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Analytické parametry stanoveni anti-HCV a HCYV antigenu

Abstrakt

Hepatitida C je globalni zdravotni problém, ktery postihuje miliony lidi a je hlavni
pti¢inou jaternich onemocnéni, v€etné cirhozy a hepatocelularniho karcinomu. Vzhledem
k asymptomatickému prabéhu mnoha infekci je potifebna efektivni laboratorni
diagnostika. Cilem této bakalarské prace bylo provést komparativni analyzu dvou
diagnostickych metod pro detekci anti-HCV a HCV antigenu ve vzorcich séra a plazmy
pacienti a posoudit jejich diagnostickou spravnost na zaklad€ srovnani s kvantitativni
PCR a specifickym imunoblotem. V ramci studie byly pouzity metody
chemiluminiscencni mikro¢asticova imunoanalyza (CMIA) na prfistroji Architect

12000SR a elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyza (ECLIA) na pfistroji Cobas Pure.

Védecky prinos prace spociva ve zhodnoceni a popisu diagnostické efektivity a omezenti
obou testovacich metod v laboratorni praxi, coz miize piispét k preciznéjsi diagnostice
hepatitidy C a moznému zlepSeni diagnostickych postupt, coz ma dilezité implikace pro
klinickou praxi, zejména ve vztahu k vybéru vhodné diagnostické metody v zavislosti na

klinickém kontextu pacienta.

Klicova slov
Hepatitida C; anti-HCV; HCV Ag; chemiluminiscen¢ni mikro¢asticova imunoanalyza;

elektrochemiluminiscen¢éni imunoanalyza; HCV RNA
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Analytical parameters for the determination of anti-HCV and HCV
antigen

Abstract

Hepatitis C is a global health problem that affects millions of people and is a major cause
of liver disease, including cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Due to the
asymptomatic course of many infections, effective laboratory diagnosis is needed. The
aim of this bachelor thesis was to perform a comparative analysis of two diagnostic
methods for the detection of anti-HCV and HCV antigen in serum and plasma samples
from patients and to assess their diagnostic accuracy by comparison with quantitative
PCR and specific immunoblotting. The methods used in the study were chemiluminescent
microparticle  immunoassay (CMIA) on the Architect 12000SR  and

electrochemiluminescent immunoassay (ECLIA) on the Cobas Pure.

The scientific contribution of this thesis lies in the evaluation and description of the
diagnostic performance and limitations of both test methods in laboratory practice, which
may contribute to a more accurate diagnosis of hepatitis C and possible improvement of
diagnostic procedures, which has important implications for clinical practice, especially
in relation to the selection of the appropriate diagnostic method depending on the clinical

context of the patient.

Key words
Hepatitis C; anti-HCV; HCV Ag; chemiluminescent microparticle immunoassay;

electrochemiluminescent immunoassay; HCV RNA
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1 Uvod

Virové hepatitidy predstavuji vyznamny globalni zdravotni problém. I pfesto, ze pro tato
onemocnéni existuje nékolik trovni velmi uc€inné prevence, ro¢né si vyzada odhadem
1-2 miliony umrti na celém svété. Muzeme je délit dle délky trvani na akutni a chronické
formy. Akutni stadia jsou znepokojujici svou prevalenci, zatimco chronické faze, které
se rozvijeji po Sesti mésicich od expozice, mohou vést k jaterni cirhdze nebo

hepatocelularnimu karcinomu. (KHSSTC, 2022)

Virové hepatitidy ozna¢ované pismeny A, B, C, D, E, G, maji zasadni dopad na vefejné
zdravi, zvlasteé hepatitida C, jako nejCastéjsi pfiCina jaternich onemocnéni ve vyspélych
zemich. Tato infekce je vyznamnym zdravotnim problémem kvili své vysoké prevalenci,
asymptomatickému pribéhu a potencialnimu pfechodu do chronického stadia, coz
predstavuje riziko pro jednotlivce 1 spole¢nost. Absence ucinné vakciny a riziko Sifeni
viru dale podtrhuji potfebu pokrocilé laboratorni diagnostiky a screeningovych programd.
Tyto iniciativy jsou nezbytné pro v¢asnou identifikaci infikovanych jedinct, zahajeni

1écby a minimalizaci dalSiho Sifeni infekce. (KHSSTC, 2022)



2 Teoreticka Cast

2.1 Charakteristika virové hepatitidy typu C

V roce 1989 byl virus hepatitidy C poprvé izolovan. Do této doby byla tato nemoc
povazovana za zahadnou, jelikoz se nedala plné klasifikovat jako hepatitida A nebo B,
coz vedlo k oznacovani jako "non-A, non-B hepatitis" (hepatitida, ktera neni typu A ani
B). Tato terminologie odrazela nejen neznalost puvodce, ale také obtize pfi

diagnostikovani a lé¢eni této nové formy hepatitidy. (Husa, 2005)

Podle Svétové zdravotnické organizace je globalni odhad poctu lidi s chronickou infekci
hepatitidy C priblizné¢ 50 miliont. Kazdy rok piibyva asi 1,0 milion novych infekci.
Vroce 2022 zemielo na komplikace spojené s virovou hepatitidou C (VHC), a to

prevazné na cirhozu a hepatocelularni karcinom pfiblizné 242 000 lidi. (WHO, 2024)

Vzhledem k omezené dostupnosti tdaji pro urcité zemé je tento odhad odvozen spise
zvazenych prumérd pro regiony nez pro konkrétni zemé. Spojené kralovstvi
a Skandinavie hlasily nejnizsi miru prevalence (0,01 %-0,1 %), zatimco Egypt hlasil

nejvyssi miru prevalence (15 %-20 %). (Alter, 2007)
Infekce virem hepatitidy C patii mezi krvi prenosné infekce.
Primarnimi cestami, jimiz se virus hepatitidy C (HCV) prenasi, jsou:
e Transfuze krevnich produktt
e Uzivani drog injekcni cestou

e Provadéni tetovani a piercingu v neaseptickych podminkach, ¢asto v amatérském

prostiedi
e Pravidelné 1écebné procedury dialyzou
o Riziko profesni expozice viru
o Sexualni styk s HCV pozitivni osobou
e Domaci kontakt s HCV pozitivni osobou

e Vertikalni pfenos z matky pozitivni na HCV na novorozence béhem perinatalniho

obdobi



o latrogenni prenos, tedy pfenos skrze Iékarské zakroky
e Prenos skrze transplantaci organa pied rokem 1992

Od zavedeni pravidelného testovani darca krve na pfitomnost HCV v roce 1992 se
hlavnim zdrojem S§ifeni viru stalo sdileni kontaminovanych nastroju pii injekCénim uzivani

drog. (Urbanek, 2017)

Onemocnéni viroveé hepatitidy C se dale rozdéluje dle délky trvani na akutni a chronickou

HCV. (Urbéanek, 2017)
2.1.1 Akutnivirova hepatitida C

Akutni HCV je rané stadium, kdy se znamky infekce béhem Sesti mésici nedari
eliminovat. Inkubacni doba je velmi dlouha, az 180 dni. Dale inicialni faze je u vétSiny
pacienti asymptomaticka a v jedné tietin€ se objevuji nespecifické priznaky, jako je
nechutenstvi, nevolnost, bolest svala a kloubu. Tkterus tedy zloutnuti tkani, kiize a o€niho
bélma se vyvine zcela vyjimecné. Z tohoto divodu je akutni stadium diagnostikovano

ziidka a infekce prechazi do chronicity. (Urbanek et al., 2019; NextLab, 2024)

Existuji v§ak pacienti, je jich okolo 15-30 %, ktefi se spontanné vyléci diky vlastni silné
obranyschopnosti. Zalezi vSak na véku, infek¢éni davce nebo na pfidruzenych nemocich.

(Urbanek et al., 2019; NextLab, 2024)
2.1.2 Chronicka virova hepatitida C

Chronickou fazi mtizeme definovat jako pfitomnost infekce delsi nez Sest mésicu. Prabéh
zustava téz bez symptomu nebo jsou velmi mirné, napiiklad pacienta trapi obCasna inava,
nevyrazné bolesti biicha hlavné v oblasti pod Zebry na pravé strané & nevolnost. Uskali
tohoto problému spociva v potupném poskozeni jater az po jejich cirhozu, aniz by pacient
pocitoval jakykoliv diskomfort. S cirh6zou jater pfichazi i dalsi zavazna komplikace,
a tou je HCC (hepatocelularni karcinom). Celkové je prabéh chronické HCV komplexni
a variabilni u kazdého pacienta, nékterym jedinciim postupuje pomalu a latentni faze trva
i nékolik let, ov§em jini mohou mit nastup o mnoho rychlejsi, a proto je dalezita v€asna

diagnoéza. (Urbanek et al., 2019; Zaltron, 2012)
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2.2 Virus HCV

HCYV je relativné maly, obaleny virus, ktery ma pozitivni jednovlaknovou RNA, slozenou
asi z 9600 nuklotidd. Patii do Celedi Flaviviridae a rodu Hepacivirus. Studie ukazaly, ze
obalené Castice jsou pfiblizné€ ikosaedrické (20 stén), tedy zdanlivé kulovitého tvaru
a maji primér v rozmezi od 56 do 65 nm, kdezto virové jadro meéfi pfiblizné 45 nm.
Virionovda membrana viru obsahuje hroty o velikosti zhruba 6 nm a jsou slozeny

z heterodimert glykoproteinti E1 a E2 (obr. 1). (Morozov a Lagaye, 2018)

it } Viral glycoproteins
Y El, E2

ApoAl,B,C, E Phe B Viral envelope

Lipid membrance of
VLDL or LDL
Core protein

_ 50-60 nm (virion)

70-80 nm (LVP)

Obrazek 1 Virus hepatitdy C (Zdroj: Morozov & Lagaye, 2018)

Genom HCV

Virovy genom (obr. 2) se sklada z 5' a 3' konocovych nekodujicich oblasti (UTR), které
obsahuji sekundarni struktury RNA nezbytné pro virovou replikaci a z centralniho
koduyjiciho regionu. 5' UTR je vysoce konservativni oblast o délce 341-344 nukleotidu
slouzici mimo jiné k navazani HCV RNA na ribozomalni aparat hostitele. Jedna se tedy
o vnitini vstupni misto do ribozomu (IRES), kde se zahajuje translace proteint. Kodujici
oblast HCV genomu lze déle rozdé€lit na Cast obsahujici genetickou informaci pro
strukturalni proteiny (oblasti C, El a E2) a oblasti nesouci informaci pro nestrukturalni
proteiny NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A a NS5B. Jadro (core protein) je stavebni
jednotkou virového nukleokapsidu. Obalové glykoproteiny E1 a E2 interaguji s virovymi
receptory na permisivnich bunkach a zprosttedkovavaji vstup viru. E2 obsahuje také
hypervariabilni oblasti (HVR = hypervariable region) — jedna se o dva useky HVR 1
a HVR 2 nesouci genetickou informaci virového obalu. Vysoka proménlivost tohoto

antigenniho lokusu je soucasti virové strategie a ochrany, nebot jsou cilem
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neutraliza¢nich protilatek hostitele. P7 pisobi jako aviroporin, tedy tvofi iontovy kanaly.
NS2 ma autoproteazovou aktivitu nezbytnou pro St€peni polyproteinu mezi NS2 a NS3.
NS3 pusobi jako serinova proteaza v kombinaci s NS4A, ktera pasobi jako kofaktor
katalyzujici zpracovani polyproteinu HCV. NS3 také vykazuje RNA helikazovou
a NTPazovou aktivitu, coz je esencialni pro proces replikace viru. Tato dvojita aktivita
NS3 je podstatna pro efektivni replikaci viru HCV a pfedstavuje potencialni cil pro

antivirotickou intervenci.

(Abdel-Hakeem & Shoukry, 2014; Boulestin et al., 2002; Wahaab et al., 2022)

IRES
Structural Non-structural
| |
‘33 Wy 2 8 3 '
5 UTR E2 pins2| NS3 NSSA | NssB }5{\@
l N |
Capsid Envelope Viroporin Protease, NS3 protease |Regulates replication RNA-dependant
glycoproteins and helicase co-factor and RNA-polymerase
assembly factor and virus assembly

assembly factor

Autoprotease Membranous web and
and replication complex
assembly factor formation
‘ Signal peptidases @ NS2/3 @ NS3/4A
cleavage sites cleavage sites cleavage sites

Obrazek 2 Genom HCV (Zdroj: Abdel-Hakeem & Shoukry, 2014)

2.2.1 Reprodukce viru v organismu

Virus hepatitidy C (HCV) je znamy svou schopnosti replikovat se v jaternich burikach
(hepatocytech). Reprodukéni cyklus tohoto viru je slozity proces, fizeny sérii interakci
s hostitelskymi faktory a lipoproteiny. Tato schopnost HCV, vyhnout se imunitni
odpovédi a uspésné vstoupit do hepatocytl, je kliCova pro jeho preziti a Sifeni se

vV organismu.

Na zacatku infekce hraji roli apolipoproteiny, které tvoti lipovirové ¢astice (LPV). Tyto
Castice se asociovanim s hostitelskymi lipoproteiny VLDL a apolipoproteiny (apoE
a apoCl) stavaji soucasti krevniho ob&hu. Tato asociace s lipidy poskytuje HCV ochranu
pred imunitni odpovédi a zarovein umoziuje viru interagovat s hostitelskymi faktory, coz

napomaha vstupu do hepatocytu.
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Reprodukéni cyklus HCV lze rozdélit do nékolika krokd, coz zacina vazbou viru na
bunécny povrch. HCV interaguje s jaternimi sinusovymi endotelovymi burkami,
Kupfferovymi buiikami a s bufikami exprimujicimi molekuly L-SIGN (sinusoidalni
endotelialni butiky v jatrech a lymfatickych uzlinach) a DC-SIGN (dendritické buriky).
Vazba HCV na hepatocyty je zprostiedkovana vazbou na hostitelské faktory, jako jsou
receptory lipoproteini o nizké hustoté¢ (LDLR), tetraspanin CD81, scavenger receptor
tfidy B typu 1 (SR-BI), klaudin (CLDN1), okludin (OCLN) a dalsi. Tyto faktory spole¢né
s virovymi glykoproteiny E1 a E2 umoziiuji viru pfechazet z krve na povrch hepatocytu

a nasledné interagovat s dal§imi receptory na membrané buriky.

Receptoroveé zprostiedkovana endocytoza je dalezitym mechanismem vstupu HCV do
bunky. Interakce glykoproteind E1 a E2 s LDLR, CD81, SR-BI, klaudinem CLDN1
a dalsimi faktory umoziuje internalizaci viru do butiky klathrin—dependetni endocyt6zou.
Tato internalizace je kritickym okamzikem v procesu infekce, ktery umoziiuje prenos viru

do endosomu.

Fuze v endosomélnim kompartmentu je posledni fazi vstupu HCV do hepatocytu. Tento
proces je pH-dependentni a vyvolava konformacéni zmény v obalovych glykoproteinech.
Dochézi k fuzi viru a uvolnéni virové RNA do cytoplazmy hepatocytu. Zde je spustén
proces replikace a translace viru, ktery zajistuje jeho UspéSné mnozeni v hostitelské

burice.

Celkové 1ze konstatovat, ze reprodukéni cyklus HCV je peclivé fizen sérii interakci
s hostitelskymi faktory a lipoproteiny (obr. 3). Tato schopnost viru efektivné vstoupit do
hepatocytu a nasledné se mnozit ma klicovy vyznam pro jeho preziti v hostitelském

organismu.

(Bunz et al., 2022; Seng-Lai, 2006)
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Obrazek 3 Vstup a replikace viru v hepatocytu (Zdroj: Bunz et al., 2022)

V detailnéj§im popisu obrazku 3 vidime, jak virova Castice vstupuje do buriky po
navazani Castice obsahujici lipoproteiny na receptor pro LDL, po kterém néasleduje
specificka interakce virového glykoproteinu E2 s receptory SR-B1 a CD81. Néasledné se
CDS81 vaze na proteiny tésného spojeni CLDN1 a OCLN, coz vede k endocytoze
navazané virové castice (1). Po vstupu do buriky endocytdzou a transportu do casnych
endozomu (2) dojde pfi acidifikaci v pozdnich endozomech k uvolnéni virové RNA do
cytoplazmy (3). RNA je poté pielozena a polyprotein zpracovan (4), coz nasleduje
tvorbou membranové sité pro replikaci RNA (5). Replikace RNA probiha na povrchu
lipidovych kapének (6) a vznikajici virové Castice se sestavuji v ER (endoplazmatické
retikulum) s pomoci heterodimeru E1-E2 (7). Viriony jsou pak ve spojeni s lipoproteiny
dozravany v ER (8). Pfesny mechanismus uvolfiovani HCV z buiiky ziistava nejasny,

proto se znazornil tento krok otaznikem. (9). (Bunz et al., 2022)
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2.2.2 Genotypy HCV

Virus hepatitidy C (HCV) vykazuje Sest odlisnych genotypu, ¢islovanych od jedné do
Sesti, spolu s nekolika podtypy oznaCenymi pismeny, jako jsou napiiklad genotypy la
a 1b. Neéktera literatura udava i 7.genotyp (7a) u par jedinci ve stfedni Africe. Tyto

genotypy se objevily jako geneticky odli§né skupiny béhem evolu¢niho procesu viru.

Mezi celosvétove nejCaste]si patii genotyp 1 (vCetné podtypu 1a nebo 1b) a hned za nim
genotyp 3a s vysokou prevalenci v severni Evropé a jizni Asii. MenSina pacientd je
infikovana genotypy 2.4, 5 nebo 6. Je pozoruhodné, ze genotyp 4 prevlada v Africe ve
srovnani s jinymi regiony, genotyp 6 se vyskytuje hlavné v Asii a genotyp 5 se primarné
vyskytuje v Jizni Africe. Obecné se pozoruje, ze pacienti s HCV typicky vykazuji spise
jeden prevladajici genotyp. Je také dulezité poznamenat, ze genotyp hepatitidy C jedince

zustava v prubéhu Casu konzistentni, proto postaci pouze jediné testovani.

Pochopeni genotypu HCV pacienta ma cenny vyznam, protoze pomaha lékarim pfi
identifikaci nejacinnéjsiho 1éCebného postupu, rizné genotypy totiz vykazuji rizné

reakce na léky pouzivané k 1écbe a eradikaci HCV.

(Urbanek, 2019; U.S. Department of Veterans Affairs (VA), 2018)

V Ceské republice se vyskytuje nejvice genotyp la, b a 3.

2.3 Lécba HCV

Od pocatku 21. stoleti zahrnoval bézny pfistup k 1é€bé chronické infekce virem
hepatitidy C (HCV) pouziti kombinace pegylovaného interferonu alfa (PEG-INF)
a ribavirinu. PEG-INF pomaha posilit imunitni systém pacienta v boji s virem, zatimco
ribavirin puasobi tak, ze snizuje hladiny viru v téle a zvySuje UCinnost interferonu.
V poslednich letech nastala v oblasti farmakologie zasadni revoluce. Nové algoritmy
1écby umoziuji aplikaci terapie s minimem nezadoucich ucinkd a jednoduchym
davkovanim, obvykle v pribéhu dvanacti tydna, avSak v nékterych ptipadech i po dobu

osmi tydnu. Jedna se tzv. IFN-free (bezinterferonovou) 1écbu, kdy se kombinuji

15



minimaln€ dvé ptimo pusobici virostatika (DAA, Direct-acting antivirals), jez se vyuziva

v boji proti chronické hepatitidé C. (Hejda, 2016; Husa, 2019)

DAA jsou rozdélena na zakladé jejich ucinku v ramci virového cyklu (interferujici,
inhibujici konkrétni fazi cyklu). V souCasné dobé jsou k dispozici razné typy téchto

piipravka:

- Inhibitory NS3/4A protedzy (s pfiponou -previr): simeprevir (SMV), telaprevir

(TPV), boceprevir (BOC), paritaprevir, asunaprevir, grazoprevir,

- Inhibitory NS5B polymerazy (s pfiponou -buvir): sofosbuvir (SOF), dasabuvir,

beclabuvir,

- Interference s NS5A replikaénim komplexem (s pfiponou -asvir): daclatasvir

(DCV), ledipasvir (LDV), veltapasvir (VEL), ombitasvir, elbasvir. (Hejda, 2016)

Lécba by méla byt posouzena na zakladé analyzy raznych faktord, jako jsou napf. stav
pacienta a jeho vnimavost, koinfekce (HIV, HBV) ¢i stadium jaterniho onemocnéni.
Dulezita je i pecliva sledovanost virové aktivity béhem pocatecnich fazi antivirové 1écby.
Délku lécby lze presné prizpusobit tak, aby vyhovovala kazdému jednotlivému
pacientovi. Vnimavost pacienta je vySetfovana pomoci testu na protilatky proti viru HCV
a virova aktivita je sledovana mérenim virové RNA metodu PCR (polymerazova fetézova

reakce). (Hejda, 2016; Husa, 2019)

Cilem terapie je zabranit rozvoji komplikaci HCV infekce, coz je podminéno dosazenim
eradikace infekce HCV. Za dikaz eradikace infekce se bere dosazeni SVR (sustained
virologic response, setrvala virologicka odpoveéd) tedy stavu, kdy se v krvi pacienta
nedaji pomoci PCR detekovat zadné stopy viru hepatitidy C po ukonceni 1écby.
(Husa, 2019)

2.4 Laboratorni Diagnostika HCV

Diagnostické postupy pro detekci infekce HCV lze rozdélit na dvé kategorie. Prvni z nich
jsou piimé metody, které umoziiuji identifikaci specifickych antigeni (HCV Ag) nebo

virové RNA v pacientove krvi, a dalsi z nich jsou nepiimé serologické metody, jez zji§t'uji
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ptitomnost anti-HCV protilatek, pfipadné 1ze sledovat také aktivitu ALT v séru/plazmé

pacienta.

Metody zaméfené na detekci protilatek anti-HCV jsou specificky orientovany na
identifikaci imunoglobulina tfidy G (IgG). Tato tiida protilatek, ktera je detekovatelna
v krevnim ob&hu pacienta potencialné po cely zivot, indikuje expozici viru hepatitidy C.
Prestoze tyto IgG protilatky poskytuji dikaz o pfedchozi expozici nebo stavajici infekci,
neni jim pfisuzovana schopnost neutralizovat virus, a tudiz nezajistuji ochranu proti

mozné reinfekci. (“Trendy v Hepatologii”, 2010)

Zajimavou alternativou k PCR je metoda detekce antigent HCV, ktera ma nizsi riziko
kontaminace. Je urCena ke kvantitativnimu stanoveni core antigenu viru hepatitidy C
v lidském séru a plazmé, které 1ze provadét na imunoanalytickych systémech. HCV Ag
je pfimy marker infekce a ma vynikajici korelaci s koncentracemi HCV RNA, ackoliv ma
stale nizsi citlivost. Pfi screeningovém vysetienim HCV presto vyrazné redukuje tzv.
diagnostické okno (obr.4) a je mozné s nim monitorovat 1écbu, ale nelze s nim potvrdit

SVR. (Majchrzak et al., 2022)

Dulezitym parametrem je i sérova aktivita alaninaminotransferazy (ALT) v kontextu
chronické virové hepatitidy C, kdy je typicky mirné zvySena, obvykle jeden az
dvojnasobek horni hranice normalniho rozmezi (né€ktefi pacienti mohou mit dokonce
aktivitu ALT v norm¢). V dusledku toho je nutné, aby pacienti s mirnym zvySenim

aktivity ALT podstoupili alespon jednou test prokazujici infekci HCV. (Hejda, 2016)

Incubation Acute phase Cure
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Obrazek 4 Kinetika markerii od expozice viru (Zdroj: Hepatitis C antibodies: Hepatitis C, ¢2024)
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2.4.1 Screening HCV

V soucasné dob& je pro MZCR kontrola HCV infekce prioritou. Proto k zakladnim
postupim screeningu infekce patii identifikace rizikovych skupin, kde je

pravdépodobnost kumulace infikovanych osob.

Screeningovy test na infekci virem HCV je vySetfeni protilatek proti viru hepatitidy C,
tedy anti-HCV. VSichni lidé, u kterych existuje podezieni, ze jsou nebo v pribéhu Zivota
byli exponovani né€kterému z rizikovych faktor pfenosu, by méli byt testovani na
reaktivitu anti-HCV. Na zakladé védomosti o moznostech pfenosu se doporucuje

testovani zejména u nasledujicich skupin osob:

e s predchozi anamnézou injekéniho uzivani drog, vcetné jednorazovych aplikaci

(PWID)
* vézni
e piijemci krevnich derivatu ¢i pfijemci organovych transplantatt ped rokem 1992
e HIV pozitivni osoby
e MSM (men who have sex with men) — muzi majici sex s muzi
e hemofilici 1é¢eni pied rokem 1987
e osoby s anamnézou hemodialyzy (i akutni a kratkodobé)

e osoby u kterych dochézi k nevysvétlitelnému zvyseni hladiny aminostransferaz

(ALT).

e nove od 1.1.2024 se doporucuje testovat vSechny téhotné zeny bez predchozi

indikace ¢i podezieni

e déti narozené HCV pozitivnim matkam, které jsou testovany az po 18. meésici

véku

zdravotniCti pracovnici a jiné osoby s iatrogennim rizikem pfenosu

(KDP UZIS, 2021; Urbanek et al., 2017)
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Mezi skupiny, u kterych je povinné provadét screeningové vysetieni na piitomnost viru

hepatitidy C (HCV), jak je definovano ve Vyhldsce o lidské krvi (2008), patii darci krve.

Nepritomnost protilatek nevylu¢uje HCV infekci v ranné akutni fazi, v tomto ptipade
muze byt tzv. imunologické okno, které je velmi variabilni a pohybuje se v rozmezi 3-8
tydna. Pfitomnost viru ukazujici na aktivni (bud’ akutni nebo chronickou) infekci musi

byt jesté potvrzena testovanim HCV Ag nebo RNA (obr.5).

Anti-HCV

Reaktivni

Nereaktivni

Anti-HCV WB
Pozitivni

RNA HCV pomoci
PCR PCR

Nedetekovana

RNA HCV pomoci

Nedetekovany
specifické protilatky
proti VHC

Anti-HCV WB
Negativni

Nedetekovany
specifické protilatky
proti VHC

Nejsou znamky
infekce -retestza 6
meésicl

Obrazek 5 schéma screeningu HCV (Zdroj: viasini)

Schéma nam jasné znazorfiuje doporuceni postupu diagnostiky screeningu. (KDP UZIS,
2021). Pojmy , reaktivita“ a , nereaktivita™ oznacuji, zda vzorek séra nebo plazmy projevil
reakci v ramci testované metody, aniz by tim byla dana reakce definitivné potvrzena
(tzv. konfirmovana). Vysledky serologickych testi (napt. HCV, HIV, CMV, EBV)
mohou byt zatizeny nespecifickou/zkiizenou reaktivitou, proto se obvykle reportuji jako

reaktivni nebo nereaktivni. Po provedeni konfirmacni testovaci metody, ktera poskytuje
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definitivni potvrzeni, jsou vysledky nasledné reportovany jako pozitivni nebo negativni.
Tento postup zajisti, ze piedbézné identifikované reaktivity mohou byt dukladné ovéreny,

pficemz se minimalizuje riziko falesné pozitivnich nebo falesné negativnich vysledka.

2.4.2 Serologické metody

Stanoveni piitomnosti anti-HCV i HCV antigenu se provadi metodami raznych variant
zalozenych na enzymatické imunoanalyze (napt. CMIA, ECLIA, CLIA). Tyto metody
maji az 97 % senzitivitu a az 99 % specificitu. Presto, ze jsou tyto metody vysoce
senzitivni a specifické, musi byt napfiklad pozitivita anti-HCV konfirmovana

imunoblotem, aby se vyloucila zkfizena reaktivita. (“Trendy v Hepatoldgii”, 2010)

2.4.2.1 Stanoveni pomoci CMIA

Jedna z Castych pouzivanych metod v serologii je Chemiluminiscen¢ni imunoanalyza na
paramagnetickych mikrocasticich (CMIA). Metoda je zalozena na paramagnetickych
mikroc¢asticich, které jsou potazeny krystaly oxidu zeleza, vykazujici magnetické
vlastnosti. Na tyto mikrocastice jsou na jejich povrch navazany také specifické antigeny
(napt. HCV Ag) nebo monoklonalni (mysi) protilatky proti stanovenym analytiim (napf.
anti-HCV). Imunochemicka reakce vaze analyty (napf. anti-HCV nebo HCV Ag) na
mikroCastice. Pfi nasledném promyvani jsou mikroCastice pusobenim magnetu
zachyceny na sténé reakCni cely. Po odstranéni nezreagovanych slozek se specificky
navaze druha polyklonalni nebo monoklonalni protilatka s chemiluminiscencni znackou
a vznikne imunokomplex. Jako chemiluminiscencni znaceni se pouziva ester akridinu.
K takto vzniklym imunokomplexiim se piidava peroxid vodiku, ktery zabrafiuje
predCasné emisi zafeni a odstépuje akridinové barvivo z konjugatu v imunokomplexu.
Chemiluminiscen¢ni reakce se spousti pfidanim hydroxidu sodného. Akridin se pak
oxiduje peroxidem vodiku a hydroxidem sodnym. Tento proces vede
k chemiluminiscenéni reakci s wuvolnénim energie ve formé emise svétla.

(Abbott Diagnostic, 2019)
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2.4.2.2 Stanoveni pomoci ECLIA

Déle se velmi casto vyuziva metoda Elektrochemiluminiscence (ECLIA). Jedna se
o variantu chemiluminiscence, pii které se luminiscencni zareni generuje chemickymi
reakcemi iniciovanymi elektrochemicky. Elektrochemiluminofory se stavaji predevs§im
zkomplexi ruthenia (Ru), rhodia (Rh) nebo osmia (Os). Oxidace téchto
elektrochemiluminoforti se provadi elektrochemicky na povrchu zlatych (Au) nebo
platinovych (Pt) anod. NejvyznamnéjSim v soucasnosti pouzivanym komplexem je
tris(2,2" -bipyridyl)ruthenium [Ru(bpy)3]**, ktery ma vysoké kvantové vytézky a muiize
byt snadno navazan na proteiny, nukleové kyseliny, protilatky a antigeny. Ma také
vynikajici rozpustnost a stabilitu ve vodé a dalSich roztocich. Kromé& toho se také

pouzivaji derivaty komplexua ruthenia a dalSich kov.

(“Assays employing electrochemiluminescent labels and electrochemiluminescence

quenchers”; Forster et al., 2009)

Imunoanalyticka reakce probiha na pevné fazi obsahujici magnetické ¢astice, které jsou
potazeny streptavidinem. Streptavidin, coz je protein izolovany z bakterie Streptomyces
avidinii, je znamy svou vysokou afinitou k biotinu, a bézné se tak pouziva v laboratorni
medicin€. Na streptavidin je vazan biotinylovany antigen nebo protilatka, kterou chceme

stanovovat. (Roche Diagnostic, 2023)

2.4.2.3 Konfirmacni test pro stanoveni protildatek IgG proti viru hepatitidy C pomoci
metody Western blot

Vysetteni specifickych IgG protilatek namifenych proti izolovanym rekombinantnim
antigenim viru hepatitidy C v séru nebo plazmé se provadi tehdy, kdy predchozi vySetieni
na zjiSténi pritomnosti celkovych anti-HCV IgG protilatek bylo reaktivni. Vysoka
specifita je zajisténa interakci s izolovanymi rekombinantnimi antigeny. Western blot

umoziuje identifikovat infekci jak v jeji akutni, tak v pozdéjsi fazi.
(Mikrogen Diagnostic, 2023)

Imunoblot, Casto oznaCovany jako Western blot, je metodika pro detekci specifickych

proteind. V pfipadé stanoveni anti-HCV se jedna o antigeny core 1, core 2, helikaza, NS3,
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NS4 aNSS5. V diagnostické laboratofi se bézné provadi na komeréné dostupnych stripech,

které obsahuji vySe zminéné specifické antigeny.

Postup probiha nasledovné:

Testovaci stripy jsou inkubovany s fedénym pacientskym vzorkem séra nebo plazmy.
Pokud pacientsky vzorek obsahuje HCV protilatky proti vySe zminénym antigennim
strukturam, navazi se na né. Po inkubaci nasleduje vymyti nenavazanych castic. V dalSim
kroku jsou prouzky inkubovany s konjugatem (protilatka proti lidskému IgG s navazanou
peroxidazou). Nenavazané Castice jsou po inkubaci vymyty. Nasleduje ptidani substratu
a nastava barvici reakce katalyzovana peroxidazou. V misté pozitivity se objevi tmavy
pruh. Na vysetifovacim stripu mizeme vidét pozitivni reakci ve vSech antigenech (obr.6).
Dale testovaci strip obsahuje nékolik typu kontrol — reakéni, ktera slouzi k ovéfeni
funk¢nosti stripu, konjugatova zjist'uje, zda je pridany konjugat aktivni a schopen se vazat
na cilové antigenni struktury a cutoff kontrola stanovuje prahovou hodnotu, ktera

rozliSuje pozitivni a negativni vysledky. (Mikrogen Diagnostic, 2023)

Reakt.-Kontrolle =

Konjugat-Kontr. IgG

'\

O 0 O 0 Cutoff-Kontr.
Core1 ™=
Core 2 w=
Helicase ==
d_< NS3
7'\ NS4 ==

6606 =T

b 2

Obrazek 6 pritbéh reakce a vysledny testovaci strip s pozitivni reakci (Zdroj: Mikrogen Diagnostic,
2023)
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2.4.3 Molekulirné—diagnostické vysetieni HCV RNA pomoci PCR

V ramci diagnostiky hepatitidy C hraje zasadni roli pfima detekce virové RNA (HCV
RNA), obvykle provadeéna ze séra nebo plazmy pacienta. Pro tento tcel se Siroce vyuziva
polymerazova fetézova reakce (PCR) v jejich kvalitativnich 1 kvantitativnich forméch.
Zejména kvantitativni analyza, realizovana prostfednictvim tzv. kvantitativni reverzni
transkripce PCR (qRT-PCR), pfedstavuje zakladni nastroj pro molekularné diagnosticka
vySetfeni, nebot umoziuje nejen detekcei, ale 1 kvantifikaci virové RNA, coz je nezbytné
pro nastaveni a optimalizaci 1é¢ebnych postupt.

Metoda qRT-PCR (obr.7) zahajuje proces reverzni transkripce, pii némz je virova RNA
prepisovana do komplementarni DNA (cDNA) za pouziti enzymu reverzni transkriptazy.
Po syntéze cDNA nasleduje faze amplifikace a kvantifikace, podobna klasickému
procesu real-time PCR, avsak s tim rozdilem, ze vychozim materidlem je RNA, nikoli
DNA. Tato specifika metody qRT-PCR poskytuji vyznamnou vyhodu v podobé
schopnosti kvantifikovat virovou naloz s nizkym detekénim limitem, typicky kolem
10-15 TU/ml, coz je standard pro soucasné komeréné dostupné systémy. Tato citlivost
¢ini qRT-PCR vhodnou metodu pro monitorovani virové naloze (virémie) béhem lécby.
Je dulezité zduraznit, ze mezinarodni jednotka (IU), definovana jako celkové mnozstvi
RNA, nikoli pocet kopii virového genomu v ur¢itém objemu krve, je vSeobecné uznavana

jednotka pro méfeni hladiny viru. (Pawlotsky et al., 2020)

Molekularné genetické metody umoziuji nejen kvantifikaci viru, ale také urCeni
genotypu a subtypu HCV aidentifikaci potencialné 1éCivu rezistentnich mutantnich forem
viru prostfednictvim genového sekvenovani. Ur€eni genotypu viru je nezbytné pii prvotni
diagnostice infekce hepatitidy C, coz pfispiva k efektivnimu vybéru 1écebné strategie.

(Pawlotsky et al., 2020)
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Obrazek 7 Obecné schéma qRT-PCR (Zdroj: Viastni)
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2.4.4 Diagnostickd spravnost metody

Termin diagnostickd spravnost se obecné pouziva k popisu celkové schopnosti

diagnostického testu spravné identifikovat pfitomnost nebo nepfitomnost urcitého

zdravotniho stavu. (Plzak, 2024)

Metriky Diagnostické spravnosti:

1) Analytické Senzitivita a Specificita:

Analyticka senzitivita: zamétuje se na schopnost testu detekovat nejnizsi

mnozstvi cilového analytu.

Analyticka specificita: vyjadiuje schopnost testu rozliSovat cilovy analyt od

jinych podobnych latek ptfitomnych ve vzorku.

2) Klinicka Senzitivita a Specificita:

Klinicka senzitivita — skutecné pozitivni vysledky (SP): méfi, jak dobfe dokaze
test identifikovat pacienty, ktefi maji danou nemoc, coz je kritické pro

minimalizaci fale$n€ negativnich (FN) vysledka.
Ciselné vyjadfeni vypoétem: SP/(SP+FN)

Klinicka specificita — skutecné negativni vysledky (SN): posuzuje, jak dobfe test
identifikuje pacienty bez nemoci, coz je zasadni pro omezeni faleSné¢

pozitivnich (FP) vysledka.

Ciselné vyjadieni vypostem: SN/(SN+FP)

3) Pozitivni a Negativni Prediktivni Hodnota (PPV a NPV):

Pozitivni prediktivni hodnota (PPV): udava pravdépodobnost, ze osoby

s pozitivnim testem skutecné maji nemoc.

Negativni prediktivni hodnota (NPV): vyjadfuje pravdépodobnost, ze osoby

s negativnim testem nemaji nemoc.

(Plzék, 2024)
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V klinickych laboratofich maji, zejména klinicka senzitivita a specificita spolu s PPV
a NPV, pifimy a zasadni vliv na diagnostické rozhodovani a management pacientd
v zdravotnickych zafizenich. Jejich spravné pochopeni a wvyuziti zvySuje kvalitu

a efektivitu 1éCebnych intervenci a prispiva k lepsi celkové péci o pacienty.
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3 Cile prace a hypotézy
Cil:

Cilem této prace je provést komparativni analyzu dvou imunoanalytickych
diagnostickych metod pro detekci anti-HCV a HCV antigenu ve vzorcich séra/plazmy
pacienttl, s durazem na hodnoceni a porovnani jejich klinické senzitivity a specificity.
Dale se prace zaméfi na vyhodnoceni korelace mezi vysledky kvantitativniho
imunoanalytického stanoveni HCV antigenu a pfitomnosti virémie — HCV RNA

stanovenou kvantitativni PCR (qPCR).
Hypotéza:

1. Stanoveni anti-HCV u pacientskych vzorku séra/plazmy za vyuziti jedné analytické

metody (CMIA) je méné specifické nez za vyuziti druhé analytické metody (ECLIA).

2. Stanoveni HCV Ag u pacientskych vzorkl séra/plazmy za vyuziti jedné analytické
metody (ECLIA) je méné specifické nez za vyuziti druhé analytické metody (CMIA).

3. Mezi HCV antigenem a mnozstvim virémie HCV RNA detekované qPCR existuje

korelace.
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4 Metodika

Praktickou &ast bakalaiské prace jsem provadéla na Ustavu laboratorni mediciny, piesngji
na Oddéleni klinické mikrobiologie a imunologie (OKMI) FN Brno — Usek infekéni
imunologie, kde se screeningové vysetfeni HCV nyni vySetfuje na analyzatoru Architect
12000sr. Méfeni se zaroven provadi na analyzatoru Cobas Pure, kde se uvazuje o zavedenti
nové screeningové metody. V pfipadé reaktivniho nélezu anti-HCV se konfirmacné
testuje metodou Western Blot, pro vylouceni zkiizené/nespecifické reaktivity. Ostatni
potfebna data a relevantni klinické informace, které jsou potifebné pro porovnani obou
metod, jsou Cerpany z informacnich systému, jako jsou laboratorni informacni systém

LalS a nemocni¢ni informacni systém AMIS.
4.1 Preanalytickd faze
Prijem a zpracovani vzorku

Pro ucely vysetieni protilatek a antigenu hepatitidy C pfijima laboratot vzorky srazlivé
nebo nesrazlivé krve, kdy zkumavky pro nesrazlivou krev nejcastéji obsahuji naptiklad
antikoagulans KsEDTA, citrat sodny nebo heparin. Kazdy vzorek je pfijat spolecné
s zadankou, pficemz je kladen duraz na kontrolu informaci uvedenych na zadance i na
vzorku, aby se predeslo jakékoliv neshodé ¢i zaméné pacienta. Na zddance musi byt jasné
specifikovany vSechny relevantni udaje o pacientovi (jméno a rodné cCislo), oddéleni,
odkud byl vzorek poslan, a o odbéru materialu (datum, ¢as). Pokud jsou udaje neuplné ¢i
nespravné, vse se zapisuje do knihy neshod a neprodlené se informuje piislusné oddéleni

0 potfebé opravy i o nepiijeti vzorku.

Po prijeti se vzorek umisti do centrifugy a staci pfi sile 2093 g a laboratorni teploté po

dobu 10 minut. Tento proces zaji§tuje oddeleni plazmy nebo séra od bunécné slozky krve.

V pribéhu staceni se udaje z zadanky zapisuji do laboratorniho informac¢niho systému
(LalS). Po zapsani téchto udaji systém automaticky vygeneruje Stitek s jedineCnym
carovym kodem, ktery je nasledné nalepen na sekundarni zkumavku a nasledné je dany

vzorek alikvotovan. Alikvotovani probiha rucné z primarné sto¢ené zkumavky.

Alikvotovany vzorek je standardné€ uchovavan pfi ledni¢kové teploté, tj. 2—8 °C, a to po
dobu 7 dni, v pfipade€ uchovani pfi -20 °C lze skladovani prodlouzit na 4 tydny. Toto

uchovavani zajistuje, ze vzorek zistane v optimalnim stavu pro nasledné vySetfeni Ci
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pifipadné dovysetieni. Je dulezité poznamenat, Zze pokud je pozadovana doordinavka,
vzdy musi byt poslan pozadavek v podobé zaddanky s uvedenou informaci, ze se jiz

material nachazi v laboratofi.
4.2 Analyza
4.2.1 Architecti2000sgr Anti-HCV

Analyzator ARCHITECT 12000sr od spolecnosti Abbott predstavuje zafizeni, které je
zalozeno na principu chemiluminiscenéni mikro¢asticové imunoanalyzy (CMIA).
ARCHITECT Anti-HCV byl navrzen kdetekci protilatek proti strukturdlnim

a nestrukturalnim proteinim genomu HCV.

Maximalni prichodnost ptistroje ARCHITECT i2000sr dosahuje az 200 testti za hodinu.
S mrtvym objemem 50 ul minimalizuje pfistroj ztratu vzorkd. Momentalné je v laboratofi
OKMI primarné vyuzivan nejen na screeningové vysetfeni v kontextu hepatitidy C, ale

1 na bézné rutinni ¢i statimové pozadavky.

Obrazek 8 Architect i2000sk na OKMI FN Brno (Zdroj: Viastni)
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4.2.1.1 Reagenice, princip a postup vySetieni:
Reagencni Kit ARCHITECT anit-HCV, kat. ¢. 6C3727 (Abbott Diagnostics)

- Microparticles obsahujici mikrocastice potazené HCV antigenem v MES

(kyselina 2-(N-morfolino)-ethansulfonova) pufru.

- Conjugate: konjugat obsahujici mysSi anti-IgG/anti-IgM protilatky znacené
akridiniem v pufru MES. Minimalni koncentrace: (IgG) 8 ng/ml/(IgM) 0,8 ng/ml.

- Assay diluent obsahujici TRIS (tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) pufr se

stabilizatory proteinti
Dalsi potirebné reagencie a materialy (vSe Abbott Diagnostics)
- Pre-Trigger Solution obsahujici 1,32 % peroxid vodiku. (kat. €. 6E5563)
- Trigger Solution obsahujici 0,35 N hydroxidu sodného. (kat. €. 6C5563)

- Wash Buffer obsahujici fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem.
(kat. & 6C5458)

- ARCHITECT Anti-HCV Calibrator (kat. €.6C37-01)

- ARCHITECT Anti-HCV Controls (kat. ¢. 6C3710)

- Reakéni nadobky ARCHITECT (kat. ¢. 7C1503)

- Vzorkové nadobky ARCHITECT (kat. ¢. 7C14101)

- Nahradni vymeénitelna vicka ARCHITECT (kat. ¢. 4D1901)

- Septum ARCHITECT (kat. &. 4D1803)
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Obrazek 9 Reagencni Kit Anti-HCV na 500 testii (Zdroj: ARCHITECT A-HCV(5001), c2024)

Princip

Inicializace testu spociva v integraci vzorku s rekombinantnim antigenem HCV na
paramagnetickych mikrocasticich a nasledném pfidani fedidla. Na tyto mikrocastice se
selektivné vazou protilatky proti HCV, pokud jsou ve vzorku pfitomny. Po sérii oplacht
se do systému zavede akridiniem znaceny anti-lidsky konjugat, ktery se vaze na pfitomné
protilatky. Po poslednim oplachu se pfidaji roztoky Pre-Trigger (peroxid vodiku)
a Trigger (hydroxid sodny). Roztok Pre-Trigger vytvaii kyselé prostiedi a zabratiuje tak
predcasnému uvolnéni energie a emisi svétla. Zabranuje také agregaci mikrocastic a §tépi
akridinium z konjugatu navazaného na mikroCastice. Po vystaveni peroxidu
a alkalickému roztoku je akridinium oxidovano a vznika chemiluminiscenéni signal.
Intenzita emitovaného svétla je pak kvantifikovana jako relativni svételné jednotky
(RLU), pfi€emz existuje linearni korelace mezi koncentraci anti-HCV ve vzorku
ahodnotou RLU. Identifikace anti-HCV se provadi porovnanim intenzity
chemiluminiscence s referencnim limitem, ktery byl stanoven b&hem kalibrace.

(Abbott Diagnostics, 2023b)
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Postup

Po standardni udrzbé a ovéfeni dostupnosti potiebnych reagencii a materialt
prechédzime k instalaci reagen¢niho kitu ARCHITECT Anti-HCV do reagen¢niho
karuselu. Pfed vlozenim je nezbytné peclivé promichat vSechny lahvicky
s reagenciemi, abychom zajistili rovnomérné rozptyleni mikrocastic. Provedeme
to tak, ze lahvicky prevratime 30krat a ujistime se, ze jsou mikrocastice fadné
rozptyleny. Poté nahradime bézna vicka septy, aby byl mozny prichod jehly do
reagencie. Pro vloZeni reagenci do analyzatoru musi byt pfistroj v rezimu
Pripraven”, kdy lze po otevieni vika rotovat karuselem a umistit reagencni
lahvi¢ky na spravné pozice, které jsou oznaceny barvami, odpovidajicimi tém na
lahvickach. Nasledné zadame ,,Skenovat®, kdy si analyzator nacte ptislusné
lahvicky a jejich hladiny (zbyvajici testy). Nakonec oznac¢ime moduly do rezimu

,Zpracovat® pro inicializaci pfistroje na nasledné zpracovani.

Po instalaci metody je nutné provést kalibraci metody, coz vede k vytvoreni
aktivni kalibracni kfivky. Kalibrace je dale nezbytnd pfi pouziti nové Sarze
reagencii, po vyprseni platnosti kalibra¢ni kiivky, po vlozeni novych reagencii se
stejnou Sarzi nebo pokud hodnoty kontroly nevyhovuji stanovenym kritériim.
Kazda metoda vyzaduje urCity pocet kalibratort, které je nutné pouzit. Kalibrace
se pripravi pfidanim pozadovaného objemu z originalni lahvicky kalibratoru od
firmy ABBOTT do sekundarnich mikrozkumavek. Objednéani kalibrace se
provadi rucné zadanim ID stojanku, pfislusné pozice ve stojanu a vybérem
metody, kterou chceme kalibrovat v sekci ,,Objednéani kalibrace”. Vlozenim
stojanku s kalibratory pfistroj za¢ne vzorky zpracovavat, a poté automaticky

stanovi cut-off hodnotu pro danou Sarzi.

Interni kontroly kvality méfime kazdé rano po provedeni denni udrzby pred
zpracovanim béznych vzorka od pacientti nebo po zminéné kalibraci. Je nezbytné,
aby hodnoty téchto kontrolnich vzorka spadaly do presné stanovenych rozmezi
dle vyrobce. Kontroly, oznacené ¢arovym kodem, umistime do nosice a vlozime
jej do pristroje. Mizeme je také zadat rucné, stejné€ jako kalibratory, v sekci

"Objednani kontroly".

Séra/plazmy pacientt s Carovym kodem pied zarfazenim do stojanu prohlédneme,
zda nejsou napiiklad siln€¢ hemolytické, zjevné mikrobialné kontaminované,
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neobsahuji bublinky/pénu, ¢i neobsahuji jiné pevné Castice. Po ovéfeni kvality
vzorku vkladame stojan se vzorky s viditelnym carovym kodem do analyzatoru
(obr. 10), ktery si pfes LalS nacte pozadované vySetieni. VySetieni lze provést

1 manualnim zadanim pres ,,Objednani pacienta®.

e Informace o zpracovani jednotlivych vzorki nalezneme v nabidce , Stav
objednavky“. Pokud je po dokonceni analyzy vzorek reaktivni, musime ho dale
uvolnit k odeslani do LalS, ostatni nereaktivni vzorky jsou jiz automaticky

odesilany do LalS bez predchozi nutnosti manualniho uvolnéni z analyzatoru.

Obrazek 10 Stojan se vzorky — vioZeni vzorkil do analyzatoru Architect i2000sr (Zdroj: Viastni)

4.2.1.2 Interpretace vysledkii

Analyzator vypocitava vysledek pro kazdy vzorek a kontrolu jako pomér hodnoty (RLU)
vzorku k hodnoté (RLU) cut-off v jednotkach S/CO (signal to cut off).

Hodnota cut-off (RLU) = 0,074 x primérna hodnota (RLU) kalibratoru 1.

Vzorky s hodnotami < 1,00 S/CO jsou interpretovany jako nereaktivni vysledky
ARCHITECT Anti-HCV testu a neni nutné provadét dalsi testovani.
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Vzorky s hodnotami > 1,00 S/CO jsou interpretovany jako reaktivni vysledky
ARCHITECT Anti-HCV testu.

Vsechny vzorky pavodné vykazujici reaktivni vysledky by mély byt opétovné testovany
v duplikatech. Pokud obé hodnoty opakovaného testu vykazuji nereaktivitu, je vzorek
povazovan za nereaktivni na pfitomnost anti-HCV. V pfipad€, ze je alesponi jedna
z hodnot opakovaného testu reaktivni, je vzorek povazovan za opakované reaktivni na

ptitomnost anti-HCV a musi byt konfirmovan dopliikovymi metodami (WB, PCR).
4.2.2 Architecti2000sg HCV Ag

Metoda Architect HCV Ag je dvoukrokova imunoanalyza ke kvantitativnimu stanoveni

core antigenu viru hepatitidy C v plazmé nebo séru, vyuzivajici technologii CMIA.
4.2.2.1 Reagenice, princip a postup vySetieni:
Reagencni kit ARCHITECT HCV Ag kat. ¢. 61.4729 (Abbott Diagnostics)

- Microparticles obsahujici mikroCastice potazené mysi anti-HCV protilatkou

v 400 mM bikarbonatu, 50 mM TRIS pufru se stabilizatorem bilkovin (hovézi)

- Conjugate konjugat mysich anti-HCV protilatek znacenych akridiniem v 80 mM
BIS-TRIS se stabilizatorem proteinu (hovéziho)

- Assay specific diluent: specificky fedici roztok obsahujici 1,46 N NaOH
- Pre-Treatment Reagent 1: Ptipravna reagencie 1 obsahujici 0,83 N HCI
- Pre-Treatment Reagent 2: Ptipravna reagencie 2 obsahujici 0,83 N HCI

- Specimen Diluent roztok na fedéni vzorki HCV Ag obsahujici fosfatovy pufr

s proteinovym (koriské sérum) stabilizatorem.
Dalsi potirebné reagencie a materialy (vSe Abbott Diagnostics)
- ARCHITECT HCV Ag Calibrators (kat. ¢. 61.4702)
- ARCHITECT HCV Ag Controls (kat. ¢. 6L.4711)

- Ostatni potfebné reagencie a materialy jsou stejné, jako u metody ARCHITECT
Anti-HCV (kapitola 4.2.1.1)
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Princip

V prvnim kroku jsou vzorek a pfipravné reagencie 1 a 2 (kyselina chlorovodikova)
smichany, tato prefaze zajiStuje zlepSeni vazby mezi antigennim determinantem
a detekCnim protilatkovym reagentem. Alikvétni podil pripraveného vzorku se nasaje
a prenese do nové reakcni nadobky. Postup pokracuje totoznymi kroky jako u Architect
anti-HCV s tim rozdilem, ze mikrocastice jsou potazené anti-HCV namisto specifického

antigenu. (Abbott Diagnostics, 2023a)

Postup

e Posup probiha totozn€¢ s postupem u metody ARCHITECT Anti-HCV
(kapitola 4.2.1.1) s rozdilem objednani a zadani odliSného parametru a tim je

HCV Ag.
4.2.2.2 Interpretace vysledkii

Koncentrace HCV antigent se stanovi pomoci kalibra¢ni kiivky. Pfi koncentraci nizsi
nez 3 fmol/l se vzorky povazuji za nereaktivni. Pokud je naméfend koncentrace rovna
nebo vyssi nez 3 fmol/l, vzorky jsou kategorizovany jako reaktivni. AvSak u vzorku
s koncentraci v rozmezi od 3 fmol/l do méné nez 10 fmol/l se doporucuje provést
duplicitni retestovani. Pokud oba opakované testy davaji nereaktivni vysledky, vzorek je
povazovan za nereaktivni na HCV Ag. Pokud vsak jeden nebo oba opakované testy

poskytuji reaktivni vysledky, vzorek je klasifikovan jako reaktivni na HCV Ag.
4.2.3 Elecsys HCV Duo

Elecsys HCV Duo od firmy Roche je elektrochemiluminiscenni imunostanoveni
(ECLIA) urcené pro pouziti na analyzatorech Cobas, v na§em piipadeé Cobas Pure (modul
e402), pro kvalitativni detekci jadrového antigenu viru hepatitidy C (HCV Ag)
a protilatek proti HCV (anti-HCV) in vitro v lidském séru a plazmé.

Stanoveni Elecsys HCV Duo se sklada ze 2 testovacich modultt (HCV Ag a anti-HCV),
které vyuzivaji peptidy arekombinantni antigeny piedstavujici jadrové proteiny
a proteiny NS3 a NS4 pro detekci protilatek proti HCV a monoklonalni protilatky pro

detekci HCV jadrového antigenu. Prostfednictvim stanoveni Elecsys HCV Duo lze
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z jednoho vzorku soucasné detekovat jadrovy antigen HCV 1 protilatky prott HCV ve
2 oddélenych, ale paralelnich reakcich. Vysledek hlavniho testu Elecsys HCV Duo je
automaticky vypocitan analyzatorem, pficemz jsou piistupné ijednotlivé podvysledky

anti-HCV a HCV Ag. (Roche Diagnostic, 2023)

s
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Obrazek 11 Cobas Pure na OKMI FN Brno (Zdroj: viastni)

4.2.3.1 Princip a postup vySetieni
Reagencie Elecsys HCV Duo kat. ¢. 08110697190 (Roche Diagnostics)

- Cobas e pack 1 obsahujici ptipravnou reagencii s hydroxidem sodnym a pH 13,

znacenou jako PT.

- Cobas e pack 2 rozdélen na tfi Casti (M, R1, R2), kdy ,M* Cast obsahuje
streptavidinem potazené mikrocastice, ¢ast ,,R1“ obsahuje biotinylované anti-
HCV v TRIS pufru a c¢ast ,,R2“ obsahuje biotinylované anti-HCV znacené
rutheniovym komplexem v TRIS pufru.
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- Cobas e pack 3 téz rozdélen do tii casti (M, R1, R2), kdy ,,M*“ ¢ast obsahuje
streptavidinem potazené mikroc¢astice, ¢ast ,,R1“ obsahuje biotinylované HCV-
specifické antigeny v HEPES ([4-(2-hydroxyetyl)-piperazin]-etansulfonova
kyselina) pufru a cast ,R2“ obsahuje HCV-specifické antigeny znacené

rutheniovym komplexem opét v HEPES pufru.

Dalsi potirebny material (vS§e Roche Diagnostics)

-  HCVDUO kalibratory (Call, Cal2, Cal3, Cal4) dodavané k reagencii jako soucast

baleni.
- PreciControl HCV Duo (kat. ¢. 08335923190)
- Stojany Cobas Pure

- ProCell Il M obsahujici fosfatovy pufr 300 mmol/l a tripropylamin 180 mmol/I
s pouzitim jako systémovy roztok pro vytvaieni elektrochemického signalu.

(kat. €. 06908799190)

- CleanCell M systémovy Cistici roztok obsahujici hydroxid draselny
(kat. ¢. 04880293190)

Princip

Jedna se o stanoveni zalozené na sendvicové imunoanalyze, tato stanoveni se provadi
s celkovou dobou trvajici 27 minut. PocateCni pfiprava zahrnuje inkubaci 30 pl
analyzovaného vzorku s 15 pl pfipravného roztoku k uvolnéni cilového HCV jadrového
antigenu. Prvni faze inkubace HCVAG zahrnuje interakci vzorku s biotinylovanymi
a s rutheniem znaCenymi monoklondlnimi anti-jadrovymi protilatkami, coz vede
k vytvoreni sendvi¢ového komplexu. Paralelné v jiné nadobce probiha prvni inkubace pro
metodu AHCYV (stanoveni anti-HCV), kde 12 ul vzorku reaguje s biotinylovanymi HCV-
specifickymi antigeny a antigennimi komponentami znaenymi rutheniovym
komplexem. Druha inkubace obou vzorkd zahrnuje pridani streptavidinem potazenych
mikrocastic pro imobilizaci komplext na solidni fazi. Reakcni smés je nasata do méfici

cely, kde jsou mikrocastice s navazanymi komplexy zachyceny magnetickym polem.
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Nevazané slozky jsou odstranény roztokem ProCell II M. Pfivedené napéti na pracovni

elektrodé vyvola chemiluminiscenéni emisi fotont, ktera se meéfi fotonasobiCem.

Vysledky se stanovuji automaticky softwarem porovnanim elektrochemiluminiscen¢niho

signalu ziskaného ze vzorku s hodnotami cut-off — dfive stanovenymi kalibra¢nimi

hodnotami. (Roche Diagnostic, 2023)

Electro-chemiluminescence immunoassay (ECLIA)

HCVAG test principle: double-antibody sandwich assay

Streptavidin-coated
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AHCV test principle: double-antigen sandwich assay

Obrazek 12 Schéma reakce — nahore HCV Ag dole AHCV (Zdroj: Roche diagnostic, 2022)

Postup

Proces spusténi analytického pristroje Cobas Pure zacina inicializaci, kterou
pfistroj provadi bez nutnosti obsluhy. Jelikoz se jedna o novou metodu, musi se
pred spusténim stadhnout metodika do pristroje. Pristroj musi byt v rezimu
»Stand by“. V systému vybereme v sekci ,,Pre-Routine” moznost ,,Download
Required Items”. Zadanim Sarze do , Application” nalezneme pozadovanou
metodu. Po vybéru potiebnych polozek potvrdime volby stisknutim ,,Continue*
a stazeni zahajime tlacitkem ,,Download“. Stejny postup provedeme i u kontrol
a kalibratort, akorat stim rozdilem, ze vybereme zalozku , Calibrator pro
kalibratory a ,,QC* pro kontroly. Tim zajistime, ze pfistroj pracuje s aktualnimi
kalibracemi a kontrolnimi materialy.

Po stahnuti potfebnych parametrt vlozime tfi kazety (pro metodu HCVDUO) do
modulu cobas e402 tak, ze zvedneme modré viko a v levé Casti otevieme bily

kryt reagencniho kotouce a na libovolnou pozici reagencie vlozime. Po vlozeni
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reagencii klikneme v sekci ,,Reagents™ na , Reagents registration™ pro registraci
reagencii v analytické jednotce.

e Pred zaCatkem meéfeni se musi provést kalibrace, kalibratory se umisti do ¢erného
stojanku (stojanek urCeny pro kalibratory) carovym kodem ven. Jelikoz se jedna
o novou metodu, analyzator si kalibraci naplanuje sam a muzeme vlozit
kalibratory do podéavaciho stojanu (viz obr. ¢. 14). Po uspésné kalibraci
provedeme méfeni internich kontrol kvality pomoci PreciControl HCV Duo, kdy
kontrolni lahvicky vlozime do bilych stojankd (urenych pro kontroly), aby
carovy kod smetoval ven. Na hlavni obrazovce vybereme tlacitko ,,QC* najdeme
HCVDUO, potvrdime tlaitkem , confirm* a zadame ,,save. Nyni se stojanky
vlozi do podavaciho stojanu (obr. 13). Validni vysledky kontrol jsou kli¢ové pro
dal§i méfeni.

o Vzorky sér/plazmy se vkladaji do Sedého stojanku (uréeny pro vzorky) opét
carovym kodem tak, aby byl viditelny. VySetfeni si nacte analyzator z LalS
a nasledné vysledky po dokonceni sam do LalS odeSle. Lze si vzorky zadat
i manualné pres tlacitkou ,,Routine” a naslednym vybérem , Order tests, kde

mohu zadat pacienty a pozadovany test k provedeni.

2

Obrazek 13 Vkladani vzorkii do Cobas Pure (Zdroj: viastni)
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4.2.3.2 Interpretace vysledki

Interpretace vysledkl testi Elecsys HCV Duo se fidi hodnotou COI (Cut-Off Index).
Pokud je COI nizsi nez 1,0, test je povazovan za negativni, coz znaci, ze pacient neni
reaktivni na HCV antigenni test ani na protilatky proti HCV a dalsi testovani neni
potiebné. COI rovny nebo vyssi nez 1,0 znamena reaktivni vysledek jednoho z testti nebo
1 obou, coz vyzaduje opakované testovani ve dvojitém meéteni pro potvrzeni reaktivity.
V ptipadé opakovaného reaktivniho vysledku se doporucuje dalsi potvrzovaci testovani,
jako je imunoblot nebo potvrzeni HCV RNA.

Pro uptesnéni jsou k nahlédnuti podvysledky HCVAG (HCV Ag) a AHCV (anti-HCV)
s jednotlivymi COI hodnotami pro dany test.

4.3 Shér pacientii

V ramci studie, zaméfené na porovnavani efektivity a analytickych vlastnosti dvou
diagnostickych metod pro detekci a specifikaci hepatitidy C na dvou riznych
analyzatorech, byl proces vybéru pacientt realizovan od 25. 10. 2022 a charakterizoval
se svou komplexnosti a postupnym zaméfenim na specifické skupiny pacientu.
V pocatecni fazi (1. etapa testovani) jsme vybirali ndhodné pacienty podstupujici
screening na hepatitidu C, nicméné se zaméfenim na reaktivni vysledky anti-HCV
stanovené metodou CMIA na analyzatoru Architect, jelikoz jsme nepiedpokladali vyskyt
falesné negativnich vysledki anti-HCV, které by bylo potieba obéma metodami

srovnavat.

V druhé etapé jsme vybér soustredili pouze na pacienty se slabé reaktivnimi vysledky
testt pro stanoveni anti-HCV a HCV Ag na analyzatoru Architect, coz nam umoznilo
detailn€ji prozkoumat citlivost a nespecifické reakce dvou riznych metod. Na zakladé
testovani v prvni etapé jsme si tedy stanovili tato kritéria pro vybér vzorka: pacienty
reaktivni s hodnotami anti-HCV niz§imi nez 7 S/CO a hodnotami HCV Ag niz§imi nez
500 fmol/l (oboji metodou CMIA), coz odrazi zaméfeni na pacienty s nizsi virovou nalozi

nebo nespecifické interference.

Paralelné byl proveden také vybér pacientt s diagnostikovanou hepatitidou C, kteti méli
kvantitativné potvrzené PCR s virémii nizsi nez 1 000 000 IU/ml. Tento specificky vybér

jsme uskutecnili pro porovnani pravdivosti vySetfovacich metod na dvou zkoumanych
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analyzatorech. Tento pfistup umoznil ziskat vzorky od pacientti na riznych urovnich

infekce, s riznou viralni nalozi a odliSnou anamnézou.
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S Vysledky

5.1 VySetieni vzorki na protildatky proti hepatitidé C

Tabulka Cislo 1 nam znazorfiuje Sest riznych variant ziskanych vysledki. HCVDUO
(ECLIA) zde reprezentuje celkovy vysledek zanalyzatoru Cobas Pure, tedy
HCV Ag / anti-HCV. Sloupec a-HCV (CMIA) znazorfiuje vysledky z analyzatoru
Architect 12000sr. Tyto metody jsou v celé praci konfirmovany metodami WB piesnéji
RecomLine HCV IgG od firmy Mikrogen anebo metodou PCR za pouziti piistroje Alinity
m od firmy Abbott.

Celkové vyhodnoceni v§ech vySetienych vzorki na protilatky proti HCV

Tabulka 1 Varianty vysledkil stanovent protilatek proti hepatitide C

a-HCV (HH(?\)I ADgl/J:b) ronmmach metody Poget vzorkil
(CMIA) (ECLIA) WB a-HCV PCR
reaktivni reaktivni pozitivni X 22
reaktivni reaktivni X pozitivni 4
reaktivni nereaktivni negativni X 15
reaktivni reaktivni negativni X 1
nereaktivni nereaktivni X X 3
reaktivni reaktivni hrani¢ni pozitivni 2
Celkem vzorki 84

(Zdroj: Viastni)

V prvnim fadku jsou uvedeny vysledky 22 pacientd, ktefi meéli shodné€ reaktivni
HCVDUO 1 a-HCV a byli konfirmovani na specifické protilatky pomoci imunoblotu.
V druhém tadku je 41 pacientd opét shodné s reaktivitou v HCVDUO a a-HCV, nyni
konfirmacné potvrzenou stanovenim HCV RNA pomoci PCR, tedy PCR pozitivni. 15
vzorkd nam vyslo pouze s reaktivnim a-HCV a nereaktivnim HCV DUO, kdy WB bylo
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negativni a specifické protilatky tedy nebyly potvrzeny, zde se tedy jednalo
o nespecifickou reaktivitu na analyzatoru Architect i2000sr. Ve ctvrtém fadku nam jediny
vzorek vysel reaktivné obéma porovnavanymi metodami, i kdyz vysledkem WB byl
negativni, v obou pfipadech se tedy jednalo o nespecifickou reaktivitu anti-HCV.
V nadhodném vybeéru jsme méli 1 3 nereaktivni vzorky, u kterych se dal§i konfirmacni testy
neindikuji, proto je budeme povazovat za spravné negativni 1 bez konfirmace. U 2
pacienti nam vychazela reaktivita u obou porovnavanych metod, kdy konfirmacni test
imunoblotem vychazel hrani¢né, a proto potvrzeni pravdivosti jsme stanovili na zakladé
pozitivni PCR. Celkem bylo provedeno 84 testi z ¢ehoz 81 vzorkt bylo potvrzenych na
pfitomnost ¢i nepfitomnost protilatek proti hepatitidé C. U 68 vzorka byla spravné
stanovena reaktivita anti-HCV obéma srovnavanymi metodami. V 15 piipadech byla
stanovena nespecificka reaktivita anti-HCV na analyzatoru Architect 12000sg metodou
CMIA, zatimco vysledky na analyzatoru Cobas Pure e402 metodou ECLIA byly spravné
stanoveny jako nereaktivni. V jednom piipad¢ se vyskytla nespecificka reaktivita u obou

srovnavanych metod.

Vyhodnoceni vzorki pozitivnich na anti-HCV

Pro specifictéjsi porovnani mizeme v tabulce ¢. 2 vidét rozdéleni vysetfeni HCV DUO
na podvysledek stanoveni protilatek (HCV Duo Ab) a celkovy vysledek (HCV DUO).
Vzorky jsou rozdéleny do dvou etap. Prvni etapa jsou nahodné vybrané reaktivni vzorky
sér stanovené CMIA (Architect i2000SR) kterd se rutinné pouziva pro stanoveni
anti-HCV a vzdy jsou potvrzené minimalné jednou konfirmacni metodou, primarné
Western blotem, pokud WB vysel hrani¢né, coz se stalo u dvou pftipadd, je urCena
pravdivost metody na zakladé vysledkt stanoveni HCV RNA metodou PCR, ktera v obou
ptipadech byla pozitivni (viz tabulka ¢. 1). Druha etapa se sklada z vybranych vzorku
pacientt, ktefi jiz méli diagnostikovanou hepatitidu C a méli pozitivni PCR s nizsi

virémii, nez je 1 000 000 IU/ml, v tomto piipadé byla méfena plazma.
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Tabulka 2 Zastoupeni spravné pozitivnich vzorkil na anti-HCV

a-HCcV HCV Duo Ab HCVDUO
Vybér (+) Pocet vzorki (CMIA) (ECLIA) (ECLIA)
pocet spravné pozitivnich danou metodu / N*

1. etapa o4 24/24 24/24 24/24

- etap (100 %) (100 %) (100 %)
41/41 41/41 41/41

41 (100 %) (100 %) (100 %)
65 65/65 65/65 65/65

(100 %) (100 %) (100 %)

(Zdroj: Viastni)

*N — celkovy pocet spravné pozitivnich

Z této tabulky vyplyva, ze vSechny vysledky testovani byly spravné identifikovany jako
pozitivni, coz potvrzuje vysokou klinickou senzitivitu pouzitych metod v naSem meéfeni.
Tento vysledek je v souladu s definici klinické senzitivity, ktera se vztahuje k poctu

spravné identifikovanych pozitivnich vzorku

Vyhodnoceni vzorku negativnich na anti-HCV

Jak uz jsem zminila v kapitole tykajici se sbéru pacientt (kapitola 4.3), pro srovnani obou
metod jsme si vybirali pfevazné vzorky s reaktivnim vysledkem CMIA, pro moznost
zhodnoceni specificity. Proto je dilezité poznamenat, Ze u vysledkt uvedenych v tabulce
Cislo 3 se hodnoty naméfené metodou CMIA pohybovaly pouze do 3 S/CO, coz znaci
slabou reaktivitu, u které je predpoklad, ze konfirmace by mohla ukéazat negativni

vysledek. Nejedna se tedy primarné o vybér vzorka nereaktivnich.
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Tabulka 3 Zastoupeni spravné negativnich vzorkil na anti-HCV

a-HCV HCVDuo Ab | HCVDUO

Pocet vzorki (CMIA) (ECLIA) (ECLIA)

pocet spravné pozitivhich danou metodu / N*

16 3/19 18/19 18/19
(15,79 %) (94,74%) (94,74 %)

0 X X X

16 3/19 18/19 18/19
(15,79 %) (94,74%) (94,74 %)

(Zdroj: Viastni)

*N — celkovy pocet spravné negativnich

K pozorovani negativnich vysledkt mame pouze 19 vzorka z prvni etapy, a to z toho
divodu, Ze druha etapa byla cilena predev§im na pozitivni diagnostikované pacienty
a nebyl zde zadny negativni pacient. Zakladnim vystupem této tabulky je, Ze vétSina slabé
reaktivnich vysledki stanovenych metodou a-HCV CMIA nebylo konfirmovano Western
blotem, ktery byl negativni (pacient nem¢l specifické protilatky prokazané), a vSechny
tyto vzorky vykazovaly nespecifickou reaktivitu. Zminéna nespecificka reaktivita je
asociovana s nizkymi hodnotami u téchto méfeni, jak je zminéno vyse. Nicméné tento
nalez nijak nesnizuje vyznam skutecnosti, ze s vysokou pravdépodobnosti dochazelo ke
zkfizenym reaktivitam, soucasné totiz byly u téchto vzorka zjisténé i jiné potencionalné
interferujici latky, jako jsou protilatky proti CMV (cytomegalovirus), EBV (Epstein—Barr
virus), TP (Treponema  pallidum) ¢ jinym  infekénim  hepatitidam.
U metody HCV DUO, at uz se jednalo o podvysledek ¢i celkovy vysledek, byla
nespecificka reaktivita pouze v jednom pfipadé, coz ukazuje na vyznamné vyssi

specificitu v tomto Setieni.
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5.2 VySetieni vzorki na HCV antigen.

V tabulce Cislo 4 mizeme vidét 5 variant vysledkt, kdy HCVDUO (ECLIA) zastupuje
celkovy vysledek (HCV Ag/ anti-HCV) z pfistroje Cobas Pure a HCV Ag (CMIA) opét
piistroj Architect i2000SR. Pravdivost je urCena na zakladé vysledku stanoveni

HCV RNA metodou PCR.
Celkové vyhodnoceni v§ech vySetirenych vzorki na HCV Ag

Tabulka 4 Varianty vysledkil u vySetreni HCV Antigenu

HCV Ag HCVDUO Konfirmaéni metoda ) ,,
(CMIA) (HCV Ag/Ab) Pocet vzorku
(ECLIA) PCR
reaktivni reaktivni pozitivni 38
nereaktivni reaktivni pozitivni 16
nereaktivni reaktivni negativni 3
nereaktivni nereaktivni negativni 3
reaktivni nereaktivni negativni 1**
Celkem vzork 61

(Zdroj: Viastni)

** zajimavy pripad, kterému se budu vénovat v kazuistice (kapitola 5.4), a proto nebude zahrnut v

detailn&j$im porovnavani.

Prvni tadek ukazuje, ze 38 vzorkl bylo reaktivnich obéma srovnavanymi metodami
a pozitivita byla konfirmovana metodu PCR. U 16 vzorkii bylo reaktivni pouze
HCVDUO a pozitivita byla u vSech vzorkt potvrzena PCR. U 3 vzorku byla téz reaktivni
metoda HCVDUO, ale HCV nebyl nedetekovan PCR. U dalsich 3 pacienti vysla veskera
vySetfeni nereaktivni a negativni. V posledni varianté vysledk( vySel jediny vzorek
reaktivné pouze metdou HCV Ag (CMIA) a nebyl zahrnut v detailnéjSim porovnani viz
tabulkac.6. Celkové tedy bylo vysetfeno na HCV antigen 61 vzorkl z nichz je 60 jich je
dale detailnéji popsano.
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Vyhodnoceni vzorkiu pozitivnich na HCV Ag

Tabulka 5 je zaméfena pouze na vzorky s prokazanou pozitivitou pomoci gPCR. MiZzeme
si vSimnout obdobného detailnéj§iho rozdé€leni jako u protilatek (tab. 2, tab. 3) s tim
rozdilem, ze je pridan a posuzovan podvysledek HCV Duo Ag zvlast’ a k tomu celkovy
vysledek HCV DUO, ktery se interpretuje viz interpretace vysledka (kapitola 3.2.3.2).

Tabulka 5 Zastoupeni spravné pozitivnich vzorkit na HCV Ag

HCV DUO

(HCV Ag/Ab)
Vybér (+) Poéet vzorkil (CMIA) ey (ECLIA)

HCV Ag HCV Duo Ag

pocet spravné pozitivhich danou metodu / N*

13/13 6/13 13/13
(100 %) (46,2 %) (100 %)
25/41 9/41 41/41
(61,0 %) (21,9 %) (100 %)
38/54 15/54 54/54
(70,37 %) (27,77 %) (100 %)

(Zdroj: Viastni)

*N — celkovy pocet spravné pozitivnich

Vybér vzorki je opét rozdélen do dvou etap. Prvni etapa jsou nahodné vzorky,
vySetfované pievazné ze séra, kdy se virémie pohybovala od 8 000 IU/ml a vyse. Druha
etapa jsou vzorky cilené vybrané s diagnostikovanou hepatitidou C, jak je detailnéji
popsano v kapitole tykajici se sbéru pacientu (kapitola 4.3), s vyznamné niz§i virémii,
ktera zaCinala uz na 30 IU/ml. Zde jsou vySetfované pouze vzorky plazmy, ale
nepredpokladame vliv pouzitého materialu na vysledky vysetfeni. Ze tfinacti vzorku
v prvni etapé byla reaktivita podvysledku HCV Duo Ag (ECLIA) ptitomna pouze u Sesti
vzorkt, nicméné celkové HCV DUO mélo vysledek reaktivni, tzn. reaktivni byl v téchto
ptipadech podvysledek HCV Duo anti-HCV. Metoda HCV Ag (CMIA) byla spravné
reaktivni u vSech 13 vzorkd. Ve druhé etapé€ uz je tomu trochu jinak. Metoda HCV Duo
Ag (ECLIA) byla spravné reaktivni pouze u 9 vzorka ze 41 vySetfovanych, coz odpovida
necelym 22 % v tomto méfeni. Metoda HCV Ag (CMIA) spravné stanovila reaktivitu
u 25 vzorkl, coz odpovida vyznamné vysSi senzitivité v tomto méfeni (61 % spravné
reaktivnich vysledka) oproti metodé ECLIA. V pfipadé€ celkové interpretace vysledku
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metodou HCV DUO jsou vsak vSechny vysledky spravné reaktivni, a to diky pfitomnosti
a detekci protilatek anti-HCV. Je tfeba konstatovat, ze test HCV Ag (CMIA) vykazoval
ve druhé etapé snizenou senzitivitu ve srovnani s prvni etapou, coz se dalo oCekavat,
jelikoz vSechny vzorky, které byly ve druhé etape na tento test nereaktivni, mély nizké
hodnoty HCV RNA (qPCR), a to pod 17 300 IU/ml. Pokud bychom vynechali protilatky
a zaméfili se pouze na antigen, tak na pfistroji Architect i2000SR vySetieni HCV Ag
(CMIA) vykazuje vyssi senzitivitu nez podvysledek HCV Duo Ag vySetfeny na Cobas

Pure

Vyhodnoceni vzorki negativnich na HCV Ag

Tabulka 6 Zastoupeni spravné negativnich vzorkit na HCV Ag

HCV Ag HCV Duo Ag HCVDUO

Pocet vzorkii (CMIA) (ECLIA) (ECLIA)

pocet spravné pozitivhich danou metodu / N*

5 6/6 6/6 3/6
(100 %) (100 %) (-)***

0 X X X

5 6/6 6/6 3/6
(100 %) (100 %) (-)***

(Zdroj: Viastni)

*N — celkovy pocet spravné negativnich

*#% — Hodnoceni je irclevantni zduvodu pfitomnosti anamnestickych protilatek, tedy spravné

reaktivniho vysledku, u 3 z 6 vzorku

U 6 negativnich vzorki z nahodného vybéru byla spravné stanovena nereaktivita
HCV Ag obéma srovnavanymi metodami: HCV Ag na Architect i2000SR 1 podvysledek
HCYV antigenu u HCV DUO. Celkovy vysledek HCV Duo byl ve tiech ptipadech spravné
reaktivni, jelikoz se v tomto piipadé jednalo o pfitomnost anamnestickych protilatek

anti-HCV, jez byly konfirmovany
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5.3 Korelace HCV Ag a PCR

Korelaci jsem vyhodnocovala mezi kvantitativni metodou ARCHITECT HCV Ag
a kvantitativnim PCR, Vypocet Pearsonova korelacniho koeficientu (r) byl proveden
v programu MS Excel pomoci funkce CORREL. Pro stanoveni vyznamnosti korelace

bylo provedeno testovani hypotézy o nulové korelaci dvou nahodnych velicin (testova

statistika) dle vzorce: t =1 n-z Vysledna hodnota testové statistiky t byla porovnana
1-r2

s kvantilem Studentova f rozlozeni na hladin€ vyznamnosti o = 0,05.

V korelaci (graf 1) je zahrnuto 59 vzorkli od nedetekovatelné RNA po hodnotu
20 551 388 TU/ml.

Korelace vSech hodnot
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Graf 1 Korelace mezi HCV Ag a HCV RNA (Zdroj: Viastni)

Na ose X jsou hodnoty HCV Ag od 0 fmol/l do 13 595 fmol/l na ose Y jsou hodnoty PCR
v rozmezich uvedenych vyse.

Vypocet hodnoty korelace, ktera vysla zaokrouhlené na r = 0,51, znaci stfedné kladnou
asociaci mezi proménnymi, avSak zaroven existuje mnoho dalSich faktord, které mohou

ovliviiovat chovani obou proménnych. Statistickd vyznamnost korelace byla potvrzena

(p <0,05), kdy t = 4,341 > 2,004 = t{’5);.
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Vzhledem k tomu, ze hodnota korelacniho koeficientu je silné¢ ovlivnéna odlehlymi
hodnotami, byl vypocet proveden také pro oblast s niz§imi hodnotami vysledk méfeni,

kde je predpoklad vySssi presnosti méteni a klinické vyznamnosti (graf 2).

Korelace nizsSich hodnot
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Graf 2 Korelace nizsich hodnot HCV Ag a HCV RNA (Zdroj: Viastni)

Vybrané vzorky (N =41) vtomto grafu se u PCR pohybovaly v rozmezi od
nedetekovatelné RNA do 398 950 IU/ml a HCV Ag bylo v rozmezi od 0 do 361 fmol/l.

Zde je uz zteteln€jsi na prvni pohled, Ze sila korelace mezi HCV RNA (osa Y) aHCV Ag
(osa X) je silna, coz mizeme posuzovat i z vypoctu hodnoty korelace, ktera vysla

r=0,81. Byla také potvrzena statistickd vyznamnost korelace (p < 0,05), kdy

t=8,096 > 2,021 = t\ ;.

5.4 Kazuistika
Muz, 39 let

Pacient byl pfijat na vySetieni s pfiznaky ikteru a v anamnéze uvedl problémy spojené
s abuzusem alkoholu. Hlavnim cilem vySetfeni bylo objasnit etiologii jaterni cirhozy.

Pocatecni laboratorni testy prokazaly mirn€ zvySené hodnoty alaninaminotransferazy
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(ALT), zvySené hodnoty gamma-glutamyltransferazy (GGT), aspartataminotransferazy
(AST), alkalické fosfatazy (ALP) a bilirubinu, coz naznacovalo poskozeni jater. Etiologie
byla pfipsana alkoholickému poskozeni jater (ALD).

V ramci serologického vySetieni byl pacient testovan na pfitomnost protilatek prott HCV
a na HCV antigen (Ag) rutinn€ pouzivanou metodou CMIA, pfiCemz oba testy vysly
reaktivné, coz naznaCovalo moznou infekci HCV. Konfirmacéni test Western blotu pro
anti-HCV vysel negativni Cili specifické protilatky nebyly konfirmovany. Polymerazova
retézova reakce (PCR) pro HCV téz vysla negativné. Dalsi testovani metodou
elektrochemiluminiscence (ECLIA) pro HCV protilatky a antigen rovné€z prokazalo
nereaktivni vysledky. Tyto nesrovnalosti mezi pocateCnimi screeningovymi testy
a konfirmacnimi testy vyvolaly otazky tykajici se specifi¢nosti pouzitych diagnostickych
metod. Dle anamnézy a na zakladé vysledkd PCR Iékat vyloucil moznou infekci HCV.
Dalsi vySetfované serologické pozadavky byly HIV, vS§echny hepatitidy vCetné hepatitidy
E, které vysly nereaktivné. Pacient mél i negativni vySetieni na syfilis, kde se vySetfovalo
RPR (netreponemovy test) a anti-TP (protilatky proti Treponema pallidum). Co se vSak
u pacienta objevilo, byl reaktivni test na CMV IgM, coz by mohlo naznaCovat poc¢atecni
fazi cytomegalovirové infekce, ktera muaze interferovat s jinymi serologickymi testy,
piipadné se muze jednat také o nespecifickou reaktivitu (dal§i méfeni pro potvrzeni
sérokonverze nebylo provedeno). Reaktivitu vykazovaly rovnéz parametry EBV VCA
IgG (Viral Capsid Antigen) EBNA IgG (Epstein-Barr Nuclear Antigen), jez znamenaji
prodélanou infekci EBV infekci.

V kazuistice pacienta se zaméfuji na rozporuplné vysledky testi na HCV, které ukazuji
na falesné reaktivni screeningové testy na HCV protilatky a antigen, pfi provedeni méteni
metodou CMIA, konfirmacni testy a dalsi diagnostika metodou ECLIA naznaluji, ze
pacient nema aktivni infekci HCV. Tento pfipad poukazuje na vyznam konfirmacnich
testt v diagnostickém procesu a zduraznuje potiebu dalSiho vySetieni v piipadech, kde
pocatecni vysledky nesouhlasi s klinickym obrazem nebo kdyz existuji pochybnosti

o specifi¢nosti testu.

Zvlastni pozornost je vénovana diferencialni diagnostice a identifikaci moznych pficin
falesné reaktivnich vysledku, vcetné potencionalni zkiizené reakci, kterou nelze vyloucit
ani u ostatnich raktivnich parametri. Rovnéz musime brat ohled na mozné technické

chyby pfi testovani nebo vliv (interferenci) stavajiciho alkoholického poskozeni jater.
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Tato kazuistika podtrhuje dulezitost komplexniho pfistupu k diagnostice virovych
hepatitid, ale 1 jinych infek¢nich onemocnéni, jez se vySetiuji serologickymi metodami,

zejména v kontextu pacientd s existujicimi jaternimi onemocné€nimi.
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6 Diskuze

Pii porovnani dvou ruznych diagnostickych metod pro detekci anti-HCV a HCV
antigenu, specificky se jednalo o chemiluminiscenéni mikro¢asticovou imunoanalyzu
analyzovano na prfistroji Architect i2000SR a elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyzu,
kterd byla provadéna na pfistroji Cobas Pure v modulu e411, nas zajima klinicka

senzitivita a specificita, které urcuji diagnostickou spravnost.

Z vyslednych méfeni se nam potvrdila hypotéza o vySSi nespecificité stanoveni
anti-HCV metodou CMIA oproti ECLIA. Tato hypotéza vychazela z obecného
pozorovani vyssiho vyskytu nespecifickych reaktivit u serologickych vySetieni za pouziti
metodiky CMIA. Z celkem 16 nespecifickych reaktivit stanovenych metodou CMIA byl
pouze 1 vzorek nespecificky reaktivni také metodou ECLIA. Vyrobci uvadi specificitu

99,60 % pro CMIA a 99,94 % pro metodu ECLIA.

Nizsi specificitu zapficinily zkiizené reaktivity, kdy mohly interferovat jiné protilatky,
1écba, diagnoza (stav pacienta). Mezi interferujici komponenty, jak uvadi vyrobce
(Abbott Diagnostic, 2023), patii naptiklad pfitomnost protilatek proti CMV, EBV,
Treponema pallidum (pii onemocnéni syfilis) nebo jiné hepatitid€, vliv mohou mit dale
onemocnéni jako mnohocetny myelom ¢i ALD, jak naznaCuje i na§ jeden ptipad
v kazuistice (kapitola. 5.4). V nasem souboru falesné reaktivnich vysledki se v nékterych
pfipadech potvrdily 1 dal§i potencionalné interferujici latky, nejcastéji se jednalo
o protilatky, at’ uz tfidy IgG nebo IgM, prott CMV, EBV, SYF a HAV (hepatitida A).
U znacné casti vzorkd jsme neméli indikované dané vysetfeni a neméli moznost zjistit
pficinu. Vyskyt falesné reaktivnich vysledk(i stanoveni anti-HCV v praxi znamena
prodlouzeni ¢asu odezvy a navyseni financnich nakladu laboratorniho vySetfeni z divodu

nutnosti provedeni konfirmace za vyuziti imunoblotu.

Na zakladé druhé hypotézy bylo déale potvrzeno, ze metoda ECLIA je méné senzitivni
pro stanoveni HCV Ag nez CMIA. Dilezité je vSak poznamenat, ze semikvantitativni
metoda HCVDUO je brana jakozto dualni metoda, jejiz vysledek je interpretovan jako
reaktivni v pfipad¢ reaktivity jakéhokoliv podvysledku. V tomto pfipad€ metoda dosahuje
srovnatelné klinické senzitivity ve smyslu zachytu onemocnéni HCV (at uz protilatek
anebo HCV Ag) jako CMIA. Jak uvadi vyrobce, metoda je urena primarné pro screening
HCV a podvysledky anti-HCV / HCV Ag slouzi jako pomucka pii vybéru algoritmu
konfirmacniho testovani reaktivnich vysledki. Kombinace stanoveni anti-HCV se
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stanovenim HCV Ag pak muize predstavovat benefit také z davodu zkraceni tzv.
diagnostického okna, kdy jsou na pocatku infekce protilatky negativni, zatimco virémie
muze byt zachycena diky detekci HCV Ag, coz popisuje napiiklad studie Husy (2019).
Na OKMI jsem se béhem své prace s takovym piipadem nesetkala a nemohu proto
potvrdit vyznamnost redukce diagnostického okna v praxi. Z celkového posouzeni lze
fici, ze metoda Elecsys HCVDUO je jako dualni metoda vhodna pro screening
onemocnéni HCV, nicméné s niz§im podilem zachytu HCV Ag pii aktudlni infekci.
Ve srovnani se standardné pouzivanym postupem screeningu HCV — stanovenim pouze
anti-HCV — by tato metoda mohla najit uplatnéni napfiklad pfi povinném vysetfovani
darci na HCV, kde by mohla pfispét k eliminaci negativnich vysledku testu v piipadé

testovani pacienta v obdobi diagnostického okna.

Pokud se podivame na srovnani analytické citlivosti obou metod v kontextu virémie
stanovené pomoci PCR, tak u HCV Ag pomoci ECLIA jsme vypozorovali , Ze hodnoty
vzorkl s virémii fadové nad 10° IU/ml byly reaktivni, zatimco u vzorkii metodou CMIA
byly reaktivni jiz s virémii fadové 10 TU/ml. Pfestoze kvantitativni stanoveni HCV Ag
metodou CMIA je méné citlivé nez stanoveni HCV RNA pomoci PCR, mtuzeme potvrdit
vysokou miru korelace mezi HCV Ag CMIA a PCR, tedy HCV Ag roste v zavislosti na
HCV RNA, vyhneme-li se vysokym hodnotam qPCR v tadech miliont, kdy uz samotné
kvantitativni vyjadfeni neni v takto velkych rfadech dostatecné precizni. Stanoveni HCV
Ag by v tomto pfipadé mohlo dobie slouzit jako finanéné efektivnéj§i varianta pro
sledovani prubéhu 1écby do doby dosazeni detek¢niho limitu, kdy eradikace viru by
musela byt nasledné¢ potvrzena pomoci PCR, nicméné narodni doporuceni pro
diagnostiku a monitorovani terapie HCV (2021) se odkazuji na detekci HCV RNA
v jednotkach IU/ml a stanoveni HCV Ag je povazovano primarn¢ jako dopliiujici test ke

stanoveni anti-HCV pfi screeningu HCV.

Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o dva rizné analytické systémy od riznych firem, rada
bych zhodnotila také aspekty z hlediska uzivatelské priznivosti. Architect i2000SR ma
z mého pohledu prehlednéj$i uzivatelské rozhrani, napiiklad obsluha oceni Cesky preklad.
Cobas Pure ma jednodussi denni udrzbu, kterou déla bez nutnosti obsluhy, kdezto
Architect i2000SR potiebuje dodavat a pripravovat roztoky uzivatelem. Cobas Pure dale
disponuje predfazovacim mistem pro statimové vzorky a leps§i manipulaci s reagenciemi.

Systém kalibraci a méfeni kontrolniho materialu je u obou systému srovnatelny.
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Na OKMI FN Brno vyuzivame stanoveni HCV Ag jako reflexni test pifi reaktivité
anti-HCV. Vyhodou je, ze v pfipadé reaktivity HCV Ag je klinik zaroveti s vysledkem
anti-HCV upozornén na probihajici infekct HCV (na pfitomnost anti-HCV s virémiti)
a anti-HCV nejsou déale konfirmovany finanéné nakladnym a metodicky zdlouhavym
imunoblotem. Pouziti HCV Ag (CMIA) od firmy Abbott tak vzhledem k vyssi citlivosti
vede vtomto piipadé k vyssi vytéznosti nez pouziti HCV Duo. HCV Duo zase
predstavuje specifictéjsi metodu stanoveni anti-HCV a pomérmné vyznamné snizuje pocet

provadénych konfirmacnich testd imunoblotem.
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7 Zavér

Hepatitida C je zavaznym onemocnénim, které muze vést k chronickému jaternimu
poskozeni. V kontextu v€asného zjisténi a efektivni strategie 1éCby se stava pecliva

laboratorni diagnostika nezbytnou.

Tato bakalatska prace byla strukturovana tak, ze nejdrive byla predstavena teoreticka Cast
zaméfena na dukladny piehled virologie a diagnostiky hepatitidy C, nasledovana
praktickym vyhodnocenim detekce HCV a protilatek prott HCV u nahodné vybranych

a specificky selektovanych vzorku séra a plazmy.

Hlavnim cilem této bakalarské prace bylo provést srovnavaci analyzu dvou
diagnostickych metod pro detekci anti-HCV a HCV antigenu. Analyza se zaméfila na
hodnoceni a porovnani jejich diagnostické spravnosti na zakladé vysledkd kvantitativni
PCR a specifickétho WB, s cilem identifikovat optimalni diagnostickou metodu

v zavislosti na specifickych potiebach ULM-OKMI.

Studie v této praci potvrdila, ze zatimco metoda HCV Ag CMIA poskytuje vyssi
senzitivitu pro detekci nizSich hladin virémie, HCVDUO ECLIA se vyznacuje vétsi
specificitou a mensim poc¢tem zkiiZzenych reaktivit. Diskuze v praci dale zduraziuje, ze
obé metody maji své vyhody a omezeni, které je tieba zvazit pti vybéru nejvhodnéjsiho
testu pro diagnostiku HCV v klinické praxi s pfihlédnutim na to, ze pracoviste
ULM-OKMI se nezaméfuje pouze na screeningova a kvalitativni vySetieni, ale i na
specializované vySetfeni potfebné k monitorovani 1écby cili kvantitativni stanoveni
virémie. V soucasné praxi je ovSem stanoveni HCV Ag vyuzivano zejména jako reflexni
testovani pfi prvnim zachytu anti-HCV, tedy v ramci screeningu HCV. Indikace k tomuto
vySetfeni ze strany klinikd je v souc¢asné dobé minimalni. Pii kone¢ném vybéru metody
tedy bude piihlédnuto také k moznostem piistrojového vybaveni ¢i k laboratornimu

workflow nez pouze k zjisténym analytickym vlastnostem testovanych metodik.
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10 Seznam zkratek

HCYV — Hepatitis C Virus
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