antikūnai prieš pelės 

IgG žymėti krienų peroksidaze – po 100 µl/šul. ir inkubuojama 1 h kambario 

temperatūroje. Po inkubacijos plokštelė plaunama 4 kartus PBST ir užpilamas 

IFA skirtas TMB po 100 µl/šul. Inkubuojama 5–15 min, kol išryškėja signalas. 

Reakcija stabdoma išpilstant po 50 µl/šul. 3,6 % H2SO4 tirpalo. Signalas 

detektuojamas išmatuojant spektrofotometru susidariusio tirpaus fermentinės 

reakcijos produkto optinį tankį (OT) esant 450 nm ir 620 nm bangos ilgiams. 

Signalas vertinamas kaip OT esant 450 nm ir 620 nm skirtumas. OT 

matuojamas spektofotometru Thermo Scientific Multiskan GO. 

Tiesioginė IFA naudota įvertinti MAk ir HRP konjugatų (MAk–HRP) 

aktyvumą. Tam viskas atliekama panašiai kaip netiesioginėje IFA, tačiau nėra 

naudojami antriniai antikūnai, nes pirminiai antikūnai jau turi HRP žymę. 

Atlikus serijinius skiedimus nustatomas optimalus MAk–HRP titras, kuris 

laikomas tokiu skiedimu, kai OT vertė yra 1–1,5. 

Konkurencinė IFA naudota siekiant nustatyti persidengiančius MAk 

epitopus HEV kapsidės baltymų molekulėse. Plokštelių šulinėliai buvo 

padengti HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymais ir užblokuoti. Nežymėti 

HRP antikūnai hibridomų augimo terpėje išpilstyti į plokštelę ir inkubuoti 1 h 

kambario temperatūroje. Kaip neigiama kontrolė naudota seruminė terpė be 

MAk. Po to, toks pats tūris MAk–HRP optimalaus skiedimo tirpalo užpilta be 

plovimo ir inkubuota 1 h kambario temperatūroje. Signalas nustatytas taip pat 

kaip aprašyta aukščiau. Konkurencija tarp MAk buvo identifikuota tuose 

šulinėliuose, kuriuose OT sumažėjo lyginant su neigiama kontrole. 

Dviepitopė IFA buvo pritaikyta nustatyti MAk sąveika su 

persidengiančiais HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymų fragmentais. 

Plokštelės („Nunc MaxiSorp“) šulinėliuose buvo imobilizuoti MAk prieš 

heksahistidinų žymę išpilstant po 50 µl/šul. 2 µg/ml tirpalo PBS ir inkubuojant 

per naktį 4 °C. Blokavimas atliktas inkubuojant 2 % BSA ištirpintą PBS po 

150 µl/šul. 1 h  kambario temperatūroje. E. coli lizatai ištirpinti 6 M šlapalo 

tirpale buvo atskiesti PBST su 1 % BSA ir nutitruoti. Kaip neigiama kontrolė 

naudotas E. coli su nemodifikuota pET28a(+) lizatas. Plokštelės inkubuotos 1 
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h kambario temperatūroje. Po plovimo, per heksahistidinų žymę išgaudyti 

oligopeptidai buvo detektuoti MAk–HRP atskiestais PBST su 1 % BSA iki 

optimalaus titro inkubuojant 1 h kambario temperatūroje. Signalas ryškintas 

kaip aprašyta aukščiau. 

2.3.2.2 Imunoblotingas 

Imunoblotingo metodu yra nustatoma antikūnų sąveika su antigenais, kurie 

yra denatūruoti ir redukuoti. Pirmasis etapas yra SDS-PAGE. Darbe naudoti 

12 % skiriamiasis gelio sluoksnis ir 4 % – koncentruojamasis. Baltymų 

mėginiai paruošti su redukuojančiu mėginių ruošimo tirpalu denatūruojami 10 

min 100 °C. Į gelio šulinėlį pilama po 0,1–3 µg baltymų mėginio. 

Elektroforezė vykdoma 80 V įtampoje, kol mėginiai pereina koncentruojamąjį 

gelį ir 140 V įtampoje, kol baltymai išsifrakcionuoja skiriamajame gelyje. Po 

elektroforezės gelis yra naudojamas pernešimui ant PVDF membranos arba 

dažomas „PageBlue“ baltymų dažymo tirpalu pagal gamintojo 

rekomendacijas. 

Baltymų pernešimui ant PVDF membranos gelis yra merkiamas į baltymų 

pernešimo buferinį tirpalą. PVDF membranos suvilgytos metanolyje ir 

filtrinio popierio lakštai taip pat merkiami į baltymų pernešimo buferinį 

tirpalą. Pernešimas ant PVDF vykdytas pusiau sausu būdu. Ant baltymų 

pernešimo prietaiso katodinio pado dedamas filtrinis popierius, ant jo PVDF 

membrana, tada polikarilamidinis gelis ir filtrinis popierius. Tada viskas 

užspaudžiama anodiniu dangčiu ir vykdomas pernešimas esant 1 mA/cm2 

PVDF membranos ploto 50 min. 

Po pernešimo PVDF membranos po plovimo PBS blokuotos PBS su 2 % 

pieno miltelių inkubuojant 1 h kambario temperatūroje arba per naktį 4 °C. 

Pirminiai antikūnai skiesti PBST su 2 % pieno miltelių ir inkubuoti 1 h 

kambario temperatūroje. Po plovimo PBST, membranos inkubuotos su 

antriniais antikūnais žymėtais HRP skiestais PBST su 2 % pieno miltelių. Po 

plovimo antikūnų–antigeno reakcija vizualizuota TMB substratu 

imunoblotingui. Membranos išdžiovintos ir nuskenuotos. 

2.3.2.3 Imunofluorescencinė mikroskopija 

Imunofluorescencinė mikroskopija šiame darbe naudota MAk gebėjimo 

atpažinti natūralų virusą apibūdinimui. Rezultatai pateikti darbe yra gauti 3 

skirtingų tyrėjų. A549/D3 ląsteles infekavusio HEV nuotraukos padarytos dr. 
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Reimar Johne ir jų metodika aprašyta (Simanavicius et al., 2018b). 

Disertacijos autorius atliko Vero ir PK-15 infekuotų HEV ląstelių dažymą. 

Infekuotų ląstelių auginimas 10 cm2 flakonuose su plastikiniu objektinio 

stikliuko dugnu atliktas dokt. Juozo Grigo. Imunofluorescencinei 

mikroskopijai ląstelės naudotos praėjus 14 dienų po infekcijos pradžios. 

Pašalinus ląstelių augimo terpę, atliktas plovimas PBS ir užfiksuotos lediniu 

metanolio ir acetono mišiniu santykiu 1:1 po 1 ml stikliukui inkubuojant 5 min 

-20 °C. Po fiksavimo stikliukai plauti PBS ir naudoti dažymui arba išdžiovinti 

kambario temperatūroje ir saugoti 4 °C iki dažymo. Pirmame etape stikliukai 

užblokuoti 10 % normalizuoto ožkos serumo tirpalu 1 h kambario 

temperatūroje. HEV kapsidės baltymų dažymas atliktas naudojant MAk 5F3. 

Naudotas 10 µg/ml MAk tirpalas PBS su 3 % BSA, kuris inkubuotas 1 h 

kambario temperatūroje. Po plovimo PBS prisijungę MAk detektuoti 

antriniais ožkos polikloniniais antikūnais prieš pelės IgG žymėtais Alexa 

Fluor 488 Plus fluorescuojančia žyme. Antriniai antikūnai skiesti 1:200 PBS 

su 3 % BSA ir inkubuoti 1 h kambario temperatūroje. Po plovimo PBS, 

stikliukai uždengti dengiamąją terpe su DAPI ir dengiamuoju stikliuku. 

Nudažytos ląstelės vizualizuotos „EVOS FL Auto Imaging System“ 

mikroskopu.  

2.3.3 Molekulinės biologijos ir genų inžinerijos metodai 

2.3.3.1 Persidengiančių HEV kapsidės baltymų fragmentų sintezė 

MAk atpažįstamų epitopų HEV kapsidės baltymuose nustatymas atliktas 

panaudojant persidengiančius fragmentus. Kiekvienas HEV-3 ir žiurkių HEV 

kapsidės baltymas buvo padalinti į 3 persidengiančius oligopeptidus, kurie 

buvo susintetinti E. coli. HEV kapsidės baltymų fragmentus koduojančios 

sekos pagausintos PGR naudojant vektorius pFX7 su HEV-3 ORF2 ir pUC19 

su žiurkių HEV genomu kaip matricas. Pradmenys naudoti HEV-3 ir žiurkių 

HEV kapsidės baltymų fragmentų koduojančių sekų pagausinimui pateikti 

lentelėje 2.2. PGR komponentai ir režimas pateikti lentelėje 2.6. 

PGR produktai išgryninti naudojant „GeneJET PCR Purification Kit“ ir 

klonuoti į pJET1.2 vektorių naudojant „CloneJET PCR Cloning Kit“. Šie 

vektoriai transformuoti į E. coli DH10B kamieną CaCl2 transformacijos būdu. 

Kompetentinės ląstelės transformacijai paruoštos E. coli DH10B ląsteles 

auginant 5 ml LB terpės per naktį 37 °C 220 rpm. Po 16 h inkubacijos 50 µl 

naktinės kultūros užsėjama į 5 ml LB terpės ir auginama 2,5 h. Ląstelės 

centrifuguojamos 5 min 3000×g 4 °C ir toliau visas procedūras atliekant lede 
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arba 4 °C suspenduojamos 5 ml NaCl tirpalo ir vėl centrifuguojamos. Ląstelės 

Lentelė 2.6. PGR komponentai ir temperatūriniai režimai persidengiančių 

HEV kapsidės baltymų fragmentų DNR pagausinimui. 
PGR komponentas Galutinė komponento koncentracija 

10× „DreamTaq Green buffer“ 1× 

2 mM dNTP 0,2 mM 

Tiesioginis pradmuo, 10 μM 0,3 μM 

Atvirkštinis pradmuo, 10 μM 0,3 μM 

„DreamTaq“ polimerazė 5 v/μl 1 v 

H2O, be nukleazių Iki 23 µl 

Temperatūrinis režimas 95 oC – 10 min 

95 oC – 30 s 

58–60 oC – 30 s            30 ciklų 

72 oC – 45 s 

72 oC – 10 min 

 

suspenduojamos 3 ml CaCl2 tirpalo ir inkubuojamos 30 min. Po to ląstelės 

centrifuguojamos, nupylus supernatantą suspenduojamos tirpalo likutyje. 

Transformacija atliekama 50 µl kompetentinių ląstelių sumaišant su 5–7 µl 

ligavimo mišinio arba 1 µl plazmidės. Mišinys laikomas lede 30 min, tada 1,5 

min 42 °C ir 2 min lede. Ląstelių regeneracija atliekama jas suspenduojant 1 

ml LB terpės ir inkubuojant 30 min 37 °C. Transformuotos bakterijos po 

centrifugavimo išsėjamos ant agarizuotos LB terpės su 0,1–0,5 µg/ml 

antibiotiko (pJET1.2 koduoją atsparumą ampicilinui) ir auginamos 16 h 37 

°C. Po auginimo bakterijų kolonijos testuojamos PGR ir persėjamos ant 

agarizuotos LB terpės. Vektoriai iš teigiamų kolonijų sekoskaitai ir tolesniems 

klonavimo darbams išgryninami iš naktinių kultūrų naudojant „GeneJET 

Plasmid Miniprep Kit“. 

HEV kapsidės baltymų fragmentų genų DNR sekos nuskaitytos VU GMC 

BTI Sekoskaitos centre naudojant „BigDye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit“ (Thermo Fisher Scientific) ir „ABI PRISM 3130xl“ genetinį 

analizatorių (Thermo Fisher Scientific). HEV-3 kapsidės baltymo 

persidengiančių fragmentų koduojančios sekos iškirptos naudojant BamHI ir 

NheI restrikcijos endonukleazes, o žiurkių HEV – BamHI ir NdeI. Iškirpta 

DNR išgryninta iš agarozės gelio naudojant „GeneJET Gel Extraction Kit“. 

Koduojančios sekos įklonuotos į pET28a(+) vektorių taip, kad būtų 

sintetinami oligopeptidai su heksahistidinų žyme N gale. pET28a(+) vektoriai 

transformuoti į E. coli DH10B kamieną CaCl2 metodu kaip aprašyta aukščiau, 

tik atrankai naudotas antibiotikas kanamicinas. Iš teigiamų kolonijų naktinių 
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kultūrų išgryninti pET28a(+) vektoriai koduojantys HEV kapsidės baltymų 

persidengiančius fragmentus transformuoti į E. coli Tuner(DE3) kamieną 

baltymų sintezei. Oligopeptidų sintezė indukuota IPTG. Po transformacijos 

atrinktų teigiamų kolonijų naktinių kultūrų 50 µl persėta į 5 ml LB terpės su 

kanamicinu ir auginta 2,5 h. Surinktas 0,5 ml bakterijų suspensijos mėginys, 

centrifuguota 5 min 3000×g, supernatantas pašalintas, o ląstelės užšaldytos -

20 °C. Į likusią bakterijų kultūrą įpilta IPTG iki 0,1 mM koncentracijos ir 

auginta dar 2,5 h. Nutraukus auginimą ląstelių suspensija padalinta į 

mėgintuvėlius po 0,5 ml ir paruoštos taip pat kaip mėginys prieš indukciją. 

Mėginių analizei SDS-PAGE ir imunoblotingo metodais bakterijos suardytos 

jas suspendavus 40 µl PBS su 2 % SDS ir pakaitinus 10 min 100 °C, įpylus 

10 µl 5× redukuojančio baltymų mėginio ruošimo tirpalo ir vėl pakaitinus 10 

min 100 °C. Mėginiai dviepitopei IFA paruošti užšaldytas bakterijas 

suspenduojant 1 ml 6 M šlapalo tirpale. 

Susintetinti persidengiantys HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymų 

fragmentai pateikti 2.2 pav. MAk sąveika su šiais baltymais tirta 

imunoblotingo ir dviepitopės IFA metodais. 

 

 

2.2 pav. Sutrumpintų HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymų variantų 

schema. 
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2.3.3.2 RNR gryninimas ir AT-kPGR analizė 

Žiurkių kepenų audinio mėginiai, esantys „RNALater“ tirpale,  

homogenizuoti sutrinant 10–20 mg. Suminė RNR išgryninta naudojant 

„GeneJET RNA Purification Kit“. Išgrynintos RNR tirpalas papildytas 

„RiboLock RNase Inhibitor“ tirpalu kaip apsauga nuo RNR degradacijos. 

RNR koncentracija ir grynumas nustatytas spektrofotometru „NanoDrop“. 

RNR saugota -70 °C iki analizės. AT–kPGR atlikta dviem etapais. Visų pirma 

2 µg suminės RNR paveikta dvigrandę DNR hidrolizuojančia endonukleaze 

„dsDNase“ pagal gamintojo rekomendacijas. Tada atlikta kopijinės DNR 

(kDNR) sintezė. Atvirkštinė tranksripcija atlikta naudojant „RevertAid RT 

Kit“ su atsitiktiniais heksameriniais pradmenimis „Applied Biosystems“ 

termocikleryje pagal režimą 5 min 25 °C, atvirkštinė transkripcija 1 h 42 °C 

ir fermentų inaktyvacija 5 min 70 °C. Toliau atlikta kPGR, kurios 

komponentai ir režimas pateikti lentelėje 2.7. Pradmenys ir zondai naudoti 

kPGR pateikti lentelėje 2.3. kPGR atlikta termocikleriu „Rotor-Gene Q 

MDx“, o gauti duomenys analizuoti naudojant „Rotor-Gene Q MDx“ 

kompiuterinę programą. 

 

Lentelė 2.7. kPGR komponentai ir temperatūrinis režimas. 

PGR komponentas Galutinė komponento koncentracija 

2× „MaximaTM Probe qPCR“ 1× 

Tiesioginis pradmuo, 10 µM 0,3–0,5 µM 

Atvirkštinis pradmuo, 10 µM 0,3–0,5 µM 

Zondas, 10 µM 0,1–0,3 µM 

Vanduo, be nukleazių Iki 18 µl 

Temperatūrinis režimas 95 oC – 10 min 

95 oC – 30 s 

58–60 oC – 60 s            55 ciklai 

72 oC – 30 s 

 

Kiekybiniam HEV RNR nustatymui susintetinti HEV-3, žiurkių HEV ir 

žiurkių β-aktino (ACTB) RNR standartai. Visų pirma PGR su pradmenimis, 

pateiktais lentelėje 2.4, pagausinta standartų DNR kaip matricas naudojant 

pFX7 su HEV-3 ORF2 vektorių – HEV-3 standartui, pUC19 su žiurkių HEV 

genomu – žiurkių HEV standartui, iš žiurkių kepenų audinio išskirtos suminės 

RNR kDNR – ACTB standartui. PGR komponentai ir režimas pateikti 

lentelėje 2.8. PGR produktai išgryninti naudojant „GeneJET PCR Purification  
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Lentelė 2.8. PGR, AT–kPGR sistemų standartų kūrimui ir žiurkių HEV 

genominių fragmentų pagausinimui, komponentai ir temperatūrinis režimas. 
PGR komponentas Galutinė komponento koncentracija 

2× „Maxima Hot Start PCR“ 

mišinys 
1× 

Tiesioginis pradmuo, 10 µM 0,5 µM 

Atvirkštinis pradmuo, 10 µM 0,5 µM 

Vanduo be nukleazių Iki 23 µl 

Temperatūrinis režimas 95 oC – 5–10 min 

95 oC – 30 s 

54–64 oC – 30 s            35–40 ciklų 

72 oC – 30–45 s 

72 oC – 10 min 

 

Kit“ ir įklonuoti į pJET1.2 vektorių naudojant „CloneJET PCR Cloning Kit“. 

Vektoriai su standartų DNR transformuoti į E. coli DH10B kamieną CaCl2 

metodu (2.3.3.2 skyrius). Teigiamų kolonijų atranka atlikta analogiškai 

2.3.3.2 skyriuje pateiktai metodikai, tik naudoti kiti PGR komponentai ir 

pradmenys. pJET1.2 vektoriai su standartų DNR išgryninti „GeneJET 

Plasmid Miniprep Kit“ rinkiniu. Šie vektoriai hidrolizuoti XbaI ir BamHI 

restrikcijos endonukleazėmis, standartų DNR išgryninti iš agarozės gelio 

naudojant „GeneJET Gel Extraction Kit“ ir įklonuoti į pTZ57R vektorių.  

pTZ57R vektoriai su kPGR sistemų standartų DNR transformuoti į E. coli 

DH10B, pagausinti ir išgryninti. RNR standartų sintezei reikalinga 

linearizuota plazmidė, todėl atlikta vektorių hidrolizė SapI pagal gamintojo 

rekomendacijas. Plazmidinė DNR išgryninta atliekant DNR išsodinimą 

fenoliu ir chloroformu. Į DNR tirpalą įpilta fenolio ir chloroformo mišinio 

santykiu 1:1. Po centrifugavimo 5 min 12000×g, viršutinė vandens frakcija 

surinkta ir sumaišyta su chloroformo tirpalu santykiu 1:1. Po centrifugavimo 

viršutinė vandens frakcija surinkta ir sumaišyta su 1/10 tūrio 3 M natrio 

acetato tirpalu pH 5,2 ir 2 tūriais 96 % etanolio tirpalu. DNR palikta išsėsti 

inkubuojant 16 h -20 °C. Po centrifugavimo 20 min 12000×g 4 °C, nuosėdos 

suspenduotos 0,5 ml 70 % etanolio tirpale. Po centrifugavimo 20 min 12000×g 

4 °C nuosėdos ištirpintos 12 µl vandens be nukleazių. RNR standartų sintezė 

atlikta naudojant išsodintą DNR kaip matricą in vitro transkripcijai rinkiniu 

„Transcript AID T7 High Yield Transcription Kit“. Susintetinti RNR 

transkriptai išgryninti fenoliu ir chloroformu tokia pačia procedūra kaip ir 

DNR. Po išsodinimo RNR ištirpinama 19 µl vandens ir pridedama 1 µl 

„RiboLock RNase Inhibitor“. Iš RNR tirpalo pašalinta DNR naudojant DNR 
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hidrolizuojančią endonukleazę „DNase I“ pagal gamintojo rekomendacijas. 

Po DNR pašalinimo iš tirpalo RNR išgryninta naudojant „RNeasy Plus Mini 

Kit“ pagal gamintojo rekomendacijas. Į išgrynintus RNR transkriptus pridėta 

„Ribolock RNase Inhibitor“, pamatuota RNR koncentracija spektrofotometru 

„NanoDrop“, mėginių kokybė patikrinta RNR elektroforezėje ir mėginiai 

saugoti -70 °C. Transkriptų kopijų skaičius 1 µg RNR apskaičiuotas pagal 

formulę: 

Kopijų skaičius =
1 μg ×  6,02 · 1023 mol−1a

RNR transkripto ilgis (nt) × 106  × 333 Da𝑏
 

a 6,02·1023 mol-1 – Avogadro konstanta, nurodanti molekulių skaičių 

viename molyje medžiagos. 
b 333 Da – vidutinė deoksiribonukleotido masė. 

 

RNR transkriptai panaudoti kPGR standartinių kreivių gavimui ir virusinės 

RNR kiekio nustatymui. 

2.3.3.3 Žiurkių HEV sekoskaita 

Siekiant patvirtinti žiurkių HEV infekcijas laukinių žiurkių kepenų audinio 

mėginiuose buvo pagausintas žiurkių HEV ORF1 regionas naudojant lizdinę 

PGR. PGR pradmenys pateikti lentelėje 2.5. Lizdinė PGR atlikta dviem 

etapais. Pirmame etape kaip matrica naudoja kDNR ir pagausintas 365 bp 

fragmentas. Antrame etape kaip matrica naudotas pirmo etapo PGR mišinys 

ir pagausintas 332 bp fragmentas. PGR temperatūrinis režimas pateiktas 

lentelėje 2.8. PGR produktas išgrynintas iš agarozės gelio naudojant 

„GeneJET Gel Extraction Kit“ ir įklonuotas į pJET1.2 vektorių naudojant 

„CloneJET PCR Cloning Kit“. pJET1.2 vektoriai su žiurkių HEV genomo 

fragmentais pagausinti transformuojant E. coli DH10B ląsteles ir išgryninant 

su „CloneJET Plasmid Miniprep Kit“. Trijų skirtingų vektorių su tuo pačiu 

žiurkių HEV genomo fragmentų DNR sekoskaita atlikta VU GMC BTI 

Sekoskaitos centre. Nuskaitytos DNR sekos deponuotos į „GenBank“ 

duomenų banką (MH40071-MH400717). Taip pat atliktas sekų palyginimas 

ir filogenetinė analizė. 
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2.3.4 Bioinformatikos metodai 

2.3.4.1 HEV kapsidės baltymų aminorūgščių sekų palyginimas 

HEV kapsidės baltymų aminorūgščių sekų palyginimas atliktas 

naudojantis „Clustal Omega“ programa su standartiniais nustatymais 

(Madeira et al., 2019). Aminorūgščių palyginimui naudota Gonnet matrica. 

HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymų aminorūgščių sekų palyginimo 

paveikslas apdorotas „Jalview“ programa (Waterhouse et al., 2009). 

2.3.4.2 HEV kapsidės baltymų erdviniai modeliai 

HEV-3 (GenBank FJ705359) ir žiurkių HEV (GenBank GU345042) 

kapsidės baltymų suformuojamų VPD teoriniai modeliai sukurtas naudojantis 

„SWISS-MODEL“ programa (Waterhouse et al., 2018) pagal HEV kapsidės 

baltymo erdvinę struktūrą (PDB: 2ZZQ). Paveikslai sudaryti naudojantis 

„RasMol“ programa (Sayle ir Milner-White, 1995). 

2.3.4.3 Žiurkių HEV genominių sekų palyginimas ir filogenetinė 

analizė 

Žiurkių HEV genominių fragmentų sekų palyginimas atliktas „DNASTAR 

Lasergene 7“ programine įranga. Palyginimui naudotos to pačio žiurkių 

kepenų mėginio 3 paraleliniai žiurkių HEV genominių fragmentų konstruktai 

ir sudarytos konsensuso sekos. Šios sekos palygintos su žinomomis žiurkių 

HEV sekomis bei kitų HEV atskaitos genomais. Filogenetinė analizė atlikta 

naudojantis „MEGA version 7“ (Kumar et al., 2016). Evoliucinis ryšys tarp 

žiurkių HEV sekų įvertintas maksimalios tikimybės (angl. maximum 

likelihood) metodu remiantis Tamura-Nei modeliu (Tamura ir Nei, 1993). 

„Bootstrap“ vertės nustatytos atliekant 2000 pakartotinių turimų duomenų 

analizės bandymų. „Bootstrap“ vertės lygios arba didesnės nei 70 % laikytos 

patikimomis. 

2.3.5 Imunocheminiai biologinių mėginių analizės metodai 

Biologinių mėginių analizei buvo naudoti įvairūs imunocheminiai 

metodai. Antikūnų prieš HEV nustatymui pasirinkti IFA tipai, o HEV 

antigeno detekcijai imunofluorescencinis metodas, kurių principas 

apibendrintas lentelėje 2.9, o metodikos aprašytos skirtingose skyriaus dalyse. 
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Lentelė 2.9. Imunocheminių biologinių mėginių analizės metodų principai. 

Imunocheminis 

metodas 
1 žingsnis 2 žingsnis 3 žingsnis 4 žingsnis 

Netiesioginė IFA 

Antigenas 

Tiriamasis 

mėginys 

Antriniai antikūnai 

su fermentine 

žyme 

Kolorimetrinė 

detekcija 

Dviejų antigenų 

antikūnus išgaudanti 

IFA 

Antigenas 
Antigenas su 

fermentine žyme 

Dviepitopė IFA Antikūnai, 

išgaudantys 

HEV 

antigeną 

Antikūnai su 

fermentine žyme, 

detektuojantys 

HEV antigeną 

Dviepitopė 

imunofluorescencinė 

analizė 

Antikūnai, 

išgaudantys 

HEV 

antigeną 

Antikūnai su 

fluorescencine 

žyme, 

detektuojantys 

HEV antigeną 

Fluorescencinė 

detekcija 

2.3.5.1 Žiurkių HEV serologiniai metodai 

Žiurkių HEV specifiškų IgM ir IgG antikūnų kraujo mėginiuose atliktas 

netiesioginės IFA metodu panaudojant pilno ilgio ir sutrumpintą (112–608 

aminorūgštys) žiurkių HEV kapsidės baltymus. IFA atlikta naudojant 

„PolySorp“ (Nunc) plokšteles. Išmatuoti OT normalizuoti apskaičiuojant 

tiriamojo mėginio OT santykį su teigiamos kontrolės OT (S/P, angl. sample 

to positive). Ribine verte laikytas 4 neimunizuotų Wistar žiurkių PAk S/P 

vidurkis + 2 standartiniai nuokrypiai. 

2.3.5.2 „HEV-Ab ELISA“ rinkinys 

Kiaulių kraujo mėginiai ištirti „HEV-Ab ELISA“ (Axiom) IFA rinkiniu. 

Šis rinkinys nustato visų klasių antikūnus prieš HEV. Šiame rinkinyje 

naudojamas dviejų antigenų antikūnus išgaudanti IFA, kuri nustato antikūnus 

nepriklausomai nuo jų kilmės. Šios IFA principas yra toks, kad plokštelės 

šulinėlių dugne yra imobilizuotas HEV antigenas, prie kurio prisijungia 

tiriamajame mėginyje esantys antikūnai prieš HEV. Toks antigeno–antikūno 

kompleksas yra detektuojamas HRP žymėtu HEV antigenu, kuris prisijungia 

prie komplekse esančio antikūno. Jei toks kompleksas susidaro, vykdant 

fermentinę reakciją HRP substrato tirpalo spalva intensyvėja. Spalvos 

intensyvumas išmatuojamas spektrofotometriškai ir yra proporcingas 
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išgaudytų antikūnų kiekiui. Pagal rinkinio aprašymą OT vertės yra dalinamos 

iš ribinės vertės. Pagal mėginio OT ir ribinės vertės santykį, yra įvertinama, 

ar mėginys yra teigiamas (jei santykis daugiau arba lygu 1) ar neigiamas (jei 

santykis mažiau už 1). 

2.3.5.3 HEV serologiniai metodai kiaulių mėginių tyrimui 

Siekiant patikrinti mielėse sintetintų rekombinantinių HEV kapsidės 

baltymų tinkamumą serologiniams testams pasirinktas netiesioginės IFA 

tipas. Rekombinantiniai HEV kapsidės baltymai imobilizuoti „Polysorp“ 

(Nunc) plokštelėse. Blokavimui, mėginių ir antrinių antikūnų skiedimui 

naudotas PBST su 2 % BSA tirpalas. Tiriamieji mėginiai skiesti santykiu 1:10, 

išpilstyti po 100 µl į šulinėlį ir inkubuoti 1 h 37 °C. Po plovimo, pilta po 100 

µl į šulinėlį HRP žymėtų antrinių antikūnų prieš kiaulių IgG F(ab‘)2 fragmentą 

skiestų 1:15000 ir inkubuota 1 h 37 °C. Reakcija ryškinta naudojant TMB 

skirtą IFA. 

2.3.5.4 „Wantai HEV-IgM ELISA“ ir „Wantai HEV-IgG ELISA“ 

rinkiniai  

Žmonių kraujo serumo mėginiai tirti „Wantai HEV-IgM ELISA“ ir 

„Wantai HEV-IgG ELISA“ rinkiniais. „Wantai HEV-IgM ELISA“ nustato 

IgM klasės antikūnus prieš HEV, o „Wantai HEV-IgG ELISA“ – IgG. Testo 

formatas yra netiesioginė IFA. Rinkinių plokštelės dugne imobilizuoti HEV-

1 antigenai, prie kurių jungiasi tiriamajame mėginyje esantys antikūnai prieš 

HEV. Prisijungę antikūnai yra detektuojami HRP žymėtais antriniais 

antikūnais prieš žmogaus IgM arba IgG. Jei susidaro antigeno–tiriamojo 

mėginio antikūnų–antrinių antikūnų kompleksas, vykdant fermentinę reakciją 

HRP substrato tirpalo spalva intensyvėja. Spalvos intensyvumas 

išmatuojamas spektrofotometriškai ir yra proporcingas išgaudytų antikūnų 

kiekiui. Pagal rinkinio aprašymą OT vertės yra dalinamos iš ribinės vertės. 

Pagal mėginio OT ir ribinės vertės santykį, yra įvertinama, ar mėginys yra 

teigiamas (jei santykis daugiau arba lygu 1) ar neigiamas (jei santykis mažiau 

už 1).  

2.3.5.5 HEV serologiniai metodai žmonių mėginių tyrimui 

Siekiant patikrinti mielėse sintetintų rekombinantinių HEV kapsidės 

baltymų tinkamumą serologiniams testams naudotas netiesioginės IFA tipas. 



79 

 

 

Baltymai imobilizuoti „Polysorp“ (Nunc) plokštelėse. Blokavimui, mėginių ir 

antrinių antikūnų skiedimui naudotas PBST su 2 % BSA tirpalas. Tiriamieji 

mėginiai skiesti santykiu 1:10, išpilstyti po 100 µl į šulinėlį ir inkubuoti 1 h 

37 °C. Po plovimo, pilta po 100 µl į šulinėlį HRP žymėtų antrinių antikūnų 

prieš žmogaus IgG skiestų 1:10000. Reakcija ryškinta naudojant TMB skirtą 

IFA.  

2.3.5.6 „Wantai HEV-Ag ELISA“ rinkinys 

Seroteigiami kiaulių ir žmonių kraujo mėginiai bei teigiami žiurkių CCF 

mėginiai tirti „Wantai HEV-Ag ELISA“. „Wantai HEV-Ag ELISA“ nustato 

HEV antigeną. Testo formatas yra dviepitopė IFA. Rinkinių plokštelės dugne 

imobilizuoti antikūnai prieš HEV antigenus, prie kurių jungiasi tiriamajame 

mėginyje esantys HEV antigenai. Prisijungę HEV antigenai yra detektuojami 

HRP žymėtais antikūnais prieš HEV antigenus. Jei susidaro antikūno–

antigeno–žymėtų antikūno kompleksas, vykdant fermentinę reakciją HRP 

substrato tirpalo spalva intensyvėja. Spalvos intensyvumas išmatuojamas 

spektrofotometriškai ir yra proporcingas išgaudytų antigenų kiekiui. Pagal 

rinkinio aprašymą OT vertės yra dalinamos iš ribinės vertės. Pagal mėginio 

OT ir ribinės vertės santykį, yra įvertinama, ar mėginys yra teigiamas (jei 

santykis daugiau arba lygu 1) ar neigiamas (jei santykis mažiau už 1). 

2.3.5.7 Dviepitopė imunofluorescencinė analizė HEV antigeno 

nustatymui 

HEV kapsidės baltymo nustatymui seroteigiamuose kiaulių ir žmonių 

kraujo mėginiuose bei HEV teigiamuose žiurkių CCF mėginiuose naudota 

dviepitopė IFA. MAk CPE4 imobilizuota „Maxisorp“ (Nunc) plokštelėse 

įpylus po 50 µl į šulinėlį 5 µg/ml PBS tirpalą ir inkubuojant 16 h 4 °C. Laisvas 

šulinėlio paviršius blokuotas po 300 µl į šulinėlį PBST su 2 % BSA tirpalus 1 

h kambario temperatūroje. Prieš pilant tiriamąjį mėginį į šulinėlius išpilstyta 

po 20 µl PBST su 2 % BSA tirpalo, tada įpilta po 50 µl neskiesto mėginio ir 

inkubuota 1 h 37 °C. Kaip teigiama kontrolė naudotas 5 µg/ml sutrumpinto 

žiurkių HEV kapsidės baltymo tirpalas PBST su 2 % BSA, o kaip neigiama 

kontrolė – „Wantai HEV-Ag ELISA“ testo neigiama kontrolė. Po inkubacijos 

mėginiai neišpurtyti ir įpilta po 100 µl į šulinėlį MAk CPD9 žymėtų AF555 

(CPD9–AF555) 10 µg/ml PBST + 2 % BSA tirpale ir inkubuota 1 h 37 °C. 

Plokštelė plauta 4 kartus PBST tirpalu. Rezultatų skenavimui į šulinėlius 
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išpilstyta po 100 µl PBS. AF555 fluorescencija (λex = 532 nm, λem = 565 nm)  

matuota „Varioskan Flash“ (Thermo Scientific) plokštelių skaitytuvu. 

Patogesnei duomenų analizei santykiniai fluorescencijos vienetai 

normalizuoti Min-Max būdu pagal formulę: 

𝑦 =
(𝑥−𝑥𝑚𝑖𝑛)

(𝑥𝑚𝑎𝑥−𝑥𝑚𝑖𝑛)
, 

kur y – normalizuota fluorescencija, x – išmatuoti santykiniai fluorescencijos 

vienetai. 

Testo ribine verte laikyta neigiamų kontrolių vidurkio ir 3 standartinių 

nuokrypių suma. 

2.3.6 Statistiniai metodai 

Žiurkių populiacijoje HEV infekcijų dažnio skirtumai tarp žiurkių rūšies, 

lyties ir amžiaus bei antikūnų prieš HEV paplitimo dažnio skirtumas tarp tirtų 

žmonių grupių palygintas dvikrypčiu χ2 testu. Statistiškai patikimu laikytas 

skirtumas, jeigu p < 0,05. 95 % pasikliautinieji intervalai (PI) apskaičiuoti 

modifikuotu Wald metodu. Duomenų analizei naudotas „GraphPad” 

internetinis įrankis. 

Šansų santykio (OR, angl. odds ratio) apskaičiavimui naudotas „MedCalc” 

internetinis įrankis. 

Patogesniam rezultatų palyginimui ir atvaizdavimui serologinių tyrimų 

IFA rezultatai normalizuoti pagal formulę: 

 𝑅𝑒𝑧𝑢𝑙𝑡𝑎𝑡𝑎𝑠 [𝑠. 𝑣. ] =
(𝑂𝑇 (𝑚ė𝑔𝑖𝑛𝑖𝑜) − 𝑂𝑇(𝑚𝑖𝑛))

(𝑂𝑇 (𝑚𝑎𝑥)  − 𝑂𝑇 (𝑚𝑖𝑛)) 
⁄  

IFA rezultatų koreliacija tarp skirtingų testų įvertinta apskaičiuojant 

Spearman koreliacijos koeficientą (rs). Laikyta, kad stipri koreliacija, kai rs > 

0,8, vidutinio stiprumo – 0,6 < rs < 0,8, silpna – rs < 0,6. Koreliacijos 

koeficientai apskaičiuoti naudojantis “Origin Pro 8” (OriginLab) programine 

įranga. 

ROC analizė atlikta naudojantis „Origin Pro 8“. Pagal ROC kreivės taškų 

koordinates kiekvienam taškui buvo apskaičiuotas „Youden“ indeksas (angl. 

Youden index). Didžiausią „Youden“ indeksą turinčiame taške ROC kreivėje 

yra priskiriama ribinė vertė (angl. cut-off), kurią naudojant pasiekiamas 

didžiausias įmanomas testo jautrumas ir specifiškumas. Tokios ribinės vertės 

buvo apskaičiuotos kiekvienam tikrintam serologiniam testui rekombinantinių 

HEV kapsidės baltymų pagrindu.  
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3. REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 

Šio darbo rezultatus galima suskirstyti į dvi dalis. Pirmoje dalyje yra 

aprašomas įrankių, skirtų HEV ir jo sukeltos infekcijos tyrimams, kūrimas ir 

apibūdinimas. Monokloniai antikūnai (MAk) yra biotechnologiniai produktai, 

kurie gali būti pritaikomi virusų tyrimams. MAk yra naudojami tiesioginiam 

viruso nustatymui infekuotuose audiniuose, ląstelių linijose, taip pat gali būti 

pritaikyti HEV antigeno kraujyje nustatymui ūmios infekcijos fazės metu. 

Panaudojant MAk galima tirti viruso kapsidės antigenines savybes, nustatant 

antikūnų atpažįstamus epitopus. MAk kūrimui reikalingi imunogenai, kurie 

taip pat aprašyti pirmoje dalyje. Šiame darbe naudoti mielėse susintetinti 

HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymai, formuojantys virusą primenančias 

daleles, kurios imituoja natūralaus viruso kapsidę. Antroji darbo dalis 

susideda iš serologinių HEV nustatymo testų ir imunocheminio HEV 

nustatymo kraujyje metodo kūrimo. Šiems darbams panaudoti pirmoje dalyje 

sukurti MAk ir rekombinantiniai HEV kapsidės baltymai. Pasitelkiant 

sukurtus serologinius testus ir jau anksčiau publikuotus molekulinius metodus 

atlikti HEV paplitimo tyrimai laukinėse žiurkėse. Taip pat įvertintas HEV 

paplitimas kiaulėse ir žmonėse panaudojant naujai sukurtąsias ir įsigytas 

serologines sistemas. Išbandytas HEV antigeno nustatymo testas MAk 

pagrindu įvairios kilmės mėginių tyrimams. Pagal gautus rezultatus įvertintas 

sukurtų metodų efektyvumas ir tinkamumas. 

3.1 Monokloninių antikūnų prieš hepatito E virusą kūrimas 

MAk kūrimas paremtas hibridomų technologija. Jos metu yra sukuriami 

pelės blužnies B ląstelių ir vėžinių mielomos ląstelių hibridai. Norint, kad 

pelėse susidariusios B ląstelės sintetintų antikūnus prieš konkretų antigeną, 

pelės yra juo imunizuojamos. Imunizacijoms buvo naudoti rekombinantiniai 

mielėse susintetinti HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymai. MAk 

apibūdinimui taip pat buvo panaudoti sutrumpinti (112–608 aminorūgštys) 

HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymų variantai. Tokie baltymų formatai 

buvo pasirinkti dėl anksčiau paskelbtų tyrimų,  kurie aprašo rekombinantinių 

HEV kapsidės baltymų gebėjimą suformuoti virusą primenančias daleles –  

natyvius HEV virionus primenančias struktūras (Li et al., 1997, Li et al., 

2011). Taip pat pastebėta, kad sutrumpinti HEV kapsidės baltymai sudaro 

erdvines struktūras, tačiau jos nėra panašios į natūralų virusą. Baltymų sintezė 

atlikta mielių raiškos sistemoje. Mielės yra eukariotai, todėl baltymų sintezės 
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metu yra atliekamos potransliacinės modifikacijos, pavyzdžiui, 

glikozilinimas. Mielių glikozilinimas skiriasi nuo žinduolių ar vabzdžių 

ląstelių, todėl susintetinti baltymai būna unikalūs ir gali pasižymėti kitokiomis 

savybėmis. Be to, kadangi natūralūs HEV šeimininkai yra žinduoliai, norint 

imituoti natūralią viruso kapsidę reikalingas kapsidės baltymo glikozilinimas. 

Tokios modifikacijos neatliekamos sintetinant baltymus bakterijose. Baltymų 

produkcija mielėse yra ekonomiškesnis būdas lyginant su žinduolių ląstelių 

kultūromis. Toliau šiame skyriuje aprašomi rekombinantinių baltymų 

imunogeninių ir antigeninių savybių tyrimai, antikūnų prieš šiuos baltymus 

sukūrimas bei apibūdinimas. 

3.1.1 HEV kapsidės baltymai 

HEV kapsidės baltymai bei jų variantai buvo susintetinti, išgryninti ir 

apibūdinti frakcionuojant elektroforetiškai bei elektroniniu mikroskopu VU 

GMC BTI Eukariotų ir genų inžinerijos skyriuje. Dr. Paulius Lukas 

Tamošiūnas, dr. Rasa Petraitytė-Burneikienė ir jų studentai atliko HEV-3 (1–

660 aminorūgštys) ir žiurkių HEV (1–645 aminorūgštys) kapsidės baltymų 

bei jų sutrumpintų variantų (112–608 aminorūgštys) sintezę mielių 

Saccharomyces cerevisiae AH22 kamieno raiškos sistemoje. Mielių, 

3.1 pav. Mielių, sintetinančių HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymus, 

lizatų ir išgrynintų baltymų analizė SDS–PAGE. 1 – baltymų molekulinės 

masės standartas, 2 – S. cerevisiae su pFX7 vektoriumi be tiksinio geno 

lizatas, 3 – S. cerevisae su pFX7 vektoriumi su žiurkių HEV kapsidės 

baltymo genu lizatas, 4 – S. cerevisae su pFX7 vektoriumi su HEV-3 

kapsidės baltymo genu lizatas, 5 – CsCl gradiente išgrynintas žiurkių HEV 

kapsidės baltymas, 6 – CsCl gradiente išgrynintas HEV-3 kapsidės 

baltymas. 
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sintetinančių pilno ilgio HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymus, lizatų 

analizė baltymų elektroforezėje (SDS-PAGE) parodė papildomas juosteles 

lyginant su kontrole (3.1 pav.). Žiurkių HEV kapsidės baltymą sintetinančių 

mielių lizate matoma maždaug 71 kDa juostelė (3.1 pav., 3 takelis, juoda 

rodyklė), o HEV-3 – 73 kDa (3.1 pav., 4 takelis, juoda rodyklė). Po gryninimo 

CsCl gradiente, SDS-PAGE gelyje identifikuoti tokios pačios masės žiurkių 

HEV ir HEV-3 kapsidės baltymai (3.1 pav., 5 ir 6 takeliai). Kadangi mielės 

yra eukariotai, Šifo dažymo būdu patikrinta, ar šie HEV kapsidės baltymai yra 

glikozilinami (dr. Paulius Lukas Tamošiūnas). Šifo reagentu nusidažė tik 

žiurkių HEV kapsidės baltymo juostelė (3.2 pav., 4 takelis, juoda rodyklė), o 

HEV-3 – ne. Tai rodo, kad tik žiurkių HEV kapsidės baltymas yra 

glikozilinamas mielėse. Tai taip pat paaiškina, kodėl šis baltymas yra matomas 

kaip išsiplėtusi juostelė SDS-PAGE gelio nuotraukoje (3.1 pav.). Įvairaus 

dydžio glikanai prisijungę prie baltymo daro įtaką baltymo migracijai gelyje. 

HEV kapsidės baltymų elektroninės mikroskopijos nuotraukoje matyti, 

kad žiurkių HEV kapsidės baltymas suformuoja apvalias virusą primenančias 

daleles (VPD), kurių skersmuo maždaug 40 nm (3.3 pav., a). HEV-3 kapsidės 

baltymas suformavo mažesnes, maždaug 30 nm skersmens VPD (3.3 pav., b). 

Šios VPD primena dviejų dydžių subvirusines daleles, kurias suformavo 

3.2 pav. Baltymų glikozilinimo nustatymas Šifo dažymu. Baltymų 

elektroforezės gelis nudažytas Kumasi dažu (a), PVDF membrana 

nudažyta Šifo dažu (b). 1 – krienų peroksidazė (teigiama kontrolė), 2 – 

baltymų molekulinės masės standartas, 3 – HEV-3 kapsidės baltymas, 4 – 

žiurkių HEV kapsidės baltymas, 5 – jaučio serumo albuminas (neigiama 

kontrolė). 
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sutrumpinti HEV-1 ir žiurkių HEV kapsidės baltymai susintetinti vabzdžių 

ląstelėse (Li et al., 2005a, Guu et al., 2009, Li et al., 2011). 

Kitų autorių tyrimuose pastebėtas efektyvesnis HEV-1 kapsidės baltymo 

112–607 aminorūgščių trumpinto varianto subvirusinių dalelių formavimasis 

vabzdžių ląstelėse (Li et al., 2005a). Panaši strategija išbandyta ir sutrumpinto 

HEV-3 kapsidės baltymo (112–608 aminorūgštys) be 111 N galo ir 52 C galo 

aminorūgščių bei sutrumpinto žiurkių HEV kapsidės baltymo (112–608 

aminorūgštys) be 111 N galo ir 37 C galo aminorūgščių sintezėje mielių 

ląstelėse. Imunoblotingo (IB) metodu, panaudojant pelės polikloninius 

antikūnus prieš HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymus mielių lizatuose 

buvo identifikuoti HEV-3 (3.4 pav., b, 5 takelis) ir žiurkių HEV (3.4 pav., a, 

3 takelis) kapsidės baltymai, kurių molekulinė masė yra apie 53 kDa. Šie 

sutrumpinti HEV kapsidės baltymai išgryninti centrifuguojant CsCl gradiente 

ir išanalizuoti elektroniniu mikroskopu (dr. Paulius Lukas Tamošiūnas). 

Pastebėtos apvalios sutrumpinto žiurkių HEV kapsidės baltymo (112–608 

aminorūgštys) suformuotos VPD, kurių skersmuo yra 35–40 nm (3.3 pav., c). 

Tai rodo, kad žiurkių HEV kapsidės baltymo sutrumpinimas nepaveikia 

gebėjimo suformuoti VPD. Vis dėlto elektroniniu mikroskopu nebuvo 

pastebėtos jokios sutrumpinto HEV-3 kapsidės baltymo suformuotos 

struktūros. Tai leidžia manyti, kad tik viso ilgio HEV-3 kapsidės baltymas 

susintetintas mielėse gali suformuoti VPD. 

3.3 pav. Elektroninės mikroskopijos nuotraukos: žiurkių HEV kapsidės 

baltymas (1–645 aminorūgštys) (a), HEV-3 kapsidės baltymas (1–660 

aminorūgštys (b), žiurkių HEV kapsidės baltymas (112–608 

aminorūgštys) (c). Nuotraukos padarytos dr. Pauliaus Luko Tamošiūno. 
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IB buvo ištirta šernų ir laukinių žiurkių kraujyje natūralios HEV infekcijos 

metu susidariusių antikūnų reakcija su rekombinantiniais HEV kapsidės 

baltymais. Nustatyta, kad laukinių žiurkių kraujyje esantys antikūnai 

specifiškai atpažino žiurkių HEV (3.5 pav., b), o šernų – HEV-3 (3.5 pav., a). 

Patikrinus laukinių gyvūnų, kurie nebuvo infekuoti HEV, kraujo mėginius, 

3.5 pav. Imunoblotingo su šerno (a) ir laukinės žiurkės (b) kraujo 

mėginiais nuotraukos. 1 – baltymų molekulinės masės standartas, 2 – 

žiurkių HEV kapsidės baltymas, 3 – HEV-3 kapsidės baltymas, 4 – 

žmogaus parvoviruso 4 kapsidės baltymas (neigiama kontrolė). 

3.4 pav. Imunoblotingo su pelės polikloniniais antikūnais prieš žiurkių 

HEV (a) ir HEV-3 (b) kapsidės baltymus nuotraukos. 1 – baltymų 

molekulinės masės standartas, S. cerevisiae sintetinančių žiurkių HEV 

kapsidės baltymą (1–645 aminorūgštys) (2 takelis), žiurkių HEV kapsidės 

baltymą (112–608 aminorūgštys) (3 takelis), HEV-3 kapsidės baltymą (1–

660 aminorūgštys) (4 takelis) ir HEV-3 kapsidės baltymą (112–608 

aminorūgštys) (5 takelis) lizatai. 
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jokia reakcija nebuvo nustatyta. Nė vienas tirtas kraujo mėginys nereagavo su 

žmogaus parvoviruso 4 kapsidės baltymu, kuris naudotas kaip neigiama 

kontrolė (3.5 pav., a ir b, 4 takelis). Šie rezultatai rodo, kad HEV-3 ir žiurkių 

HEV sukelia viruso genotipui specifinių antikūnų prieš linijinius epitopus 

susidarymą. HEV genotipui specifiški linijiniai epitopai yra lokalizuoti HEV 

kapsidės baltymo P domene, kurį atpažįsta neutralizuojantys antikūnai (Tang 

et al., 2015). 

Toliau MAk kūrimui pasirinkti VPD formuojantys pilno ilgio HEV-3 ir 

žiurkių HEV kapsidės baltymai. Sutrumpintas žiurkių HEV kapsidės baltymas 

naudotas MAk apibūdinimui ir serologinėse HEV nustatymo sistemose. 

3.1.2 Hibridomų kūrimas ir stabilizavimas 

MAk sintetinančios ląstelės sukurtos hibridomų technologijos būdu. Buvo 

atliekamos dvi hibridizacijos. Viena BALB/c linijos pelių grupė (n = 3) buvo 

3.6 pav. HEV kapsidės baltymų imunogeniškumo tyrimas IFA. Grafike 

pateikti pelių kraujo titro vidurkiai (n=3). Antikūnų prieš HEV-3 ir žiurkių 

HEV kapsidės baltymus titrai pažymėti skirtingomis spalvomis pagal 

aprašymą. 



87 

 

 

imunizuota pilno ilgio HEV-3, o kita (n = 3) – žiurkių HEV kapsidės baltymu. 

Šių baltymų imunogeniškumas buvo įvertintas netiesioginėje IFA nustatant 

specifiškų antikūnų titrą pelių kraujyje po kiekvienos imunizacijos praėjus 28 

dienoms (3.6 pav.). Baltymai yra imunogeniški, nes kraujo titrai po kiekvienos 

imunizacijos didėjo ir po antros imunizacijos HEV-3 kapsidės baltymu 

pasiekė apie 1:9800, o žiurkių HEV kapsidės baltymu – apie 1:4100 (3.6 pav.). 

Taip pat pastebėta, kad imunizuojant peles kapsidės baltymais susidaro 

kryžminiu specifiškumu pasižymintys antikūnai. Pelių, imunizuotų HEV-3 

kapsidės baltymu, kraujyje antikūnų prieš žiurkių HEV kapsidės baltymą 

nustatytas titras – apie 1:1000 (3.6 pav.). Pelių, imunizuotų žiurkių HEV 

kapsidės baltymu, kraujyje antikūnų prieš HEV-3 kapsidės baltymą nustatytas 

titras – apie 1:900 (3.6 pav.). Tai rodo, kad HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės 

baltymų antigeninės struktūros yra panašios. Tai buvo pastebėta ir anksčiau, 

kai laukinėse žiurkėse nustatyti antikūnai sąveikavo su žmogų infekuojančio 

HEV-1 kapsidės baltymu (Kabrane-Lazizi et al., 1999) bei kai žmonių 

kraujyje esantys antikūnai reagavo su žiurkių HEV kapsidės baltymu 

(Dremsek et al., 2012, Shimizu et al., 2016). Suliejus imunizuotų pelių 

blužnies ląsteles su mielomos ląstelėmis buvo sukurtos 7 hibridomos, 

sintetinančios antikūnus prieš HEV-3 kapsides baltymą, ir 11 – prieš žiurkių 

HEV kapsidės baltymą. 

3.1.3 Monokloninių antikūnų apibūdinimas 

MAk detalus apibūdinimas yra labai svarbus. Imunocheminiais analizės 

metodais yra nustatomas MAk giminingumas, specifiškumas antigenui ir 

kryžminės reakcijos su kitais baltymais. Taip pat yra tiriama MAk 

prisijungimo vieta antigeno molekulėje (epitopas). Galų gale, MAk galimybės 

yra išbandomos juos pritaikant įvairiems metodams ir mėginių tyrimams. 

Taigi, kuo daugiau informacijos yra sužinoma apie MAk, tuo lengviau yra 

prognozuoti jų veikimą ir pritaikymą eksperimentiniams darbams. 

3.1.3.1 MAk giminingumo, specifiškumo ir kryžminių reakcijų tyrimai 

Visų pirma buvo atliktas MAk giminingumo, specifiškumo ir kryžminių 

reakcijų tyrimas. Netiesiogine IFA atliktas MAk kryžminių reakcijų su HEV- 

3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymais tyrimas. Pagal rezultatus, HEV-3 ir 

žiurkių HEV kolekcijų antikūnai suskirstyti į tris grupes: Aštuoni MAk  

(CPB11, CPC7, CPH6, CPE9, CPD7, 4G4, 5F3, CPC9) specifiški HEV-3 
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kapsidės baltymui, šeši MAk (2B2, CPE1, CPH7, CPE2, CPF6, 5G5) 

specifiški žiurkių HEV kapsidės baltymui ir keturi MAk (2E6, CPE4, CPD9, 

9C8) kryžmiškai specifiški HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymams 

(lentelė 3.1, 2 priedas). MAk specifiškumas taip pat buvo patikrintas IB 

metodu, kuriame naudojami baltymai yra denatūruojami ir redukuojami, todėl 

praranda savo natyvią struktūrą (3.7 pav., 3 priedas). Penki MAk (CPB11, 

CPC7, CPH6, CPE9, CPD7) iš 8, specifiškų HEV-3 antigenui pagal IFA 

rezultatus, neatpažino antigeno IB. Tai rodo, kad jie atpažįsta konformacinius 

epitopus. Kiti 3 MAk (4G4, 5F3, CPC9) atpažįsta linijinius epitopus, nes 

reaguoja su baltymu IB (3.7 pav., c, 3 takelis, lentelė 3.1, 3 priedas). Trys 

(2B2, CPE1, CPH7) iš 6 MAk specifiškų žiurkių HEV kapsidės baltymui 

atpažįsta šio antigeno konformacinius epitopus, o 3 MAk (CPE2, CPF6, 5G5) 

– linijinius, nes reaguoja su žiurkių HEV kapsidės baltymu ir IFA, ir IB (3.7 

pav., b, 2 takelis, lentelė 3.1, 3 priedas). Du (CPD9, 9C8) iš 4 kryžmiškai 

specifiškų MAk atpažįsta konformacines HEV-3 ir žiurkių HEV antigenų 

struktūras, nes jie nereagavo su šiais baltymais IB (Lentelė 3.1, 3 priedas). 

Lentelė 3.1. MAk sukurtų prieš HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymus 

apibūdinimas. 

 

MAk specifiški HEV-3 kapsidės 

baltymui 

 MAk specifiški žiurkių HEV kapsidės 

baltymui 

MAk 

klonas 

IgG 

po-

klasis 

IFA 
(HEV-3) 

IB 
(HEV-

3) 

IF 
(HEV-3 

47832c) 

MAk 

klonas 

IgG 

po-

klasis 

IFA 
(žiurkių HEV) 

IB 
(žiurkių 

HEV) 

CPB11a IgG2a 2,32·10–10 – + 2B2 IgG1 4,32·10–9 – 

CPC7a IgG2a 1,97·10–10 – + CPE1d IgG1 4,19·10–10 – 

CPH6a IgG2a 2,33·10–10 – + CPH7d IgG1 1,48·10–10 – 

CPE9b IgG2a 7,28·10–10 – – CPE2e IgG1 2,57·10–10 + 

CPD7b IgG2a 2,32·10–11 – – CPF6e IgG1 3,37·10–10 + 

4G4c IgG1 9,91·10–10 + + 5G5 IgG1 7,93·10–10 + 

5F3c IgG2b 9,59·10–11 + +     

CPC9 IgG1 2,56·10–10 + –     

MAk kryžmiškai specifiški HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymams 
 

MAk 

klonas 
IgG poklasis IFA 

(HEV-3/žiurkių HEV) 

IB 
(HEV-3/žiurkių HEV) 

IF 
(HEV-3 

47832c) 

2E6f IgG2a 1,46·10–10/3,15·10–10 –/– + 

CPE4f IgG2a 1,45·10–10/3,38·10–10 –/– + 

CPD9 IgG2a 2,32·10–11/2,39·10–10 +/– + 

9C8 IgG1 8,24·10–11/2,57·10–10 +/+ + 

MAk specifiškumo tyrimas IFA. Tariamosios Kd vertės (M) nustatytos netiesiogine IFA yra nurodytos. 

MAk tyrimas imunoblotingo (IB) ir imunofluorescencinės mikroskopijos (IF) metodais: –, neigiamas 

rezultatas; +, teigiamas rezultatas. 
a–f MAk prieš persidengiančius epitopus grupės. Tyrimas atliktas konkurencine IFA. 

 



89 

 

 

MAk 9C8 ir CPD9 IB reagavo skirtingai. MAk 9C8 atpažįsta linijinius abiejų 

HEV kapsidės baltymų epitopus (3.7 pav., d, 2 ir 3 takeliai). MAk CPD9 IB 

reagavo tik su HEV-3 kapsidės baltymu, nors IFA reagavo su abejais HEV 

antigenais (Lentelė 3.1, 2 ir 3 priedai). Nustatytos kryžminės MAk reakcijos 

su HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymais yra tikėtinos, nes HEV-3 ir 

žiurkių HEV kapsidės baltymų panašumas yra 57,14 %. Išanalizavus 

aminorūgščių sekų palyginimą, atliktą naudojant Gonnet palyginimo matricą, 

3.7 pav. MAk CPE2 (b), 4G4 (c) ir 9C8 (d) specifiškumo tyrimas 

imunoblotingu. SDS–PAGE (a), 1 – baltymų molekulinės masės 

standartas, 2 – žiurkių HEV kapsidės baltymas (0,5 µg), 3 – HEV-3 

kapsidės baltymas (0,5 µg), 4 – S. cerevisiae su pFX7 vektoriumi lizatas. 

3.8 pav. HEV-3 (FJ705359) ir žiurkių HEV (GU345042) kapsidės 

baltymų aminorūgščių sekų palyginimas Tamsiai mėlyna spalva 

pažymėtos identiškos aminorūgštys, šviesiai mėlyna spalva – panašios. 
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nustatyta daug regionų, kurie yra identiški (3.8 pav., tamsiai mėlyna spalva). 

Apibendrinant galima teigti, kad MAk prieš HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės 

baltymus kolekcijas sudaro antikūnai, kurie yra specifiški HEV-3, žiurkių 

HEV arba abiem baltymams. 

MAk giminingumas HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymams ištirtas 

netiesioginės IFA metodu ir išreikštas tariamąja disociacijos konstanta (Kd). 

MAk sukurtų prieš HEV-3 kapsidės baltymą Kd vertės varijavo nuo 9,91·10–

10 iki 2,32·10–11 M. MAk prieš žiurkių HEV kapsidės baltymą  Kd vertės 

varijavo nuo 4,32·10–9 iki 1,48·10–10 M (Lentelė 3.1, 2 priedas). Jeigu 

antikūno tariamosios disociacijos konstantos vertė yra mažesnė už 1·10–9 M, 

toks antikūnas pasižymi aukštu giminingumu antigenui. Taigi, visi sukurti 

antikūnai yra giminingi antigenams. 

3.1.3.2 MAk atpažįstamų sričių viruso kapsidės baltymuose nustatymas 

MAk atpažįstamų epitopų tyrimas buvo atliktas dvejais būdais. Visų pirma 

konkurencine IFA ištirta konkurencija tarp HRP žymėtų ir nežymėtų MAk ir 

dviepitopėje IFA išbandytos visos galimos HRP žymėtų ir nežymėtų MAk 

poros. Remiantis gautais rezultatais, MAk suskirstyti į 6 grupes (Lentelė 3.1, 

grupės pažymėtos viršutiniu indeksu a–f). MAk priskiriami vienai grupei (a, 

b, c, d, e arba f) konkuruoja tarpusavyje dėl prisijungimo prie tos pačios HEV 

kapsidės baltymo srities. Penki MAk nepateko į šias grupes, nes nebuvo 

nustatyta konkurencija dėl prisijungimo vietos. 

Dėl tikslesnių epitopų nustatymo E. coli buvo susintetinti po 3 

persidengiančius HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymų fragmentus (2.1 

pav.). Taip pat šiam tyrimui panaudoti sutrumpinti (112–608 aminorūgštys) 

HEV kapsidės baltymų variantai apibūdinti 3.1.1 skyriuje. HEV-3 ir žiurkių 

HEV kapsidės baltymų persidengiančių fragmentų sintezė atlikta E. coli pET 

raiškos sistemoje. Kapsidės baltymų persidengiančių fragmentų sintezė 

patvirtinta SDS-PAGE ir IB su MAk prieš heksahistidinų seką (4 priedas).  

MAk prisijungimo vietų nustatymas panaudojant sutrumpintus kapsidės 

baltymus ir jų persidengiančius fragmentus buvo atliktas išgaudančios IFA ir 

IB metodais (5 priedas). Jei antikūnai veikia IB, naudotas IB metodas. Jei 

antikūnai atpažįsta konformacinius epitopus, jų sąveika su HEV kapsidės 

baltymų fragmentais įvertinta dviepitope IFA, panaudojant baltymų 

fragmentus išgaudančius MAk prieš histidinų žymę, o MAk žymėtus HRP 

kaip detekcinius antikūnus. Identifikuota keletas MAk prisijungimo sričių, 

išsidėsčiusių HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymuose (3.9 pav.). MAk 
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5G5 ir 2B2 atpažįsta 299–455 aminorūgščių regioną, pažymėtą raudonai, 

žiurkių HEV kapsidės baltymo M domene (3.10 pav.). M domenai VPD 

modelyje yra išsidėstę tarp P domenų sudaromų išsikišusių struktūrų. 

Tikėtina, kad šios vietos yra lengvai pasiekiamos antikūnams. MAk CPE1 ir  

CPH7 atpažįsta 539–603 aminorūgščių regioną žiurkių HEV kapsidės 

baltymo P domene (3.10 pav., violetinė spalva). P domenai VPD modelyje 

sudaro labiausiai išsikišusias struktūras, todėl yra lengviausiai prieinami 

antikūnams. MAk CPB11, CPC7, CPH6, CPE9 ir CPD7 reaguoja su 112–189 

aminorūgščių regionu HEV-3 kapsidės baltymo S domene, kuris VPD 

modelyje yra labiausiai nutolęs nuo paviršiaus (3.10 pav., pažymėta geltonai). 

Šie antikūnai galėjo susidaryti dėl imunizacijai naudoto pilno ilgio HEV-3 

kapsidės baltymo, kurio  VPD struktūra susidarant imuniniam atsakui pelėse 

buvo suardyta. MAk 4G4, 5F3 ir CPC9 reaguoja su 544–606 aminorūgščių 

regionu  HEV-3 kapsidės baltymo P domene (3.10 pav. pažymėta violetine 

spalva). Kryžmiškai specifiško HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymams 

3.9 pav. MAk atpažįstamų HEV kapsidės baltymų sričių schema. 

Kryžmiškai specifiškų MAk pavadinimai yra pabraukti. a–f – MAk grupės 

pagal konkurenciją dėl prisijungimo vietos. MAk pažymėti žvaigždute 

nereagavo su nė vienu žiurkių HEV kapsidės baltymo sutrumpintu 

variantu. 
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MAk 9C8 prisijungimo vieta buvo nustatyta detaliausiai. Šis antikūnas 

reaguoja su žiurkių HEV kapsidės baltymo 107–456, o HEV-3 – 112–189 

aminorūgščių regionais. MAk 9C8 nereaguoja su sutrumpintu žiurkių HEV 

kapsidės baltymu (112–608 aminorūgštys). Tai rodo, kad MAk 9C8 atpažįsta 

žiurkių HEV kapsidės baltymo epitopą 107–111 aminorūgščių srityje (3.10 

pav., pažymėta geltonai). HEV-1 – HEV-4 ir žiurkių HEV kapsidės baltymų 

aminorūgščių sekų palyginimas, atliktas naudojant Gonnet palyginimo 

matricą, rodo, kad galimas MAk 9C8 atpažįstamas epitopas yra sudarytas iš 4 

3.10 pav. HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymo monomero ir VPD 

modelis (T=1), sudarytas iš 60 monomerų. (a) dalyje geltona spalva 

pažymėtas 112–189 aminorūgščių regionas, kuriame yra MAk 9C8, 

CPD9, CPB11, CPC7, CPH6, CPE9, CPD7 epitopai; violetine – 544–606, 

kuriame yra MAk 4G4, 5F3, CPC9 epitopai; (b) dalyje geltona spalva 

pažymėtas 107–111 aminorūgščių regionas, kuriame yra MAk 9C8 

epitopas; raudona – 299–455, kuriame yra MAk 2B2, 5G5, 2E6, CPE4 

epitopai; violetine – 539–603, kuriame yra MAk CPE1, CPH7 epitopai. 
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aminorūgščių N–TAPV–C sekos, kuri yra identiška HEV-3 ir žiurkių HEV 

kapsidės baltymams (3.11 pav.). Kitas kryžmiškai reaguojantis MAk CPD9 

atpažįsta 112–189 aminorūgščių sritį HEV-3 kapsidės baltymo S domene 

(3.10 pav., pažymėta geltonai) ir 112–608 aminorūgščių sritį žiurkių HEV 

kapsidės baltyme (3.9 pav.). Kryžmiškai reaguojantys MAk 2E6 ir CPE4 

jungiasi su 299–455 aminorūgščių regionu žiurkių HEV kapsidės baltymo M 

domene (3.10 pav., pažymėta raudonai) ir 112–608 aminorūgščių regionu 

HEV-3 kapsidės baltyme (3.9 pav.). Greičiausiai HEV-3 kapsidės baltymo 

fragmentuose nesusidaro šių MAk atpažįstami epitopai. MAk CPE2 ir CPF6 

neatpažįsta nė vieno sutrumpinto kapsidės baltymo, todėl tikėtina, kad šių 

MAk prisijungimo vietos yra N arba C žiurkių HEV kapsidės baltymo gale 

(3.9 pav.). Toks MAk atpažįstamų epitopų išsidėstymas visuose HEV-3 

kapsidės baltymų domenuose nustatytas pirmą kartą. Anksčiau aprašyti MAk 

reaguoja tik su kapsidės baltymo P domenu (Riddell et al., 2000, Schofield et 

al., 2000, Meng et al., 2001, Zhang et al., 2005, He et al., 2007, Takahashi et 

al., 2008a, Zhang et al., 2009a, Wei et al., 2014, Gu et al., 2015, Tang et al., 

2015, Kobayashi et al., 2016). Literatūroje aprašytuose tyrimuose taip pat 

nustatyta, kad neutralizuojantys antikūnai prieš HEV kapsidės baltymą 

atpažįsta konformacinius ir linijinius epitopus 458–607 (Zhou et al., 2004), 

578–607 (Schofield et al., 2000) ir 452–617 (Meng et al., 2001) aminorūgščių 

regionuose. 

  

3.11 pav. Žiurkių HEV ir HEV-1 – HEV-4 kapsidės baltymų 

aminorūgščių sekų palyginimas. Spėjamas MAk 9C8 atpažįstamas 

epitopas pažymėtas raudonai. „*“ – aminorūgščių sutapimas, „:“ – labai 

panašios aminorūgštys, „.“ – mažai panašios aminorūgštys. 
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3.1.3.3 MAk gebėjimo atpažinti natūralų HEV-3 tyrimai 

MAk gebėjimas atpažinti natūralų virusą yra labai svarbi antikūnų savybė 

– tik tokie antikūnai gali būti naudojami natyvaus viruso tyrimams. Siekiant 

tai ištirti buvo atliktas HEV-3 infekuotų ląstelių kultūrų dažymas 

imunofluorescencijos metodu panaudojant sukurtus MAk prieš HEV-3. Visi 

MAk, kurie atpažįsta HEV-3, buvo patikrinti, ar atpažįsta HEV-3 47832c 

3.12 pav. MAk gebėjimo atpažinti HEV-3 infekuotose ląstelėse tyrimo IF 

nuotraukos. HEV-3 kapsidės baltymas nudažytas žaliai (FITC), ląstelių 

branduolys mėlynai (DAPI). a – MAk CPE9 (neigiamas rezultatas), b – 

MAk 5F3, c – MAk CPD9, d – MAk 2E6, e – MAk CPD9 didesnis 

padidinimas negu (c). Mastelio juostos: 50 µm (a–d) ir 20 µm (e). 
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kamieno virionus. Nustatyta, kad HEV-3 specifiški MAk CPB11, CPC7, 

CPH6, CPE9, CPD7 ir kryžmiškai specifiški MAK 2E6, CPE4, CPD9, 9C8 

identifikavo HEV-3 žmogaus plaučių adenokarcinomos (A549/D3) ląstelėse 

(3.12 pav., lentelė 3.1, 6 priedas). MAk 5F3 gebėjimas identifikuoti natūralų 

HEV-3 taip pat patikrintas su viruso kamienu, kuris išskirtas iš Lietuvoje 

sumedžioto šerno. Šie antikūnai nustatė HEV, kuris infekavo nežmoginių 

primatų inkstų (Vero) ir kiaulių inkstų (PK-15) ląsteles (3.13 pav.). MAk 

prisijungimo vietų HEV kapsidės baltyme tyrimas ir IF analizė rodo, kad 

MAk, kurie atpažįsta viruso kapsidę infekuotose ląstelėse, jungiasi prie įvairių 

epitopų. MAk CPB11, CPC7, CPH6, CPD9 ir 9C8 jungiasi prie HEV-3 

kapsidės baltymo S domeno, kuris erdvinėje struktūroje yra sunkiau 

pasiekiamas (3.9, 3.10 pav.). Tikėtina, kad šie MAk gali prisijungti, nes 

infekuotų ląstelių fiksavimas acetono ir metanolio tirpalu dažant mėginius IF, 

dalinai išardo HEV-3 virionus. MAk 5F3 ir 4G4 jungiasi prie HEV-3 kapsidės 

baltymo P domeno (3.9, 3.10 pav.). P domenas yra viruso kapsidės paviršiuje, 

todėl yra lengvai prieinamas šiems MAk. Natūralų HEV-3 atpažįstančių MAk 

3.13 pav. MAk 5F3 gebėjimo atpažinti HEV-3 infekuotose ląstelėse 

tyrimo IF nuotraukos. HEV-3 kapsidės baltymas nudažytas žaliai 

(AlexaFluor488), ląstelių branduolys mėlynai (DAPI). a – PK-15 ląstelės, 

c – Vero ląstelės infekuotos HEV. Neigiamos kontrolės: b – PK-15, d – 

Vero ląstelės. Mastelio juosta: 100 µm (a–d). 
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2E6 ir CPE4 prisijungimo vieta žiurkių HEV kapsidės baltyme nustatyta M 

domene, todėl tikėtina, kad HEV-3 kapsidės baltyme šie MAk atpažįsta taip 

pat M domeną (3.9 pav.). M domenas VPD modelyje yra paviršiuje tarp 

išsikišusių P domenų sudaromų struktūrų (3.10 pav.). Apibendrinant IFA, IB, 

IF ir MAk atpažįstamų epitopų nustatymo rezultatus, galima teigti, kad 

sukurtų kolekcijų MAk atpažįsta labai įvairias HEV-3 ir žiurkių HEV 

kapsidės baltymų vietas. Be to, tai, kad MAk sukurti prieš rekombinantinius 

HEV kapsidės baltymus geba atpažinti natūralų virusą, rodo, kad mielėse 

susintetintos VPD atkartoja natūralaus viruso struktūrą. Taip pat tai reiškia, 

kad sukurti MAk prieš HEV kapsidės baltymus yra puikus biotechnologijos 

įrankis HEV tyrimams. 

3.2 Serologinių HEV nustatymo sistemų modeliavimas 

Serologinės HEV nustatymo sistemos nustato antikūnus prieš virusą. IgG 

klasės antikūnai nustatomi infekcijos pabaigoje arba rodo praėjusią infekciją. 

IgM klasės antikūnai nustatomi infekcijos pradžioje ir rodo vykstančią 

infekciją. Norint nustatyti antikūnus kraujo mėginiuose, juos galima išgaudyti 

naudojant viruso baltymus. HEV infekcijos metu susidaro antikūnai prieš 

viruso kapsidės baltymą, todėl serologinių sistemų kūrimui panaudoti mielėse 

sintetinti HEV-3, pilno ilgio ir sutrumpintas žiurkių HEV kapsidės baltymai. 

Šiame darbe buvo tiriami žiurkių, kiaulių ir žmonių mėginiai, todėl 

kiekvienam mėginių tipui reikėjo sumodeliuoti ir išbandyti atskiras 

serologines sistemas. Šiame skyriuje aptariamas serologinių sistemų 

modeliavimas, o HEV paplitimo skirtinguose mėginiuose rezultatai aptariami 

tolesniuose skyriuose. 

Kiaulių ir žmonių mėginių atveju, sumodeliuotų sistemų išbandymui, 

mėginiai visų pirma buvo apibūdinti įsigytomis komercinėmis sistemomis. 

Vėliau šie mėginiai ištirti sukurtais testais. Žiurkių kraujo mėginių tyrimams 

nėra galimybės įsigyti specializuotų antikūnų prieš žiurkių HEV nustatymo 

sistemų. Taigi, buvo iškeltas uždavinys sukurti IFA metodą, kuris nustatytų 

žiurkių antikūnus prieš žiurkių HEV kapsidės baltymą. Žiurkių kraujo 

mėginių tyrimo IFA rezultatų interpretaciją palengvina teigiamos ir neigiamos 

kontrolės naudojimas. Šiuo atveju nuspręsta naudoti laboratorinių žiurkių, 

imunizuotų žiurkių HEV kapsidės baltymu, polikloninius antikūnus. 

Polikloninių antikūnų kūrimui laboratorinės žiurkės buvo imunizuotos 1 kartą. 

Imunizacija atlikta vieną kartą, siekiant sukurti polikloninius antikūnus, 

kuriuose būtų ir IgM, ir IgG klasės antikūnų, kadangi sukurta IFA sistema bus 
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naudojama IgM ir IgG antikūnų prieš HEV nustatymui. Jeigu būtų atliekamos 

2 ar daugiau imunizacijų susidarytų imuninė atmintis ir gyvūno kraujyje 

dominuotų IgG klasės antikūnai. Skirtingais laiko momentais surinkus kraujo 

mėginius buvo patikrintas žiurkių HEV ir HEV-3 kapsidės baltymams 

specifiškų IgM (3.14 pav., A) ir IgG (3.14 pav., B) titro susidarymas. 

3.14 pav. IgM (A) ir IgG (B) klasių antikūnų titras laboratorinių žiurkių 

kraujyje. Skirtingomis spalvomis pažymėti stulpeliai rodo antikūnų titrą, 

nustatytą naudojant paveikslo aprašyme nurodytus HEV kapsidės 

baltymus. 
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Nustatyta, kad sąlyginai mažas IgM klasės antikūnų, reaguojančių su žiurkių 

HEV ir HEV-3 kapsidės baltymais, titras (apie 1:70) susidarė praėjus 13 dienų 

nuo imunizacijos. IgM antikūnų sąveika su abejais baltymais galima 

paaiškinti tuo, kad šios klasės antikūnai nepasižymi specifiškumu ir dideliu 

afiniškumu antigenams. IgG antikūnų prieš žiurkių HEV kapsidės baltymą 

titras (1:1693) buvo nustatytas taip pat praėjus 13 dienų po imunizacijos. 

Skirtingai negu IgM klasės antikūnai, IgG buvo specifiški žiurkių HEV 

kapsidės baltymui. IgG antikūnų titras buvo gerokai didesnis negu IgM. Taigi 

imunizavus laboratorines žiurkes žiurkių HEV kapsidės baltymu, IgM ir IgG 

antikūnai kraujyje nustatyti praėjus 13 dienų nuo imunizacijos. Serologinių 

metodų teigiamai kontrolei žiurkių polikloniniai antikūnai surinkti praėjus 14 

dienų nuo imunizacijos. 

Antikūnų prieš žiurkių HEV žiurkių mėginiuose nustatymo sistemai buvo 

išbandytas netiesioginės IFA formatas (3.15 pav.). Šios IFA metu plokštelės 

šulinėlių dugne imobilizuojami mielėse susintetinti pilno ilgio arba 

sutrumpintas (112–608 aminorūgštys) žiurkių HEV kapsidės baltymai. Po 

laisvo paviršiaus užblokavimo inkubuojamas žiurkių kraujo mėginys. Šiame 

darbe antikūnai buvo nustatomi iš žiurkių krūtinės ertmės skysčio (CCF), 

kuris surenkamas krūtinės ertmę plaunant PBS. Imunoglobulinai esantys CCF 

išsodinami amonio sulfatu. Tyrimui imunoglobulinų suspensija 

praskiedžiama suvienodinant baltymų koncentraciją. Jei tiriamajame 

mėginyje yra antikūnų prieš žiurkių HEV, jie prisijungia prie antigeno ir yra 

detektuojami antriniais antikūnais prieš žiurkių IgG arba IgM žymėtais HRP. 

Tokio komplekso susidarymas yra nustatomas įpylus substrato, kuris 

fermentinės reakcijos metu virsta spalvotu produktu, kurio optinis tankis yra 

3.15 pav. Antikūnų prieš žiurkių HEV nustatymo sistemos schema. 
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išmatuojamas. Tokio tipo IFA sistema gali nustatyti IgM arba IgG klasės 

antikūnus prieš žiurkių HEV. Žiurkių HEV paplitimas tirtuose laukinių 

žiurkių mėginiuose aptariamas 3.3 skyriuje. Ištyrus mėginius buvo pasirinktas 

sutrumpintas kapsidės baltymas, nes naudojant pilno ilgio kapsidės baltymą 

išmatuojamas didesnis foninis signalas (7 priedas). 

Kiaulių ir žmonių IgG klasės antikūnų prieš HEV-3 ir žiurkių HEV 

nustatymui taip pat pasirinktas netiesioginės IFA formatas kaip ir žiurkių 

mėginių tyrimams. IFA plokštelės šulinėliuose pradžioje imobilizuoti VPD 

formuojantys HEV-3, sutrumpintas ir pilno ilgio žiurkių HEV kapsidės 

baltymai. Po blokavimo į šulinėlius pilti kiaulių arba žmonių kraujo serumo 

mėginiai skiesti 1:10. Išgaudyti IgG antikūnai prieš HEV detektuoti antriniais 

antikūnais atitinkamai prieš kiaulių IgG arba žmonių IgG žymėtais HRP. 

Pasirinkta naudoti tiek HEV-3, tiek žiurkių HEV kapsidės baltymus, nes abu 

viruso variantai gali infekuoti žmonės (Sridhar et al., 2020). Literatūroje 

galima rasti užuominas, kad kai kurių žmonių kraujyje nustatyti antikūnai 

stipriau reaguoja su žiurkių HEV kapsidės baltymu negu su HEV-1 ar HEV-3 

(Dremsek et al., 2012, Shimizu et al., 2016). Be to, tikėtina, kad žiurkių HEV 

infekuoja kiaules (Pavio et al., 2017). Iškelta hipotezė, kad serologiniuose 

testuose naudojant skirtingų HEV variantų kapsidės baltymus galima atskirti, 

ar su HEV-3 ar žiurkių HEV infekcija buvo susidurta. 

3.3 Laukinių žiurkių mėginių tyrimas 

Žiurkės gali pernešti įvairius ligų sukėlėjus (Strand ir Lundkvist, 2019). 

Yra diskutuojama, ar žiurkės gali pernešti HEV-3 žmonėms. 2018–2020 m. 

pasirodė pirmos publikacijos, kuriose aprašyti žiurkių HEV infekcijų atvejai 

žmonėse (Sridhar et al., 2018, Andonov et al., 2019, Sridhar et al., 2020). Taigi 

labai svarbu įvertinti HEV paplitimą žiurkių populiacijoje. Tyrimo metu 

keliose Lietuvos vietose buvo sugautos 109 žiurkės (3.16 pav.), iš kurių 27 

buvo pilkosios žiurkės (Rattus norvegicus) ir 82 – juodosios žiurkės (R. 

rattus). Visų pirma žiurkių kepenų mėginiai buvo ištirti molekuliniais 

metodais nustatant HEV RNR, o vėliau atlikta kraujo mėginių serologinė 

analizė. Mėginių tyrimas pradėtas nuo HEV RNR nustatymo jau aprašytais 
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metodais (Jothikumar et al., 2006, Widén et al., 2014), kad žinotume, kuriuose 

mėginiuose galima tikėtis nustatyti antikūnus. 

3.3.1 HEV RNR nustatymas ir HEV genominių fragmentų 

filogenetinė analizė žiurkių mėginiuose 

HEV RNR paieška atlikta iš žiurkių kepenų audinio išskyrus RNR. RNR 

mėginiai buvo tiriami AT–kPGR sistemomis specifiškomis žiurkių HEV ir 

HEV-1–HEV-4 genotipams. Žiurkių HEV nustatymui naudota anksčiau 

aprašyta kPGR pradmenų ir zondo sistema (Widén et al., 2014). Šios sistemos 

PGR produktas yra žiurkių HEV (GenBank GU345042) ORF2 74 bp 

konservatyvus regionas. HEV-1–HEV-4 nustatymui taip pat naudota anksčiau 

aprašyta kPGR pradmenų ir zondo sistema (Jothikumar et al., 2006). Šios 

sistemos pradmenų ir zondo sekos buvo minimaliai modifikuotos, siekiant 

tikslesnio nustatymo ir diferencijavimo tarp žiurkių HEV ir HEV-1–HEV-4. 

HEV-1–HEV-4 nustatančios kPGR produktas yra 67 bp HEV (GenBank 

FJ748531) ORF2 regionas. HEV ir iš kepenų audinio išskirtos suminės RNR 

3.16 pav. Laukinių žiurkių gaudymo vietos. Žemėlapyje pateikti rajonų, 

kuriuose pagautos žiurkės, pavadinimai ir sugautų gyvūnų skaičius. 

Skrituliais pažymėtos vietos, kuriose buvo sugautos žiurkės, kurioms 

nustatyta HEV RNR arba antikūnai prieš HEV. Apskritimais pažymėtos 

vietos, kuriose sugautos žiurkės, neturinčios žiurkių HEV infekcijos 

žymenų. 



101 

 

 

santykio įvertinimui buvo sukurti vidinės kontrolės kPGR pradmenys ir 

zondas. Taikiniu pasirinktas žiurkių β-aktino iRNR 153 bp regionas (ACTB). 

Visų paminėtų sistemų pradmenys ir zondai pateikti lentelėje 2.3. Norint 

kiekybiškai nustatyti RNR kiekį mėginyje, reikalingas RNR standartas, kuris 

naudojamas kalibracinei kreivei. RNR standartas yra RNR transkriptas, kurio 

ilgis ir kopijų skaičius yra žinomi. Standartai reikalingi visiems taikiniams, 

todėl buvo susintetinti žiurkių HEV, HEV-1–HEV-4 ir ACTB RNR 

transkriptai (3.17 pav.). RNR standartų apibūdinimas pateiktas lentelėje 3.2. 

Pagal atliktus skaičiavimus transkriptai skiedžiami iki 105, 104, 103, 102, 10, 1 

kopijų skaičiaus PGR reakcijoje. Transkriptų kDNR naudota HEV RNR 

vertinimui laukinių žiurkių kepenų audiniuose žiurkių HEV, HEV-1–HEV-4 

ir ACTB kPGR sistemomis. Mėginių tyrimo žiurkių HEV specifiška kPGR 

rezultatai pateikti 3.18 pav., o HEV-1–HEV-4 – 3.19 pav. Laikyta, jog 

mėginyje yra HEV RNR, kai „Rotor–Gene Q MDx“ programa pagal sudarytą 

3.17 pav. RNR transkriptų kokybės įvertinimo RNR elektroforezės 

nuotrauka. RNR fragmentai 1 % agarozės gelyje vizualizuoti etidžio 

bromidu; 1 –  žiurkių HEV transkriptai (2692 nt); 2 – HEV-1–HEV-4 

transkriptai (2686 nt); 3 – ACTB transkriptai (2768 nt); M – RNR 

fragmentų ilgio standartas. 

Sistema 
Transkripto 

ilgis, nt 

Transkriptų kopijų 

skaičius 1 μg RNR 

rHEV 2692 6,718·1011 

HEV1–4 2686 6,733·1011 

ACTB 2768 6,533·1011 

   

 

Lentelė 3.2. Susintetintų RNR standartų ilgis ir kopijų skaičius 1 µg RNR. 
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standartinę kreivę kPGR reakcijoje nustato 1 ir daugiau virusinės RNR kopijų 

bei šie rezultatai atsikartoja, atlikus 3 nepriklausomus eksperimentus. 

3.18 pav. Žiurkių kepenų RNR mėginių tyrimo žiurkių HEV kPGR 

sistema rezultatai. A – žiurkių HEV standarto ir tiriamų mėginių 

fluorescencijos intensyvumo priklausomybės nuo kPGR ciklo grafikas. 

Tamsiai žalios kreivės – standartas; šviesiai žalios kreivės – standarto  

reakcijos be AT etapo; tamsiai mėlynos kreivės – tiriamų mėginių 

reakcijos su AT etapu; žydros kreivės – tiriamų mėginių reakcijos be AT 

etapo; juoda kreivė – neigiama kontrolė (švarus vanduo be nukleazių). B 

– kalibracinė kreivė, skirta žiurkių HEV RNR kopijų skaičiaus nustatymui 

kPGR reakcijoje. R2 – koreliacijos koeficientas; E – efektyvumas; mėlyni 

taškai – nustatyti standarto kopijų skaičiai kPGR reakcijoje; raudoni taškai 

– tiriamuose mėginiuose nustatytas žiurkių HEV RNR kopijų skaičius 

kPGR reakcijoje. 
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Žiurkių HEV specifiška AT–kPGR sistema nustatė 9 iš 109 teigiamus 

kepenų audinio mėginius (3.20 pav.). Iš jų 6 mėginiai išskirti iš R. rattus, o 3 

– R. norvegicus. Visi tirti žiurkių mėginiai buvo neigiami pagal HEV-1–HEV-

3.19 pav. Žiurkių kepenų RNR mėginių tyrimo HEV-1–HEV-4 kPGR 

sistema rezultatai. A – HEV-1–HEV-4 standarto ir tiriamų mėginių 

fluorescencijos intensyvumo priklausomybės nuo kPGR ciklo grafikas. 

Tamsiai žalios kreivės – standartas; šviesiai žalios kreivės – standarto  

reakcijos be AT etapo; tamsiai mėlynos kreivės – tiriamų mėginių  

reakcijos su AT etapu; žydros kreivės – tiriamų mėginių reakcijos be AT 

etapo; juoda kreivė – neigiama kontrolė (švarus vanduo be nukleazių). B 

– kalibracinė kreivė, skirta 1–4 genotipų HEV RNR kopijų skaičiaus 

nustatymui kPGR reakcijoje. R2 – koreliacijos koeficientas; E – 

efektyvumas; mėlyni taškai – nustatyti standarto kopijų skaičiai kPGR 

reakcijoje; raudoni taškai – tiriamuose mėginiuose nustatytas 1–4 genotipų 

HEV RNR kopijų skaičius kPGR reakcijoje. 
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4 specifišką AT–kPGR sistemą. Panašūs rezultatai buvo aprašyti ir anksčiau. 

Nustatyta, kad R. norvegicus nėra infekuojamos HEV-1, HEV-3 ir HEV-4 (Li 

et al., 2013a, Ryll et al., 2017). Šiame darbe gauti rezultatai patvirtina tik vieną 

kartą anksčiau nustatytą faktą, kad Europoje R. rattus yra infekuojamos 

žiurkių HEV (Ryll et al., 2017).  

 

HEV infekcija žiurkėse buvo patvirtinta lizdine PGR. Šiam tyrimui 

pasirinkta anksčiau aprašyta plataus taikinių spektro lizdinė PGR sistema, kuri 

pirmą kartą panaudota žiurkių HEV nustatymui (Johne et al., 2010b). Šios 

PGR sistemos produktų sekos yra nuskaitomos DNR sekoskaita ir 

naudojamos filogenetiniams žiurkių HEV ryšiams įvertinti. Lizdine PGR 

pavyko pagausinti tik 6 iš 9 AT–kPGR teigiamų mėginių sekas. Šie PGR 

produktai buvo klonuoti į vektorius ir jų sekos nustatytos DNR sekoskaita. 

Atlikus DNR sekų palyginimą, nustatytas 98,7–99,4 % nukleotidų sekų 

tapatumas su žiurkių HEV genotipo C1 atskaitos genomu rat/R63/DEU/2009 

(GenBank GU345042) (Johne et al., 2010a). Lietuvoje identifikuotų žiurkių 

HEV genominių fragmentų filogenetinė analizė maksimalios tikimybės (angl. 

3.20 pav. Žiurkių HEV tyrimo molekuliniais ir serologiniais metodais 

rezultatai. 
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maximum likelihood) metodu parodė, kad nepriklausomai nuo žiurkių rūšies, 

visos nustatytos žiurkių HEV sekos yra vienoje atšakoje su žiurkių HEV 

nustatomu Vokietijoje (3.21 pav.). Aukštas žiurkių HEV sekų, nustatytų 

vienoje šalyje ar regione, panašumas yra pastebėtas ir anksčiau. Tai rodo, kad 

žiurkių HEV cirkuliuoja vietinėse populiacijose (Johne et al., 2012, Li et al., 

2013c, Widén et al., 2014, Ryll et al., 2017). 

3.3.2 Antikūnų prieš žiurkių HEV nustatymas žiurkių mėginiuose 

serologiniais metodais 

Išanalizavus 109 žiurkių kraujo mėginius, IgM ir/arba IgG prieš HEV 

nustatyti 34 žiurkėms (31,2 %) (3.20 pav.). Tokia seroteigiamų mėginių dalis 

yra šiek tiek didesnė už 24,5 % nustatytus Vokietijoje (Johne et al., 2012). 

Sąlyginai aukštas teigiamų mėginių dažnis rodo, kad žiurkių HEV cirkuliuoja 

tirtose žiurkėse.  

3.21 pav. Filogenetinis medis, kuris rodo Lietuvoje identifikuotų žiurkių 

HEV sekų ryšį su kitais HEV. Mastelio juostos ilgis 0,10 rodo 

filogenetinius atstumus pagal nukleotidų pasikeitimus vienoje pozicijoje. 

Žvaigždute pažymėtos sekos, kurios identifikuotos šiame darbe. 
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Žiurkių HEV RNR ir antikūnai prieš žiurkių HEV buvo nustatyti 4,6 % 

žiurkių. 26,6 % žiurkių buvo nustatyti antikūnai prieš HEV, o tik HEV RNR 

– 3,7 %. Šie rezultatai patvirtina ir anksčiau pastebėtas tendencijas atliekant 

laukinių ir laboratorinių žiurkių HEV infekcijos tyrimus. Yra pademonstruota, 

kad tiriant R. norvegicus užsikrėtusias žiurkių HEV yra nustatoma žiurkių 

HEV RNR arba antikūnai prieš žiurkių HEV arba abu (Purcell et al., 2011, 

Johne et al., 2012). Europoje duomenys apie ryšį tarp HEV RNR ir antikūnų 

prieš HEV nustatymą yra menki R. rattus populiacijoje (Ryll et al., 2017). 

Šiame darbe nustatytos HEV infekcijos žymenų tendencijos R. rattus yra 

panašios į anksčiau aprašytas R. norvegicus (Johne et al., 2012). Tai leidžia 

teigti, kad žiurkių HEV infekcijos metu žiurkėse gali būti nustatoma viruso 

RNR ir/arba antikūnai prieš HEV nepriklausomai nuo žiurkių rūšies. 

Vertinant antikūnų prieš HEV arba HEV RNR nustatymą kaip HEV infekcijos 

žymenį, nustatyti skirtumai tarp žiurkių charakteristikų (Lentelė 3.3).  

 

Palyginus žiurkių rūšis, nustatytas statistiškai reikšmingai didesnis HEV 

infekcijų dažnis R. rattus mėginiuose, lyginant su R. norvegicus (p = 0,0176). 

Visgi šį skirtumą reikėtų vertinti atsargiai, nes ištirtos 27 R. rattus ir 82 R. 

norvegicus. Su HEV infekcijomis taip pat statistiškai reikšmingai dažniau 

būna susidūrusios suaugusios žiurkės lyginant su jaunikliais (p = 0,0012). Tai 

galima paaiškinti tuo, kad vyresnės žiurkės turėjo daugiau laiko užsikrėsti 

Lentelė 3.3. Laukinių žiurkių HEV infekcijų dažnis pagal charakteristikas. 

Charakteristika
Žiurkių 

skaičius 

Žiurkių, kurioms 

nustatytas bet kuris 

HEV žymuo dalis, %

95 % PI

Rūšis

Rattus rattus 27 55,56 37,30-72,43

R. norvegicus 82 28,05 19,43-38,63

Iš viso: 109

Lytis

Patelė 56 28,57 18,34-41,55

Patinas 49 38,78 26,41-52,78

Nenustatyta 4 75,00

Iš viso: 109

Amžiaus grupė

jauniklis 67 22,39 13,96-33,81

suaugėlis 42 54,76 39,94-68,78

Iš viso: 109
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HEV. Tokia pat tendencija pastebėta tiriant ir kitus gyvūnus bei žmones (van 

Gageldonk-Lafeber et al., 2017). Vertinant HEV infekcijų dažnį pagal žiurkių 

lytį, nenustatytas statistiškai reikšmingas skirtumas tarp patinų ir patelių (p = 

0,3686), nors patinų HEV infekcijų dažnis 38,78 % (PI 95 % 26,41–52,75) 

yra didesnis už patelių – 28,57 % (PI 95 % 18,34–41,55). Taigi gauti rezultatai 

rodo, kad Lietuvoje sugautose žiurkėse plintančio žiurkių HEV sukeliamos 

infekcijos yra nepastovios ir yra didesnė tikimybė, kad vyresnės arba R. rattus 

rūšies žiurkės buvo susidūrusios su žiurkių HEV. 

3.4 Antikūnų prieš HEV nustatymas kiaulių mėginiuose serologiniais 

metodais  

Europoje HEV-3 infekcijų žmonėse pagrindinis šaltinis yra maistas. Šis 

viruso genotipas yra zoonotinis, nes yra kamienų, kurie infekuoja ir kiaules, ir 

žmones. HEV kiaulėms nesukelia simptomų, tačiau infekuotos kiaulės yra 

HEV infekcijų šaltinis žmonėms (Pavio et al., 2017). Taip pat yra tikimybė, 

kad kiaulėse susidaro antikūnai ne tik prieš HEV-3, bet ir kitus HEV variantus, 

pavyzdžiui, žiurkių. Žiurkės gali gyventi kiaulių ūkiuose ir juose platinti 

žiurkių HEV. Taigi yra labai svarbu stebėti seroepidemiologinius HEV 

paplitimo kiaulių populiacijoje duomenis. 

Šio darbo metu kiaulių kraujo serumo mėginiai visų pirma buvo apibūdinti 

komercine IFA sistema „HEV-Ab ELISA“ (Axiom). Ši sistema nustato visų 

klasių antikūnus specifiškus HEV. Iš viso ištirti 99 kiaulių serumo mėginiai. 

Nustatyta, kad 50 kiaulių (50,51 %) turi antikūnus prieš HEV. Ankstesniame 

Lietuvos kiaulių tyrime nustatytas 43,75 % paplitimas (Spancerniene et al., 

2016). Europoje panašus paplitimas nustatytas Italijoje (Martinelli et al., 2011, 

Caruso et al., 2017), Estijoje (Ivanova et al., 2015), Ispanijoje (Seminati et al., 

2008, Casas et al., 2009) ir Šveicarijoje (Burri et al., 2014). Visą tirtą kiaulių 

populiaciją galima suskirstyti pagal Lietuvos rajonus, kuriuose surinkti 

mėginiai (3.22 pav.). Pagėgių, Raseinių, Molėtų ir Vilniaus rajonuose tirtos 

kiaulės nebuvo susidūrusios su HEV infekcija. Tokį rezultatą galėjo nulemti 

mažas tirtų gyvūnų skaičius. Kituose rajonuose antikūnai prieš HEV nustatyti 

10–100 % tirtų kiaulių. Daugiausia kiaulių ištirta Pasvalio, Šilalės ir Biržų 

rajonuose. Pasvalio rajone nustatytos 7 iš 22 kiaulių (31,82 %), kurios buvo 

užsikrėtusios HEV, Šilalės – 15 iš 18 (83,33 %), o Biržų – 1 iš 10 (10 %).  
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Kiaulių kraujo serumo mėginiai taip pat buvo ištirti nustatant IgG 

antikūnus prieš HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymus. Šiam tyrimui buvo 

naudota netiesioginė IFA, sukurta rekombinantinių HEV kapsidės baltymų 

pagrindu (3.2 skyrius), siekiant įvertinti šių baltymų efektyvumą tiriant kiaulių 

kraujo mėginius. Lyginant su „HEV-Ab ELISA“ kaip atskaitos testu atlikta 

IFA su skirtingais HEV kapsidės baltymais ROC (angl. receiver operating 

curve) analizė (3.23 pav.). Remiantis šiuo metodu apskaičiuojamas ploto po 

ROC kreive (AUC, angl. area under the curve) rodiklis, kuris parodo 

tikimybę, kad testas nustatys didesnį signalą tiriant teigiamą mėginį negu 

neigiamą. Tai yra parodo testo efektyvumą nustatant, ar tiriamasis mėginys 

yra teigiamas ar neigiamas. Kuo AUC arčiau 1, tuo sistema efektyvesnė. IFA 

HEV-3 kapsidės baltymo pagrindu (HEV-3 IFA) yra efektyviausia, nes jos 

AUC (angl. area under the curve) yra 0,975 ± 0,014. IFA žiurkių HEV 

kapsidės baltymo pagrindu (Žiurkių HEV IFA) AUC = 0,840 ± 0,042, o 

sutrumpinto žiurkių HEV (Sutrumpinto žiurkių HEV antigeno IFA) – AUC = 

0,578 ± 0,058. ROC analizė taip pat nustato optimaliausią testo signalo ribinę 

3.22 pav. Kiaulių mėginių surinkimo vietos. Žemėlapyje pateikti rajonų, 

kuriuose surinkti kiaulių mėginiai, pavadinimai, centrai ir gyvūnų 

skaičius. Skrituliais pažymėti centrai rajonų, kuriuose surinktuose 

mėginiuose nustatyti antikūnai prieš HEV. Apskritimais pažymėti centrai 

rajonų, kuriuose surinktuose mėginiuose nenustatyti antikūnai prieš HEV. 
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vertę. Jei tiriamojo mėginio signalo vertė didesnė už ribinę, jis laikomas 

teigiamu. Ribinė vertė ROC analizės metu yra parenkama tokia, kad ją 

naudojant pasiekiamas didžiausias įmanomas jautrumas ir specifiškumas. 

Kiekvienai tirtai IFA nustačius ribinę vertę paaiškėjo, kad IFA HEV-3 

kapsidės baltymo pagrindu jautrumas 91,1 %, specifiškumas 97,6 %, žiurkių 

HEV – jautrumas 62,2 %, specifiškumas 100 %, o sutrumpinto žiurkių HEV 

– jautrumas 60 %, specifiškumas 59,5 %. Kuo jautrumas yra didesnis, tuo 

mažesnė tikimybė, kad testas nustatys klaidingai neigiamus mėginius. Kuo 

specifiškumas yra didesnis, tuo mažesnė tikimybė, kad testas nustatys 

klaidingai teigiamus mėginius. Įvertinus skirtingais testais gautų rezultatų 

koreliaciją, nustatyta, kad HEV-3 IFA rezultatai vidutiniškai stipriai 

koreliuoja su „HEV-Ab ELISA“ (rs = 0,76895, 3.24 pav. a). Žiurkių HEV IFA 

rezultatai silpnai koreliuoja su „HEV-Ab ELISA“ (rs = 0,59088, 3.24 pav. b) 

ir vidutiniškai stipriai su HEV-3 IFA (rs = 0,6654, 3.24 pav. d), o sutrumpinto 

žiurkių HEV antigeno IFA rezultatai su „HEV-Ab ELISA“ – silpnai (rs = 

0,2557, 3.24 pav. c). Tai rodo, kad HEV-3 IFA testas iš tiriamųjų yra 

3.23 pav. IFA su rekombinantiniais HEV baltymais ROC analizė. AUC – 

plotas po ROC kreive, PI – pasikliautinieji intervalai. 

Testas AUC Standartinė paklaida 95 % PI

HEV-3 IFA 0,975 0,014 0,947–1,003

Žiurkių HEV IFA 0,840 0,042 0,757–0,923

Sutrumpinto žiurkių HEV 

antigeno IFA
0,578 0,058 0,465–0,690
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tinkamiausias kiaulių mėginių analizei. IFA žiurkių HEV kapsidės baltymo 

pagrindu rezultatai silpnai koreliuoja su komerciniu testu. Be to, žiurkių HEV 

IFA jautrumas yra 62,2 %. Tai reiškia, kad tokioje dalyje teigiamų mėginių 

yra antikūnų reaguojančių ir su žiurkių HEV kapsidės baltymu. Lyginant 

žiurkių HEV IFA rezultatus su HEV-3 IFA ir „HEV-Ab ELISA“ nustatyta, 

kad dalis mėginių (28 iš 99) yra teigiami visuose testuose, dalis (22 iš 99) – 

tik HEV-3 IFA ir/arba „HEV-Ab ELISA“, o tik žiurkių HEV IFA testu 

teigiamų mėginių nenustatyta (3.24 pav. b ir d). Panašias kryžmines reakcijas 

nustatėme ir tiriant rekombinantinių HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymų 

imunogeniškumą pelėse. Imunizacijų metu susidarė kryžmiškai specifiški 

antikūnai abiems baltymams (3.1.2 skyrius). Šių kryžmiškai specifiškų HEV-

3 ir žiurkių HEV antikūnų nustatymas atmeta 3.2 skyriuje iškeltą hipotezę, 

3.24 pav. Koreliacija tarp skirtingais testais gautų rezultatų. „HEV-Ab 

ELISA“ rezultatų koreliacija su HEV-3 IFA (a), žiurkių HEV IFA (b), 

sutrumpinto žiurkių HEV IFA (c), HEV-3 IFA ir žiurkių HEV IFA 

rezultatų koreliacija (d). rs – Spearman koreliacijos koeficientas. Tiesė, 

lygiagreti ordinačių ašiai, yra testo, nurodyto abscisių ašyje, ribinė vertė ir 

atvirkščiai. 
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kad serologiniais testais naudojant HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymus 

galima atskirti, kurio viruso infekcijos paplitusios kiaulių populiacijoje. 

Apibendrinant HEV-3 IFA veikia geriausiai, tačiau efektyvumu nusileidžia 

komerciniam „HEV-Ab ELISA“ testui. Tai būtų galima paaiškinti tuo, kad 

mūsų sukurtame ir komerciniame teste naudojami skirtingi HEV antigenai ir 

tuo, kad mūsų sukurta HEV-3 IFA nustato tik IgG klasės antikūnus, o „HEV-

Ab“ – visų klasių antikūnus prieš HEV. 

3.5 Žmonių kraujo mėginių tyrimas 

Europoje HEV infekcijos yra pavojingiausios pacientams su nusilpusia 

imunine sistema. Lėtinėmis inkstų ligomis ar inkstų transplantatus turintys 

asmenys yra rizikos grupėje. Vykdant biomedicininį tyrimą „Virusinių ir 

imunologinių veiksnių, susijusių su inkstų veiklos sutrikimais ir inkstų 

transplantato atmetimo rizikos vertinimu, tyrimas“ buvo ištirti iš viso 228 

kraujo serumo mėginiai. Mėginiai yra suskirstyti į 4 grupes: pacientų su inkstų 

transplanatatu; pacientai, sergantys lėtinėmis inkstų ligomis, kuriems 

atliekamos dializės ir kuriems neatliekamos dializės; sveiki žmonės 

(kontrolinė grupė) (3.25 pav.). Organų transplantatų recipientai yra padidintos 

rizikos grupėje, nes jie vartoja imunosupresinius vaistus tam, kad persodintas 

organas nebūtų atmestas. Be to, yra nustatyta, kad HEV taip pat gali būti 

perduotas su organų transplantatais (Kamar et al., 2017). Pacientai, kurie serga 

lėtinėmis inkstų ligomis, taip pat yra padidintos rizikos grupėje, nes jų 

imuninė sistema dėl ligos yra nusilpusi. Šie žmonės gali būti skirstomi į dvi 

grupes pagal tai, ar jiems atliekamos dializės procedūros. Dializės procedūros 

atlikimas yra blogesnio inkstų veiklos efektyvumo ar neveikimo pasekmė. 

3.25 pav. Tiriamųjų asmenų dėl HEV infekcijos grupės. 
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Taigi pacientai, kuriems atliekamos dializės yra sergantys sudėtingesne ar 

pažengusios stadijos inkstų liga. Kontrolinė grupė yra sveiki žmonės, kurie 

neserga lėtinėmis inkstų bei kepenų ligomis. 

3.5.1 Antikūnų prieš HEV nustatymas žmonių kraujo mėginiuose 

serologiniais metodais 

Visų pacientų kraujo serumo mėginiai buvo ištirti pagal literatūros šaltinius 

dažniausiai naudojamais komerciniais IFA rinkiniais („Wantai HEV-IgG 

ELISA“, „Wantai HEV-IgM ELISA“), kurie nustato IgG ir IgM klasės 

antikūnus prieš HEV. Naudojant „Wantai HEV-IgM ELISA“ IgM antikūnai 

prieš HEV buvo nustatyti tik 1 inkstų transplantato recipientui (3.26 pav.). 

IgM antikūnai prieš HEV yra pirmieji, kurie nustatomi kraujyje nuo infekcijos 

pradžios. Šių antikūnų kiekis yra didžiausias ūmios infekcijos fazės metu, o 

vėliau palaipsniui mažėja (1.9 skyrius). Tai rodo didelę tikimybę, kad kraujo 

mėginio paėmimo metu pacientas buvo infekuotas HEV. IgG klasės antikūnai 

prieš HEV rodo, kad HEV infekcija yra perėjusi į lėtinę fazę arba praėjusi (1.9 

skyrius). „Wantai HEV-IgG ELISA“ testu IgG antikūnai prieš HEV buvo 

3.26 pav. IgM prieš HEV nustatymo „Wantai HEV-IgM ELISA“ rezultatai. 
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nustatyti 34 (14,91 %, PI 95 % 10,84–20,15) iš 228 mėginių (3.27 pav.).Visgi 

tai negali parodyti tendencijos, koks paplitimas būdingas Lietuvoje. 

Užuominą apie buvusias HEV infekcijas Lietuvoje galima matyti 

atsižvelgiant į sveikų žmonių grupę. Joje nustatyta, kad 10,53 % (PI 95 % 

5,19–19,66) turi IgG antikūnus prieš HEV. Toks paplitimas yra panašus į 8,7–

19,96 % nustatytą Italijoje, Jungtinėje Karalystėje, Norvegijoje, Danijoje ir 

Ispanijoje. Didesnis HEV paplitimas yra 22,4 % Prancūzijoje, 27–31 % 

Nyderlanduose ir 43,52 % Lenkijoje (1.6 skyrius). Deja, tokia imtis negali būti 

pagrindu daryti išvadas. Tai leidžia tik kelti hipotezę. Šio tyrimo tikslas yra 

įvertinti IgG prieš HEV nustatymo dažnį skirtingose rizikos grupėse. 

Didžiausias antikūnų prieš HEV paplitimas 30,3 % (PI 95 % 17,25–47,46) 

nustatytas pacientų, sergančių lėtinėmis inkstų ligomis, grupėje. Pacientų, 

sergančių lėtinėmis inkstų ligomis, kuriems atliekamos dializės, grupėje 

paplitimas yra 12,28 % (PI 95 % 5,77–23,55), o inkstų transplantatų recipientų 

grupėje – 14,52 % (PI 95 % 7,6–25,57). Lyginant antikūnų prieš HEV 

3.27 pav. IgG prieš HEV nustatymo „Wantai HEV-IgG ELISA“ rezultatai. 
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paplitimą kontrolinėje grupėje (10,53 %) su pacientų, kuriems persodinti 

inkstai, grupės ir pacientų, kuriems atliekamos dializės, paplitimu nėra 

nustatytas statistiškai patikimas skirtumas (atitinkamai p = 0,6534 ir p = 

0,9684). Palyginus kontrolinės grupės antikūnų prieš HEV nustatymo dažnį 

su didžiausiu dažniu, nustatytu lėtinėmis inkstų ligomis sergančių pacientų 

grupėje, nustatytas statistiškai patikimas skirtumas (p = 0,0218, 3.27 pav.). 

Lėtinėmis inkstų ligomis sergantys pacientai turi 3,7 karto (OR = 3,70 (PI 95 

% 1,30–10,49), p = 0,014) didesnius šansus užsikrėsti HEV. Tai parodo, kad 

lėtinės inkstų ligos yra padidintos HEV infekcijos rizikos veiksnys. Vertinant 

antikūnų prieš HEV nustatymo dažnio skirtumus pagal lytį, amžių, 

imunosupresantų vartojimą ir gretutinių ligų buvimą statistiškai patikimų 

skirtumų nenustatyta. 

3.5.2 Antikūnų prieš HEV nustatymas žmonių kraujo mėginiuose 

panaudojant rekombinantinius HEV kapsidės baltymus 

Apibūdinus žmonių kraujo mėginius komerciniais IFA rinkiniais, buvo 

ištirtas mielėse susintetintų HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymų 

tinkamumas serologiniams testams. Kadangi daugumoje mėginių naudojant 

„Wantai HEV-IgG ELISA“ nustatyti IgG antikūnai prieš HEV, buvo 

išbandytas IgG antikūnus nustatančios netiesioginės IFA formatas (3.2 

skyrius). Išbandyti visi baltymai, kurie formuoja VPD (HEV-3 (HEV-3 IFA), 

žiurkių HEV pilno ilgio (žiurkių HEV IFA) ir žiurkių HEV 112–608 

aminorūgščių sutrumpintas kapsidės baltymas (sutrumpinto žiurkių HEV 

antigeno IFA)). Visų baltymų tinkamumas nustatymo sistemoms vertintas 

atliekant ROC analizę, kai „Wantai HEV-IgG ELISA“ yra laikomas atskaitos 

testu (3.28 pav.). HEV-3 IFA ir sutrumpinto žiurkių HEV IFA yra 

efektyviausios, nes jų AUC atitinkamai yra 0,721 ± 0,053 (HEV-3 IFA) ir 

0,777 ± 0,053 (sutrumpinto žiurkių HEV IFA). Žiurkių HEV IFA AUC yra 

0,530 ± 0,062, tai rodo, kad ši sistema veikia prasčiausiai. Pagal ROC analizę 

nustatytos testų signalų ribinės vertės, kurias taikant pasiekiamas didžiausias 

įmanomas jautrumas ir specifiškumas. Jei tiriamojo mėginio signalo vertė 

didesnė už ribinę, jis laikomas teigiamu. Paaiškėjo, kad HEV-3 IFA jautrumas 

yra 82,1 %, specifiškumas – 65 %, sutrumpinto žiurkių HEV IFA – jautrumas 

82,1 %, specifiškumas 63,8 %, o žiurkių HEV IFA – jautrumas 75 %, 

specifiškumas 46 %. Tai rodo, kad sutrumpinto žiurkių HEV antigeno IFA ir 

HEV-3 IFA veikia tiksliausiai iš išbandytų testų rekombinantinių baltymų 

pagrindu. Įvertinus skirtingais testais gautų rezultatų koreliaciją, nustatyta, 
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kad HEV-3 IFA ir sutrumpinto žiurkių HEV antigeno IFA rezultatai silpnai 

koreliuoja su „Wantai HEV-IgG ELISA“ (atitinkamai rs = 0,20581 ir rs = 

0,19224, 3.29 pav. a ir c). Žiurkių HEV IFA rezultatai nekoreliuoja su „Wantai 

HEV-IgG ELISA“ (rs = –0,05446, 3.29 pav. b). Tokį rezultatų neatitikimą 

galima paaiškinti mažu visų tikrintų testų specifiškumu. Žmonių kraujo 

serumo antikūnų nespecifinės reakcijos galimai nustatytos su baltyminėmis 

priemaišomis likusiomis po HEV kapsidės baltymų gryninimo. Daugumą 

neteisingai identifikuotų mėginių sudaro klaidingai teigiami mėginiai 

grafikuose esantys apatiniame dešiniame kampe (3.29 pav. a, b, c). Tiriant 

žmonių mėginius, iš visų išbandytų žiurkių HEV kapsidės baltymų geriau 

veikia sutrumpintas variantas. Tiriant kiaulių mėginius geriau veikė pilno ilgio 

žiurkių HEV kapsidės baltymas (3.4 skyrius). Tokio pat rezultato, kaip kiaulių 

mėginių tyrimo atveju, kai žiurkių HEV IFA nustato tik kryžmiškai 

3.28 pav. IFA su rekombinantiniais HEV baltymais ROC analizė. AUC – 

plotas po ROC kreive, PI – pasikliautinieji intervalai. 

Testas AUC Standartinė paklaida 95 % PI

HEV-3 IFA 0,721 0,053 0,617–0,826

Žiurkių HEV IFA 0,530 0,062 0,409–0,652

Sutrumpinto žiurkių HEV IFA 0,777 0,053 0,673–0,881
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specifiškus HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymams antikūnus, bet 

specifiškų tik žiurkių HEV nenustato, vertinant sutrumpinto žiurkių HEV 

antigeno IFA nenustatyta (3.29 pav. c ir d). Apibendrinant galima teigti, kad 

išbandyti mielėse sintetinti HEV kapsidės baltymai nėra tinkami antikūnų 

prieš HEV nustatymui žmonių kraujo serumo mėginiuose. Tinkamo testo 

mėginių tyrimui AUC turi būti 1 arba arti 1, o jautrumas ir specifiškumas bent 

90 % ir daugiau. Taip pat tai neleidžia patikrinti 3.2 skyriuje iškeltos 

hipotezės, kad serologiniais testais galima vertinti HEV-3 ir žiurkių HEV 

infekcijų paplitimą žmonių mėginiuose. 

 

 

3.29 pav. Koreliacija tarp skirtingais testais gautų rezultatų. „Wantai 

HEV-IgG ELISA“ rezultatų koreliacija su HEV-3 IFA (a), žiurkių HEV 

IFA (b), sutrumpinto žiurkių HEV antigeno IFA (c), HEV-3 IFA ir 

sutrumpinto žiurkių HEV antigeno IFA rezultatų koreliacija (d). rs – 

Spearman koreliacijos koeficientas. Tiesė, lygiagreti ordinačių ašiai, yra 

testo, nurodyto abscisių ašyje, ribinė vertė ir atvirkščiai. 
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3.6 HEV kapsidės baltymų nustatymas kraujo mėginiuose 

HEV antigeno nustatymas yra rodiklis, kuris parodo aktyvią HEV 

replikaciją. Žmonių ir kiaulių HEV seroteigiami ir žiurkių HEV teigiami 

mėginiai buvo ištirti „Wantai HEV-Ag ELISA“ ir dviepitopės IFA, 

panaudojant šiame darbe sukurtus MAk, testais. Dviepitopė IFA yra IFA 

variantas, kuriuo panaudojant MAk yra išgaudomas antigenas. Išbandžius 

įvairias MAk poras buvo pasirinkti MAk CPE4, kurie išgaudo HEV-3 ir 

žiurkių HEV kapsidės baltymus ir MAk CPD9 žymėti Alexa Fluor 555, kurie 

detektuoja MAk CPE4 išgaudytus antigenus (3.30 pav.). Fluorescencinė 

antikūno–antigeno–antikūno komplekso detekcija pasirinkta dėl didesnio 

jautrumo. Siekiant išsiaiškinti šios sistemos specifiškumą, buvo išbandyti 

rekombinantiniai HEV-3, sutrumpintas ir pilno ilgio žiurkių HEV kapsidės 

baltymai (3.30 pav.). Dviepitopė IFA išgaudo visus rekombinantinius HEV 

kapsidės baltymus, o nustatant sutrumpintą žiurkių HEV kapsidės baltymą 

gaunamas stipresnis signalas. 

„Wantai HEV-Ag ELISA“ testu ištyrus žmonių mėginius, kuriuose buvo 

nustatyti antikūnai prieš HEV, nustatyti 2 teigiami mėginiai iš 34 tirtų (lentelė 

3.4). Mėginyje, kuriame nustatyti IgM ir IgG antikūnai prieš HEV, HEV 

antigenas nenustatytas. Dviepitopė IFA nustatė 9 iš 34, tarp jų ir abu mėginiai, 

teigiami „Wantai HEV-Ag ELISA“ testu. 

3.30 pav. Dviepitopės IFA HEV kapsidės baltymo nustatymui schema ir 

specifiškumas. 
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Kiaulių mėginiuose HEV antigenas nustatytas 11 iš 72 tirtų mėginių 

(„Wantai HEV-Ag ELISA“), o dviepitope IFA 45 iš 72 mėginių. Tik 2 iš 11 

teigiamų mėginių pagal „Wantai HEV-Ag ELISA“ buvo teigiami dviepitopėje 

IFA. 

Žiurkių mėginiuose HEV antigenas dviepitope IFA nustatytas 2 iš 31 

mėginio. „Wantai HEV-Ag ELISA“ testu nė vienas tirtas žiurkių mėginys 

nebuvo teigiamas. 

 

Lentelė 3.4. HEV antigeno nustatymo skirtinguose mėginiuose rezultatai. 

Mėginiai „Wantai HEV-Ag 

ELISA“ teigiami (%) 

Dviepitope IFA 

teigiami (%) 

Teigiami abejais 

testais (%) 

Žmonių HEV 

seroteigiami 

2 iš 34 (5,88) 9 iš 34 (26,47) 2 iš 34 (5,88) 

Kiaulių HEV 

seroteigiami 

11 iš 72 (15,28) 45 iš 72 (62,5) 2 iš 72 (2,78) 

Žiurkių HEV 

teigiami 

0 iš 31 (0) 2 iš 31 (6,45) 0 iš 31 (0) 

 

Gauti duomenys rodo, kad rezultatai gauti „Wantai HEV-Ag ELISA“ ir 

dviepitopės IFA, panaudojant šiame darbe sukurtus MAk, nesutampa. Tai gali 

nulemti skirtingas testų specifiškumas žmonių ir kiaulių mėginių atveju. Jeigu 

laikytume, kad „Wantai HEV-Ag ELISA“ yra atskaitos testas, tada dviepitopė 

IFA nustato daug klaidingai teigiamų mėginių. Kiaulių mėginių tyrimas taip 

pat verčia abejoti dviepitopės IFA jautrumu, nes iš 11 „Wantai HEV-Ag 

ELISA“ testu teigiamų mėginių dviepitopė IFA nustato tik 2. Toks rezultatų 

nesutapimas taip pat gali būti sąlygotas testuose naudojamų antikūnų 

specifiškumo. Nėra žinoma, ar „Wantai HEV-Ag ELISA“ testo išgaudantys 

antikūnai yra kryžmiškai specifiški žmonių ir žiurkių HEV. Ištyrus skirtingų 

koncentracijų rekombinantinių HEV kapsidės baltymų tirpalus, nustatyta, kad 

„Wantai HEV-Ag ELISA“ nustato tik HEV-3 kapsidės baltymą (8 priedas). 

Dviepitopėje IFA naudojami MAk CPE4 ir CPD9 yra kryžmiškai specifiški 

HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymams (3.30 pav.). Tai rodo, kadtestai 

nustato HEV antigeną prisijungdami prie skirtingų epitopų. Be to, tiriant 

žiurkių mėginius dviepitopė IFA nustatė teigiamų mėginių, o „Wantai HEV-

Ag ELISA“ – ne. Tai leidžia spėti, kad „Wantai HEV-Ag ELISA“ gali būti 

netinkamas testas žiurkių HEV antigeno nustatymui. Visgi norint tiksliau 

apibūdinti ir palyginti tirtų testų veikimą reikėtų ištirti didesnį HEV antigeną 

turinčių mėginių kiekį. 
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3.7 Rezultatų apibendrinimas 

Disertacijos metu panaudojant mielėse susintetintus HEV-3 ir žiurkių HEV 

kapsidės baltymus kaip imunogenus buvo sukurta MAk kolekcija. Ištyrus 

MAk specifiškumą IFA metodu paaiškėjo, kad 6 MAk (2B2, CPE1, CPH7, 

CPE2, CPF6, 5G5) sukurti imunizuojant žiurkių HEV kapsidės baltymu yra 

jam specifiški. Aštuoni MAk (CPB11, CPC7, CPH6, CPE9, CPD7, 4G4, 5F3, 

CPC9) sukurti imunizuojant HEV-3 kapsidės baltymu yra jam specifiški. 

Keturi MAk (2E6, CPE4, CPD9, 9C8) reagavo su abejais HEV-3 ir žiurkių 

HEV kapsidės baltymais. Įvertinus MAk giminingumą HEV-3 ir žiurkių HEV 

kapsidės baltymams nustatyta, kad MAk specifiškų HEV-3 tariamosios 

disociacijos konstantos yra 9,91×10-10–2,32×10-11 M, o MAk specifiškų 

žiurkių HEV – 4,32×10-9–1,48×10-10 M. Tai rodo, kad MAk pasižymi aukštu 

giminingumu antigenams. Atlikus MAk atpažįstamų epitopų HEV-3 ir žiurkių 

HEV kapsidės baltymuose analizę ištirta, kad MAk prisijungimo vietos tiek 

HEV-3, tiek žiurkių HEV kapsidės baltymuose yra išsidėsčiusios visuose šių 

baltymų domenuose. Toks MAk atpažįstamų epitopų išsidėstymas HEV-3 

kapsidės baltyme nustatytas pirmą kartą. Patikrinus HEV-3 specifiškų MAk 

gebėjimą atpažinti natūralų virusą, nustatyta, kad 9 iš 12 MAk reaguojančių 

su rekombinantiniu HEV-3 kapsidės baltymų taip pat atpažįsta ir natūralų 

virusą. Su virusu reaguojančių MAk CPB11, CPC7, CPH6, 9C8 ir CPD9 

epitopai yra HEV-3 kapsidės baltymo S domene, o MAk 4G4 ir 5F3 – P 

domene. MAk 2E6 ir CPE4 tikslaus epitopo HEV-3 kapsidės baltyme 

nustatyti nepavyko, tačiau šie MAk žiurkių HEV kapsidės baltyme atpažįsta 

M domeną. Siekiant detaliau apibūdinti MAk prieš žiurkių HEV kapsidės 

baltymą, būtų galima atlikti laukinių žiurkių infekuotų žiurkių HEV kepenų 

audinio pjūvių dažymą imunofluorescencijos metodu. Tokį eksperimentą būtų 

galima atlikti ir su ląstelių linijoje kultivuotu žiurkių HEV. Tikėtina, kad 

neseniai nustatytos žiurkių HEV zoonozės padidins įrankių skirtų žiurkių 

HEV tyrimams poreikį. 

Darbo metu buvo sukurtos ir išbandytos antikūnų prieš HEV nustatymo 

sistemos rekombinantinių HEV kapsidės baltymų pagrindu. Šios sistemos 

išbandytos tiriant laukinių žiurkių, kiaulių ir žmonių mėginius. Visos sistemos 

paremtos netiesioginės IFA tipu. Laukinių žiurkių mėginiai Lietuvoje tirti 

pirmą kartą. Visų pirma žiurkių kepenų audinio mėginiai ištirti nustatant 

žiurkių HEV RNR PGR metodais. Nustatyta, kad 8,3 % žiurkių užsikrėtusios 

žiurkių HEV. Apibūdinti mėginiai patikrinti serologiniais testais, kurie 

nustato IgM ir IgG klasių antikūnus prieš žiurkių HEV. Paaiškėjo, kad 31,2 % 
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žiurkių turi antikūnus prieš žiurkių HEV. Tai rodo, kad žiurkių HEV plinta 

Lietuvos laukinėse žiurkėse. 

Kiaulių mėginiai buvo visų pirma apibūdinti įsigytu serologiniu testu. 

Nustatyta, kad 50,51 % tirtų kiaulių buvo susidūrusios su HEV infekcija. 

Kiaulių kraujo mėginiai tuomet buvo ištirti sukurtais serologiniais testais 

panaudojant mielėse susintetintu HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymus. 

Įvertinus šių testų veikimą, paaiškėjo, kad netiesioginė IFA naudojant HEV-3 

kapsidės baltymą yra efektyviausia. Sukurto antikūnų prieš HEV nustatymo 

kiaulių mėginiuose testo parametrai yra perspektyvūs, todėl ateityje būtų 

galima, su išbandytu rekombinantiniu HEV-3 kapsidės baltymu, vystyti testą 

toliau ištiriant didesnę mėginių imtį. 

Žmonių mėginių tyrimui buvo surinkti mėginiai suskirstyti į 4 grupes. Trys 

grupės yra teoriškai HEV infekcijos padidintos rizikos: pacientai su 

transplantuotais inkstais, pacientai sergantys lėtinėmis inkstų ligomis, kuriems 

atliekamos dializės procedūros ir kuriems nėra atliekamos. Ketvirtoji grupė 

sudaryta iš sveikų, lėtinėmis kepenų ir inkstų ligomis nesergančių, individų. 

Visų pirma žmonių kraujo serumo mėginiai apibūdinti įsigytomis IgM ir IgG 

klasių antikūnus prieš HEV nustatančiais testais. Paaiškėjo, kad tik 1 inkstų 

transplantato recipientas mėginio surinkimo metu turėjo IgM, taip pat ir IgG 

prieš HEV. Tai rodo, kad tuo metu vyko aktyvi HEV infekcija. IgG prieš HEV 

nustatyti 14,91 % tirtų žmonių. Kontrolinėje grupėje antikūnai prieš HEV 

nustatyti 10,53 % žmonių. Deja, bet kontrolinėje grupėje buvo 76 individai ir 

tokia imtis nėra tinkama paplitimo vertinimui bendroje populiacijoje. 

Palyginus antikūnų prieš HEV nustatymo dažnį skirtingose grupėse, nustatyta, 

kad lėtinėmis inkstų ligomis sergančių pacientų grupėje paplitimas yra 

didžiausias – 14,52 %. Tai rodo, kad šie pacientai turi 3,7 karto didesnį šansą 

būti susidūrę su HEV infekcija. Tai reiškia, kad lėtinės inkstų ligos yra HEV 

infekcijos padidintos rizikos veiksnys. Žmonių mėginius ištyrus su sukurtais 

serologiniais testais rekombinantinių HEV kapsidės baltymų pagrindu, 

nustatyta, kad šie testai veikia blogiau negu komerciniai. 

Laukinių žiurkių teigiami, kiaulių ir žmonių seroteigiami kraujo mėginiai 

ištirti įsigytu HEV antigeno nustatymo testu ir sukurtu imunocheminiu 

metodu MAk pagrindu. Gauti rezultatai skirtingomis sistemomis beveik 

visiškai nesutapo. Išbandžius abu testus su rekombinantiniais HEV-3 ir 

žiurkių HEV kapsidės baltymais, paaiškėjo, kad įsigytas testas yra specifiškas 

HEV-3 antigenui, o sukurtas nustato HEV-3 ir žiurkių HEV antigenus. Tai 

rodo, kad šių testų rezultatai nesutampa dėl skirtingo specifiškumo. Taigi 

tikrintų testų efektyvumas skiriasi. Įsigytas HEV antigeno testas taip pat 
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negali būti naudojamas žiurkių HEV antigeno nustatymui. Kadangi sukurtas 

imunocheminis metodas nustato ir HEV-3, ir žiurkių HEV antigenus, tai 

galėtų būti naudingas įrankis neseniai nustatytų žiurkių HEV zoonozių 

tyrimams. 
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IŠVADOS 

1. Mielėse susintetinti HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymai sukelia 

stiprų imuninį atsaką pelėse. Naudojant imunizuotų pelių blužnies 

ląsteles, sukurta 18 hibridomų, iš kurių 8 sintetina monokloninius 

antikūnus specifiškus HEV-3 kapsidės baltymui, 6 – žiurkių HEV ir 4 

– kryžmiškai specifiškus abiejų virusų kapsidės baltymams. 9 iš 18 

antikūnų geba identifikuoti natūralų virusą. 

2. Panaudojant monokloninius antikūnus, ištirta HEV kapsidės baltymų 

antigeninė struktūra, nustatytos imunodominuojančios sritys 

išsidėsčiusios visuose HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės baltymų 

domenuose. Toks HEV-3 kapsidės baltymo epitopų išsidėstymas 

nustatytas pirmą kartą. 

3. Sukurtu serologiniu ir molekuliniais HEV nustatymo metodais ištyrus 

laukinių žiurkių mėginius, antikūnai prieš HEV nustatyti 31,2 %, o 

HEV RNR – 8,3 % tirtų Lietuvos laukinių žiurkių mėginių. 

4. Serologiniais metodais ištyrus kiaulių kraujo mėginius, nustatyta 50,51 

% HEV seroteigiamų mėginių. Įvertinus rekombinantinių HEV 

kapsidės baltymų tinkamumą antikūnų prieš HEV nustatymui kiaulių 

mėginiuose nustatyta, kad rekombinantinio HEV-3 kapsidės baltymo 

pagrindu sukurta IFA yra efektyviausia. 

5. Ištyrus HEV specifiškus antikūnus žmonių kraujo mėginuose, 

nustatyta, kad 14,91 % tirtų asmenų buvo susidūrę su HEV infekcija, 

nes jiems nustatyti IgG antikūnai prieš HEV. Palyginus HEV 

serologinį paplitimą tiriamosiose grupėse patvirtinta, kad lėtinės inkstų 

ligos yra HEV infekcijos padidintos rizikos veiksnys. 

6. Dėl mažo mėginių su ūmios HEV infekcijos žymenimis skaičiaus 

nepavyko įvertinti naujai sukurto IFA testo monokloninių antikūnų 

pagrindu efektyvumo nustatant HEV-3 ir žiurkių HEV kapsidės 

baltymus tiriant žiurkių HEV teigiamus, kiaulių ir žmonių HEV 

seroteigiamus mėginius. 
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PRIEDAI 

1 priedas. Laukinių žiurkių duomenys. 

  Charakteristika Žiurkių skaičius % 

Rūšis R. norvegicus 27 24,77 

  R. rattus 76 69,72 

  R. rattus (ruda forma) 6 5,50 

  Iš viso: 109 100 

Vieta Šilutės raj. 6 5,50 

  Joniškio raj. 3 2,75 

  Rokiškio raj. 12 11,01 

  Utenos raj. 1 0,92 

  Vilniaus raj. 6 5,50 

  Zarasų raj. 81 74,31 

  Iš viso: 109 100,00 

Data 2014 m. 12 11,01 

  2015 m. 45 41,28 

  2016 m. 23 21,10 

  2017 m. 29 26,61 

  Iš viso: 109 100,00 

Lytis mot. 56 51,38 

  vyr. 49 44,95 

  nenustatyta 4 3,67 

  Iš viso: 109 100,00 

Masė, g 0-100 54 49,54 

  100-200 33 30,28 

  200-300 10 9,17 

  300 ir daugiau 12 11,01 

  Iš viso: 109 100,00 

Amžius jauniklis 67 61,47 

  suaugėlis 42 38,53 

  Iš viso: 109 100,00 
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2 priedas. MAk kryžminio specifiškumo ir giminingumo tyrimas IFA. 
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3 priedas. Imunoblotingo su MAk prieš HEV kapsidės baltymus nuotraukos. 

SDS-PAGE – baltymų elektroforezė, nuotraukų pavadinimai atitinka MAk 

klono pavadinimus. 1 – Žiurkių HEV, 2 – HEV-3 kapsidės baltymai (1 µg 

takelyje), 3 – E. coli susintetintas žiurkių HEV kapsidės baltymas (gauta iš 

prof. dr. Rainer G. Ulrich), 4 – S. cerevisiae lizatas. 
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4 priedas. HEV-3 ir žiurkių HEV kaspidės baltymų persidengiančių 

fragmentų sintezė E. coli raiškos sistemoje. Žiurkių HEV kapsidės baltymo 

fragmentų sintezės baltymų elektroforezės (a) ir IB (b) nuotraukos: 1 – 

baltymų molekulinės masės standartas; 2, 3 – E. coli sintetinančių, F1-žiurkių 

HEV oligopeptidą, lizatas atitinkamai prieš ir po indukcijos IPTG; 4, 5 – E. 

coli sintetinančių, F2-žiurkių HEV oligopeptidą, lizatas atitinkamai prieš ir po 

indukcijos IPTG; 6, 7 – E. coli sintetinančių, F3-žiurkių HEV oligopeptidą, 

lizatas atitinkamai prieš ir po indukcijos IPTG; 8 – žiurkių HEV kapsidės 

baltymas (1 µg). HEV-3 kapsidės baltymo fragmentų sintezės baltymų 

elektroforezės (c) ir IB (d) nuotraukos: 1 – baltymų molekulinės masės 

standartas; 2, 3 – E. coli sintetinančių, F1-HEV-3 oligopeptidą, lizatas 

atitinkamai prieš ir po indukcijos IPTG; 4, 5 – E. coli sintetinančių, F2-HEV-

3  oligopeptidą, lizatas atitinkamai prieš ir po indukcijos IPTG; 6, 7 – E. coli 

sintetinančių, F3-HEV-3 oligopeptidą, lizatas atitinkamai prieš ir po 

indukcijos IPTG.

. 
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5 priedas. MAk sąveika su žiurkių HEV kapsidės baltymo persidengiančiais 

fragmentais IFA (a) ir IB (b) ir su HEV-3 kapsidės baltymo fragmentais IFA 

(c) ir IB (d). (a) ir (c) IFA naudoti MAk-HRP optimaliu skiedimu, lentelėje 

pateikti OT, „–“ – netikrinta, teigiamu rezultatu laikomas OT > 0,2. (b) 

Imunoblotingo nuotraukų pavadinimai atitinka MAk kloną, E. coli, 

sintetinančių 1 – F1-žiurkių HEV, 2 – F2-žiurkių HEV, 3 – F3-žiurkių HEV 

fragmentus, lizatai, 4 – žiurkių HEV kapsidės baltymas. (d) Imunoblotingo 

nuotrauktų pavadinimai atitinka MAk kloną, E. coli, sintetinančių 1 – F1-

HEV-3, 2 – F2-HEV-3, 3 – F3-HEV-3 fragmentus lizatai, 4 – HEV-3 kapsidės 

baltymas. 

  

 

a

MAk
F1-žiurkių 

HEV

F2-žiurkių 

HEV

F3-žiurkių 

HEV

Žiurkių HEV 

112-608 

aminor.

Žiurkių HEV 

kapsidės 

baltymas

2E6 0,6724 0,3633 0,3742 2,0198 2,4290

CPE4 0,7494 0,5989 0,3752 1,9579 2,6748

CPD9 0,1314 0,0629 0,1274 1,2402 2,7627

9C8 – – – 0,0560 2,6157

2B2 0,7621 0,9565 1,0245 2,8567 2,0124

CPE1 0,0466 2,9724 0,0686 2,9765 2,5753

CPH7 0,0135 2,9206 0,0214 3,0387 2,5909

CPE2 – – – 0,0497 2,8506

CPF6 – – – 0,0441 2,8612

5G5 – – – 2,8866 2,0301
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c

MAk F1-HEV-3 F2-HEV-3 F3-HEV-3

HEV-3 

112-608 

aminor.

HEV-3 

kapsidės 

baltymas

2E6 0,0306 0,0370 0,0304 0,9390 1,6460

CPE4 0,0330 0,0321 0,0405 1,2990 2,4540

CPD9 0,7926 0,0435 0,1617 1,1190 2,0500

9C8 1,0464 0,0301 0,1033 1,7070 2,8755

CPB11 2,9014 0,0443 0,0681 1,3300 2,5690

CPC7 1,1587 0,0349 0,0536 0,9460 1,2650

CPH6 1,9165 0,0362 0,0775 2,5390 3,3750

CPE9 0,5552 0,0923 0,1729 1,3350 0,9930

CPD7 0,4051 0,0639 0,0974 2,8510 3,6420

4G4 0,0929 0,1036 0,4484 2,0930 2,3175

5F3 0,1237 0,1316 0,5354 1,6480 1,9865

CPC9 0,1177 0,1083 0,3589 1,8705 2,1520
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6 priedas. MAk gebėjimo atpažinti HEV-3 infekuotose ląstelėse tyrimo IF 

nuotraukos. Nuotraukų pavadinimas atitinka MAk klono naudoto dažymui 

pavadinimą. Mėlyna spalva – branduoliai, žalia spalva – HEV kapsidės. 

Mastelis toks kaip 3.11 pav. 



167 

 

 

7 priedas. Žiurkių mėginių tyrimas netiesiogine IFA naudojant pilno ilgio ir 

sutrumpintą žiurkių HEV kapsidės baltymus, nustatant IgM ir IgG klasių 

antikūnus prieš žiurkių HEV. 

 

 

8 priedas. Rekombinantinių HEV kapsidės baltymų detekcija naudojant 

„Wantai HEV-Ag ELISA“ testą. 
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