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Molekularna detekcia hepatitidy C u vybranej skupiny pacientov

Abstrakt

Tato bakalarska praca sa zaoberd vyskytom hepatitidy C ajeho detekciou
zameranou na priamy dokaz virusu. Teoreticka Cast’ popisuje a rozdel'uje hepatitidu na
akutnu a chronickil, zameriava sa na jej geneticku variabilitu a vysvetl'uje ako sa tento
virus sprava, prenasa a mutuje. Mutaciou vznikaju jeho d’alSie varianty, ktoré je potrebné
od seba odlisit’ ak chceme nastavit’ G¢innu liec¢bu.

Prakticka Cast’ nam podava informacie o vyskyte HCV medzi muzmi a Zzenami,
ktory su prehl’adne rozdeleni v tabulkach podl'a roku narodenia, pozitivity a negativity.

Zaobera sa tiez aj dour¢enim daného genotypu/subtypu.

Kli¢ova slova
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Molecular diagnostics od hepatitis C in a selected group of patients

Abstract

This bachelor thesis deals with the occurrence of hepatitis C and its detection
focused on direct evidence of the virus. The theoretical part describes and divides
hepatitis C into acute and chronic, focuses on its genetic variability and explains how this
virus behaves, is transmitted and mutated. Mutation creates other variants of it, which
must be distinguished from each other if we want to set up an effective treatment.

The practical part gives us information about the incidence of HCV among men
and women, which are clearly divided in tables according to the year of birth, positivity

and negativity. It also deals with the determination of a given genotype / subtype.
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1. Uvod

V mojej bakalarskej praci sa budem zaoberat diagnostikou hepatitidy C. V beznej
populécii sa Casto nevyskytuje, pretoze pri dodrzani urcitych hygienickych a aseptickych
pravidiel sa dd prenosu infekcie zabranit. Tato praca zohladiuje vyskyt hepatitidy C
u vybranej skupiny pacientov, a to u byvalych narkomanov a viziov v Ceskej republike.
Prevalencia ochorenia je tak vySSia ako u beznej populacie, pretoze sa Casto jedna

0 byvalych uzivatel'ov drog, alebo l'udi so socidlne slabsich skupin.

Priamou detekciou hepatitidy C vieme zachytit’ aj rannt fazu ochorenia, kedy organizmus
eSte nemusi mat’ vytvorené protilatky. Pre spravne nastavenie liecby je dolezité urcit’ aj

0 aky genotyp, prip. subtyp sa jedna.

V praktickej Casti sa zaoberam molekularnou detekciou HCV metédou PCR. Dany subor
pacientov bol vySetreni na pristroji QITASymphony aj na pristroji Panther, ktory pouZziva
metédu TMA. V zévere porovndvam tieto metody podla ich citlivosti zachytit’ aj nizku
virusovt naloz. Pocas mojej laboratdrnej praxe som taktiez dourcila genotypy/subtypy na
zéklade pozitivity pacientov metodou Real-TM PCR alebo sekvenovanim. Vysledky som
spracovala do grafov atabuliek, podl'a pohlavia, roku narodenia a vyskytu daného

genotypu/subtypu.



2. Sucasny stav

Virus hepatitidy C (VHC) je RNA virus, ktory patri medzi flavivirusy. Virus bol
objaveny vroku 1989. (Spi¢ak J. akol., 2017.) Vyznatuje sa velkou genetickou
variabilitou a vel’kym mnozstvom mutacii poc¢as priebehu infekcie. VHC sa vyskytuje
v 11 roznych genotypoch, pri¢om genotypy 7 — 11 sa povazuji za subtypy genotypu 6.
(MeDitorial © 20220). Niektori autori uvadzaju vyskyt 7 ré6znych genotypov (genotypy
1 — 7) (Urbanek, 2017) . VHC ma niekol’ko desiatok subtypov. Subtypy sa oznauju
malymi pismenami abecedy. V Ceskej republike sa najéastej$ie vyskytuje subtyp 1b.
(Husa, 2005.)

VHC je znamy od konca 80.rokoch 20. storoc¢ia. Predstavuje zavazny globalny problém
a celosvetovo sa vyskytuje asi u 170 milionov 'udi. Najviac sa vyskytuje vo vychodnej
Eurdpe a Azii, ale taktiez aj v USA, juznej Amerike a v niektorych $tatoch v Afrike. (obr.
¢. 1 -priloha) (Gower E a kol.,2014)

Podl'a serologickych vysledkov je prevalencia infekcie HCV v Ceskej republike nizka
ato iba 0,2 %. Infekcia HCV sa vacsinou vyskytuje u rizikovych skupin obyvatel'stva,
nez u beznej populacie. Serologicky sa vSak nezachyti v dostatocnom pocte, takze je
pravdepodobné, Ze prevalencia je ovel'a vyssia. (Soucek a kol., 2011) V Ceskej republike
bolo v obdobi 2006 — 2015 nahlasenych 7 577 pripadov chronickej hepatitidy C. V roku
2015 bolo hlasenych az 840 pripadov. NajohrozenejSou skupinou su injekéni uzivatelia

drog. (Lexova a kol., 2016)

Virus poskodzuje bunku dvoma spdsobmi a to priamo — tzv. cytopaticky efekt a nepriamo
pomocou imunitnej reakcie na infikovani bunku — tzv. cytoliticky efekt. (Fialova, ©

2019)

Virus hepatitidy C sa prenaSa parenteralnou cestou, to znamend krvou, telesnymi
tekutinami, pohlavnym stykom . Prenos je moZny aj z matky na dieta pocas porodu.
Dialyzacni, onkologicki pacienti, alebo pacienti, ktorym boli poddvané krvné derivaty
maju zvySene riziko infekcie virusom. Avsak, vd’aka dneSnym opatreniam a pravidelnym
testovaniam krvi pred samotnym podanim pacientom, sa toto riziko vyrazne znizilo.
Dopomohlo k tomu aj zahajenie rutinného testovania darcov Krvi na pritomnost HCV

infekcie. (Spi¢ak J. akol., 2017) Ohrozenou skupinou zostavaji narkomani a Pudia zo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gower%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25086286

socialne slabSich skupin. Rizikovym aspektom su aj tetovania a piercing, ak nie su

prevadzané za aspetickych podmienok. (Soucek a kol., 2011)
2.1 Priebeh HCV infekcie

2.1.1 Akutna infekcia

Akutna hepatitida je diagnostikovana vel'mi vzacne, pretoze védcSinou ma ochorenie
bezpriznakovy priebeh. Priblizne, v asi 10 — 15 % pripadov sa objavia neSpecifické
priznaky ako je unava, bolesti svalov, nechutenstvo. Iktericky priebeh infekcie sa

popisuje u 1 % pacientov. (Urbanek, 2017)

Priblizne u 55 — 80 % pacientov prechddza akutna hepatitida do chronicity. Riziko
chronicity zavisi na veku, preto mladsi 'udia majii mensie riziko. Dalej zavisi aj na
sposobe prenosu, teda velkosti infekénej davky a d’alSich navykov (uzivanie alkoholu).
Dolezitym faktorom je tiez aj koinfekcia s hepatitidou B alebo HIV, ktord vyrazne

prispieva k tomuto rozvoju. (Fialova, © 2019)

2.1.2 Chronickd infekcia

Chronické hepatitida a Casto aj cirhdza pecene, prebiehaji asymptomaticky a vacSinou
dochadza k odhaleniu ndhodne. Do chronicity prechadza okolo 75 — 85 % pripadov. Za
chronicky infikovaného pacienta sa povazuje ten, ktory ma po 6 mesiacoch pozitivne

sérum na HCV RNA. (Urbének, 2017)

Toto vySetrenie stanovujeme pomocou polymerazovej retazovej reakcie (PCR). Pravdou
je, ze pacient nemusi mat’ pozitivne sérum na HCV RNA, ale iba protilatky anti-HCV, ¢o

znaci prekonanie infekcie, alebo stav kedy ochorenie nepreslo do chronicity. (Husa, 2009)

U chronickej hepatitidy C s Specifické T-lymfocyty vycerpané a prestavaji si plnit
svoju funkciu. Ako vysledok dlhotrvajiceho ochorenia sa zniZzuje ich proliferacna

schopnost’, cytoliticka aktivita a je potlacena produkcia cytokinov. (Shin E a kol., 2016)
U chronickej hepatitidy sledujeme 3 hlavné parametre:

e Vyvoj fibrozy pecene do cirhdzy pecene
e Rozvoj cirhdzy pecene a nasledne transplantacia pecene

e Rozvoj hepatocelularneho karcinomu (HCC)
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Cirh6za pecCene vznikd ako dosledok fibrozy pecene. Ddsledok toho dochadza
k zdvaznym komplikdciam ako je hypertenzia, zlyhavanie pecene s moznostou

transplantacie, alebo vznik HCC. (Urbanek, 2017)

Po 20 rokoch od zaciatku choroby, dochadza u 10 — 20 % pacientov k rozvoju cirhozy
pecene.  Pravdepodobnost’ cirhozy zvySuje alkohol, obezita, vek a koinfekcia
s hepatitidou B alebo HIV. Hepatocelularny karcinom sa vyskytuje u 1 — 4 % pacientov
s cirh6zou pecene rocne. U pacientov bez cirhozy sa karcindm vyskytuje vel'mi ojedinele.

Obr.¢. 1. (Husa, 2009)

o Cirh6za 10-20%
Akutna infekcia . kahr'or;;kgs(y po viac ako 20 HCC 1-4%/rok
infekcia 75-85% rokov

Obrazok 1. Priebeh HCV infekcie (Upravené podl'a: Chen, Morgan, 2006).

2.1.2.1 Liecba chronickej hepatitidy C
Donedavna bola lie¢ba hepatitidy C zalozend na kombinacii pegylovaného interferénu

a ribavirinu. Uspesnost’ lietby tak vzrastla na 70-80 %. (Soucek a kol., 2011)

Dnes sa do popredia dostavaju priamo posobiace virostatika (DAA) z ang. directly acting
antivirals. Tieto DAA si nasli vyuzitie nie len v liecbe HCV, ale aj pri transplantacii
pecene. (Soucek a kol., 2011)

DAA su nizkomolekuldrne latky, ktoré cielene blokuju jeden z kIi¢ovych enzymov
replikacného cyklu HCV, a to proteazu alebo RNA polymerazu. Jednotlivé DAA sa delia
do jednotlivych tried podl'a chemickej povahy. (Urbanek, 2017)

Prvymi prepardtmi DAA, ktoré sa zacali bezne v praxi pouzivat su boceprevir
a telaprevir. Tieto virostatika predstavuji prva generaciu virostatik. Pouzivaju sa spolu
s pegylovanym interferonom a ribavirinom. Uginkuju len u HCV genotypu 1, na ostatné
genotypy nemaji ziadny ucinok, alebo len velmi slaby, aaj to srizikom vzniku

virologickej rezistencie. (Urbanek, 2017)

Neskor vznikli aj d’alSie virostatika, napr. sofosbuvir, simeprevir a daclatasvir, ktoré

dosahuju lepsie ucinky na liecbu hepatitidy C. (Urbanek a kol., 2014)
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V dnesSnej dobe sa snazime o tzv. bezinterferonovl lieCbu, idedlne aj bez podania
ribavirinu. Tato liecba je ekonomicky naro¢na a Vv popredi ostavaju lieCebné postupy
zalozené na pegylovanom interferdne, ribavirinu, bocepreviru a telapreviru. Aj ked’ je

dokazané, Ze nové varianty su G¢innejSie a bezpecnejsie. (Urbanek a kol., 2014)
2.2 Molekularna virologia

2.2.1 Struktiira genému HCV

Virus hepatitidy C je RNA virus velkosti 55 — 65 nm, ktory patri do ¢el'ade Flaviridae
(Krekulova akol., 2002) ako jediny ¢len rodu Hepatocivirus. Virus sa sklada
z jednovlaknovej RNA pozitivnej polarity, ktora koduje 3 010 aminokyselin. Geném
HCV mézeme rozdelit’ na oblasti, ktoré koduju Strukturadlne a neStrukturalne proteiny
a na oblasti nekédujtce proteiny, tzv. neprekladané oblasti (NTR — nontranslated regions,

alebo UTR — untranslated regions ).

Prekladané oblasti gendmu kdduju Strukturdlne proteiny (C, E1, E2, p7) a neStrukturalne
proteiny (NS2, NS3, NS4S, NS4B, NS5A a NS5B). (Obr. ¢. 2) (Urbanek, 2017)

E2 NS3 | | Ns4B | NSSA
p7 NS4A 3'NTR
L ] | |
oblast kodujici oblast kédujici
strukturalni proteiny nestrukturalni proteiny

Obrazok 2. Oblasti genému hepatitidy C. (Zdroj: Urbanek, 2017)

Pre RNA virusy, ktoré obsahuju pozitivne orientovani RNA je typické, ze vSetky ich
proteiny, hlavne neStrukturdlne sa vyznacuji velkym mnoZstvom funkcii. Jednou
z dolezitych funkcii je, ze ulah¢ujt replikaciu virusu v infikovanom hepatocyte a vznik
novych virionov. Je to désledok toho, Ze genom HCV je veelku maly a tiez koduje malé

mnozstvo proteinoV a tie musia mat’ viacero funkcii. (Urbanek, 2019)

Strukturalne proteiny spolupracujii s proteinmi hostitel'skej bunky a podiel'aju sa na

rozvinuti infekcie, rozvoji steatdézy a rozvoji inzulinovej rezistencie. Proteiny E1 a E2 sa
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spolu so Struktarami na povrchu hostitel'skej bunky, podielaju na Sireni infekcie

Vv infikovanom organe. (Urbanek, 2019)

Neprekladané oblasti (NTR) sa nachadzaji na oboch koncoch gendému anie su
prekladané do virusovych proteinov. Obsahuju hlavne mnozstvo regulacnych funkcii,
rozhoduju o zaciatku translacie a 0 tom, ¢i vldkno RNA vstupi do procesu translécie,
alebo nastane replikdcia. Tieto oblasti tiez reguluju zaciatok syntézy negativneho aj
pozitivneho retazca RNA pocas replikaéného cyklu virusu. Zékladny rozdiel medzi
tymito oblast’ami je ten, ze oblast’ u 5" konca je vel'mi konzervativna (jej sekvencie sa
vyuzivaji v PCR pri detekcii HCV RNA), zatial' ¢o u 3" konca je oblast’ vysoko
heterogénna. (Urbanek, 2019)

2.2.2 Genetickd variabilita HCV

Virus HCV sa vyznacuje velkou variabilitou. Tento RNA virus potrebuje pri svojej
replikacii aktivitu RNA-dependentnej RNA polymerazy (RdRp). Aktivita tohto enzymu
je nepresnd a preto dcérine vldkna ktoré vytvdra, maju na mnohych miestach odlisni
sekvenciu. Tieto dcérine vlakna sa liSia nie len od materskej sekvencie, ale aj od seba

navzajom. Na zaklade sekvenovania genomu HCV, sme schopni ho rozdelit’ na 3 tirovne:

1. Genotypy — lisia sa od seba v 30 — 33 % sekvencie nukleotidov
2. Subtypy jedného genotypu — lisia sa 20 — 25 % sekvencie nukleotidov

3. Kvazidruhy jedného subtypu — lisia sa < 10 % sekvencie nukleotidov

Genotypy a subtypy nam predstavuju genetické varianty, ktorymi sa liSia medzi sebou
regiony, populacie alebo nakazeni jednotlivci. Kvazidruhy st rozne varianty, ktoré
cirkuluju v krvi jedného pacienta. Virus cirkuluje v danom ¢ase u daného infikovaného
pacienta a v jeho krvi sa nachadza mnozstvo pribuznych ale predsa odlisnych sekvencii
RNA. Kvazidruhy vznikaji désledkom toho, Ze RdRp nema proof reading aktivitu. Tato
aktivita ma dolezita tlohu pri oprave chybne zaradenych nukleotidov do nového ret'azca
RNA. Pri vysokej replikacnej aktivite a pri chybani opravnych mechanizmov, nastava
velké mnozstvo mutacii. Vac¢sina vSak sposobi zanik retazca, pretoze novo vzniknuty
retazec nie je schopny d’al$ej replikacie. (Urbanek, 2017) Vedomosti o mechanizme
a vzniku kvazidruhov st kI'icové pre spravne chapanie rozvoja rezistencie na jednotlivé

virostatikd. (Urbanek, 2019)
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2.2.3 Genotypy hepatitidy C

Schopnost’ virusu mutovat’, ma za nasledok vyskyt roznych pozmenenych foriem HCV.
Tieto pozmenené formy nazyvame genotypy. Pomocou sekvenovania genému HCV,

vieme od seba rozlisit’ rozne genotypy a subtypy. (Hepatitis C Trust ©2020)

Ako som spominala vysSie, genotypy sa od seba lisia v 30 — 33 % sekvencie nukleotidov

a subtypy sa od seba liSia v 20 — 25 % sekvencie nukleotidov. R6zne typy genotypov sa

vo svete vyskytuju typicky pre dant oblast’, avSak toto tvrdenie neplati vzdy. (Urbanek,

2017)

Genotypy 1, 2 a 3 sa vyskytuji celosvetovo. NajcastejSie sa stretavame s ich subtypmi
la a 1b, ktoré st zodpovedné za takmer 60 % celosvetovych infekcii. Najviac sa s nimi
stretavame v severnej Eurdpe, Severnej Amerike, V juznej a vychodnej Eurdpe
a v Japonsku. Genotyp 2 sa vyskytuje menej ¢asto oproti genotypu 1. Jeho subtyp 2c
prevlada hlavne v severnom Taliansku. Genotyp 3 je endemicky v juhovychodnej Azii
ajeho subtyp 3a sa velmi Casto vyskytuje medzi narkomanmi v Europe aj v USA.
(MeDitorial © 20220). Genotyp 4 nachadzame prakticky vyhradne na Strednom vychode,
v Egypte a v strednej Afrike. Genotyp 5 je typicky pre juznu Afriku. Genotyp 6 sa
vyskytuje v juhovychodnej Azii ajuznej Cine. (Tarik akol., 2018). Niektori autori
uvadzaja vyskyt 11 genotypov, pricom genotypy 7 — 11 sa povazuji za subtypy genotypu
6. (MeDitorial © 20220).

Dourc¢enie HCV genotypu je podstatné pre nastavenie ucinnej liecby. Ak sa potvrdi
subtyp 1b alebo genotyp 3, znamena to vyssie riziko vzniku cirhdzy pecene. Na rozne

genotypy sa pouzivaju rozdielne DAA a lisi sa aj dizka lie¢by. (Faisal a kol., 2015)

2.3 Laboratorna diagnostika HCV

Serologické metddy st kl'uové pre stanovenie spravnej diagndézy HCV infekcie. Su
nevyhnutné pre monitorovanie a sledovanie priebehu liecby. Screeningovou metodou je
vySetrenie anti-HCV protilatok zo séra, alebo plazmy. Definitivnu diagnézu urcuje
pozitivny nalez HCV RNA v krvi metodou PCR. (Urbanek, 2017)
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2.3.1 Detekcia anti-HCV protilatok

K detekcii anti-HCV protilatok pouzivame metody zname ako EIA — enzymatické
imunoanalyzy. Princip metddy je zalozeny na hladani protilatky v sére pacienta proti
antigénom rdznej povahy. Tento antigén, vacsinou sa jedna o proteiny alebo peptidy, je
naviazany na stenu mikrotitra¢nej jamky. Do jamky sa prida vySetrované sérum, inkubuje
sa a potom nastava premyvanie, kde sa odplavia vSetky nenaviazané Castice. V pripade
pozitivity hladanej protilatky v sére, ostani na stene vytvorené imunokomplexy.
Nasledne sa opiat’ do jamky prida protilatka proti imunokomplexu, ktorda ma na sebe
naviazany enzym. Tento enzym zmeni farbu v jamke po pridani substratu. V zavere sa
vysledok od¢ita fotometricky. (Simek, 2012) Detekcia anti-HCV protilatok ma pre nas

Cisto kvalitativny charakter.

Vysetrenie anti-HCV protilatok je screeningové vySetrenie. Malo by sa vykonavat
u vsetkych osob, ktoré boli pocas svojho zivota vystavené, alebo v kontakte s virusom
hepatitidy C. Je potreba pamitat’ aj na to, ze anti-HCV protilatky nemaju protektivny

efekt, to znamena, Ze nechrania proti reinfekcii. (Urbanek a kol., 2014)

2.3.2 Detekcia HCV RNA

Polymerazova retazova reakcia (z angl. polymerase chain reaction) je v dnesnej dobe

nezastupite'nou molekularnou metédou pre detekciu patogénov alebo virusov. (Beranek,

2016)
Samotné PCR sa sklada z 3 faz:

Denaturacia — teplota stupne nad 94°C a nastava rozpletenie dvojvldknovej DNA, pricom

vznikd jednovlaknovii DNA na ktoru, nasadaji primery

Nasadanie primerov — nastava pri teplote okolo 60°C na $pecifické iseky DNA, kde sa
neskor naviaze DNA polymeraza. Primery by mali byt' 18 — 25 baz dlhé a mali by mat’

rovnomerne zastipené oblasti pre pary Guanin/Cytozin a Adenin/Tymin/Uracil

Syntéza DNA (elongace) — prebicha samotna syntéza DNA, kde sa vytvara nové vlakno

vzdy podl'a komplementarity k p6vodnému

Tento dej sa cyklicky opakuje 40 — 45 krat a takto nam moéze vzniknut' az niekol'ko
miliénov képii DNA. (Beranek, 2016)
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Real-time PCR je obdoba klasickej polymerazovej reakcie s moznost'ou kvantifikovat
sledovany tsek DNA vV redlnom case. Celad reakcia prebieha v Specidlnom pristroji
nazyvanom termalny cykler (z angl. thermal cycler). Vo vnutri sa nachadza detektor,
ktory prendsa vysledky do pocitata. Pomocou Specializovaného programu tak
zaznamenavame v realnom cCase koncentraciu fluorescencie, ktord odpovedd mnozstvu
vzniknutého amplikonu. Real-time PCR sa v sti¢asnej dobe poklada za najpouzivanejsiu
metddu, a pouzivame ju pre detekciu a kvantifikaciu HCV. Pre detekciu mnozstva DNA
sa pouzivaju fluorescencné substraty, ktoré sa moézu vzdjomne liSit principom, ale
vysledok ostava rovnaky. (Kocarek, 2007) V nasom laboratériu pouzivame ako zdroj

fluorescencie Tagman sondy

2.32.1 Tagman

Tagman vyuziva hybridiza¢né sondy (proby), ktoré st znacené fluorescenénymi
farbickami. V literatire sa oznaCuji ako reportér (angl. reporter) a zhasa¢ (angl.
quencher). Na 5" konci je naviazany fluorofor reportéra a na 3" konci je molekula zhasaca.
Ak st pritomné obe molekuly, tak fluorescencia je inhibovana, pretoze Ziarenie reportéra
je pohltené zhaSacom, a teda neprechadza do detektora. Ak dojde k odStiepeniu reportéra
Z proby, jeho fluorescencia uz nie je inhibovana a mézeme ju detekovat. (Biopedia
©2020) Na meranie fluorescencie je potrebna Taq-polymeraza s 5°,3"-exonukleazovou
aktivitou. Tag-polymeraza postupuje pozdiz vldkna RNA, priGom syntetizuje nové
vlakno. Ak narazi na sondu, zacne z nej odStiepovat’ nukleotidy, taktieZ aj molekulu
reportéra, ¢im sa dostane dalej od zhiSaca aten uZ nebrzdi emisné Ziarenie.
Zaznamenavame zvacSujlice sa mnozstvo fluorescencie. (LAB Guide, pruvodce

laboratoti © 2014 — 2019)
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2.4 Izolacia RNA

Izolacia nukleovych kyselin méze prebiehat’ r6znymi spésobmi, a to ru¢nou izoléciou,
alebo izolaciou na pristroji. Pri velkom mnozstve vzoriek samozrejme preferujeme
izolovat’ na izolatoroch. Izolacia sa moze liSit' aj na zaklade pouzivaného principu
metody. V tejto praci opisujem 2 metddy, ato izolaciu na pristroji QIASymphony
(QIAGEN) ana pristroji Panther (HOLOGIC), ktory vyuziva princip transkripéne

sprostredkovanej amplifikacie.

2.4.1 [Izoldcia na pristroji QIASymphony

QIASymphony DSP Virus/Pathogen Mini kit je stprava obsahujica reagencie potrebné
pre izolaciu a purifikaciu virusovych nukleovych kyselin. Tento kit mdzeme pouzivat’ aj
pre izolaciu DNA alebo RNA virusov, ako aj baktérii. QIAsymphony pracuje na principe
magnetickych castic. Takto vypurifikované nukleové kyseliny su pripravené pre d’alSie

pracovné postupy ako je napr. spominana PCR.
Princip

QIASymphony izoluje vzorky tak, ze kombinuje purifikdciu nukleovych kyselin
a manipuldciu s magnetickymi casticami. Proces purifikdcie prebieha tak, aby
nedochadzalo k moznej kontaminacii potencionalne infekénych vzoriek. Sklada sa zo

4 krokov:

1. lyza

2. vizba

3. premyvanie
4. eluce
Magneticka ty¢ je chranena obalom. Ty¢ sanasledne ponori do jamky, v ktorej sa
nachadza vzorka a pritiahne k sebe magnetické ¢astice, ktoré sa v nej nachadzaji. Obal

magnetickej tyCe sa presunie nad druhu jamku a magnetické Castice sa uvol'nia. Tieto

kroky sa pocas izolacie vzorku niekol'ko krat opakuji. Obr.¢. 3. (QIAGEN, © 2012)

Nasledne sa vzorky premyvaju v premyvajucich roztokoch a v poslednom kroku ziskame
Cista nukleovi kyselinu. Objem eluatu si vopred zvolime na zaklade mnozstva

primarneho materidlu. (QIAGEN, © 2012)
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Magneticka ty& Magne-

Rychly pohyb ticka
nahoru a dolii pro tyé
Pomaly pohyb nahoru uvolnéni
adold prosbér magnetickych
Obal tyce I magnetickych Eastic &astic

Reagent 1 a Reagent2a
magnetické astice magnetické Eastice

Jamka 1 Jamka2

Obrazok 3. Priebeh izolacie vzorku. (Zdroj: QIAGEN, © 2012)
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2.4.2 Diagnostika HCV (Panther)

Metodu transkripéne sprostredkovanej amplifikacie (TMA) pouzivame na priamu
detekciu HCV, kde sa nukleova kyselina amplifikuje metdédou, ktora pouziva RNA
transkripciu  (RNA polymerazu) a DNA syntézu (reverezni transkriptazu), aby
produkovala RNA amplikony z cielovej nukleovej kyseliny. TMA mdze byt pouzita na
detekciu ako DNA tak aj RNA. (HOFMANN a kol., 2005)

TMA si nevyzaduje naro¢nii manipulaciu so vzorkami ako je tomu pri priprave na
QIASymphony. Tym sa zabranuje riziku kontaminacie. (Grifols Diagnostic Solutions
Inc., © 2019)

Princip

Aptima HCV Quant Dx assay je test, ktory vyuzivame na detekciu nukleovej kyseliny
pouzitim TMA metody na kvalitativny a kvantitativny vysledok. Aptima HCV Quant Dx

assay vyuziva tri hlavné kroky, ktoré prebiehaju v jednej skimavke:

1. cielové zachytenie,
2. ciel'ova amplifikacia pomocou TMA (transcription-mediated amplification),
3. detekcia amplifikovanych produktov (amplikénov) za pouzitia fluorescencne

znacenych sond.

Pocas cielového zachytenia je virusovd RNA izolovand zo vzorky, kde dochadza
k rozpusteniu virusového obalu, denaturacii proteinov a uvol'neniu virusovej genomovej
RNA. Zachytené oligonukleotidy hybridizuju s vysoko konzervativnymi regionmi
(5" UTR) na HCV RNA. Hybridizované regiony st zachytené na magnetickych
mikrocCasticiach a nasledne st odseparované od vzorky Vv magnetickom poli. Pocas

premyvania sa odstrafiuju z reakénej skimavky cudzie komponenty.

Cielovéa amplifikéacia nastava prostrednictvom TMA za pouZitia dvoch enzymov: MMLV
(Moloney murine leukemia virus) reverznej transkriptdzy a T7 RNA polymerazy.
Reverzna transkriptaza sa pouZziva na vytvorenie kopii DNA (obsahuje promotorovi
sekvenciu pre T7 RNA polymerazu) cielovej sekvencie. T7 RNA polymerdza vytvara
mnohonasobné kopie RNA amplikénov z kopie DNA templatu. Aptima HCV Quant Dx
assay vyuziva amplifikdciu casti 5"UTR genomu HCV. Amplifikaciu tejto oblasti
dosiahneme pouzitim Specifickych primerov, ktoré¢ st uréené pre amplifikaciu genotypov

HCV 1,2,3,4,5a6.
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Detekcia prebieha za pomoci indikatorov z jednovlaknovej nukleovej kyseliny. Tie su
pritomné pocas Cielovej amplifikacie a Specificky hybridizuji s amplikonom v readlnom
Case. Kazdy indikator obsahuje fluorofor a zhasa¢. Ak nie je indikator hybridizovany
s amplikébnom, zhasac je v tesnej blizkosti fluoroforu a potlacuje fluorescenciu. Ak sa
indikator naviaze na amplikon, zhasa¢ sa posunie d’alej od fluoroforu a po excitacii
zdrojom svetla za¢ne emitovat’ signal $pecifickej vinovej dizky. Cim viacej indikatorov
hibridizuje s amplikénom, tym vyssi je fluorescenény signal. Doba potrebna k tomu, aby
fluorescen¢ny signal dosiahol stanovenej prahovej hodnoty, je umerna pociatocnej
koncentracii HCV. Kazda reakcia ma vnutornu kontrolu - IC (internal control), ktora

kontroluje zmeny v spracovani vzoriek, amplifikacii a detekcii. (Hologic, Inc.,© 2018)
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3. Ciele

V praktickej casti sa budem zaoberat’ a popisovat’ dve metddy. Najprv opiSem izolaciu
RNA na pristroji QIASymphony (QIAGEN) a naslednt detekciu pomocou artus HCV
RG RT-PCR kitu. Dalej popisem detekciu HCV na pristroji Panther (HOLOGIC), ktory
vyuziva metodu TMA. Vyskum pozostava z 305 pacientov, ktorych porovnam podla

virusovej naloze a citlivosti danych metdd.

V d’alsej Casti so siborom 15 386 pacientov porovnavam pozitivitu a negativitu na HCV
RNA u muZov a Zien. Jedna sa o subor pacientov z viznic Ceskej republiky a byvalych
narkomanov. Preto treba zohladnit’ ziskané vysledky V zavere prace. Pri pozitivite
dour¢im genotyp/subtyp metédou Real-Time PCR(SACACE) alebo pomocou
sekvenovania. Genotypy rozdelim do grafov atabuliek na zaklade vyskytu genotypu,

pohlavia a roku narodenia pacientov.
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4. Metodika

V praktickej Casti prace zistujem pozitivitu HCV RNA v krvi adourujem dany
genotyp/subtyp. Samotna praca bola vykonana v laboratoriu synlab czech s.r.o. v Prahe.
Najprv popisujem dve rozdielne metddy, ato na pristroji QIASymphony (QIAGEN)
a Panther (HOLOGIC). V dalsej ¢asti sa venujem dourc¢eniu genotypu a sledujem aky typ
sa najviac vyskytuje v Ceskej republike.

4.1 Izolacia RNA pomocou QIASymphony DSP Virus/Pathogen Mini kit

Pre izolaciu HCV RNA je pre nds najvyhodnej$i odber zrazanliva krv. Zrazanliva krv
uchovavame pri teplote 4 — 8°C. Mdzeme pouzit aj plni krv odobranu do EDTA, ale az

po predchadzajucej centrifugacii po dobu 2 minut na 12 500rpm.

Vzorky si zoradime a prepipetujeme 1 200 ul séra do pripravenych skiimaviek. Takto
pripravené skaimavky dame do stojana a vlozime do pristroja. Kapacita jedného stojana
je 24 vzoriek. Pristroj QIASymphony dokaze vyizolovat az 96 vzoriek naraz. Pre
spustenie izolacie je potrebné si pripravit reagencie, proteinkinazu, magnety (pred
pouzitim dokladne pretrepat’), a taktieZ potrebny poéet Spiciek s filtrom. Spicky maja dve
vel’kosti: 200 pl a1 500 pl. Dalej je potrebné doplnit Sample Prep Cartridges, 8-well
(8 jamkové zasobniky na pripravu vzoriek) a 8-Rod Covers (8 hrotové kryty). Sterilné
skimavky pripravime podl'a po¢tu vzoriek do elu¢ného stojana. Na obrazovke si zvolime
elucny objem, podl'a mnoZstva primarneho materialu. V naSom pripade si nastavime

objem na 60 pl. (QIAGEN, © 2010-2015)

Dolezité je si pripravit’ zmes pozostavajucu z nosicovej RNA (carrier) a pufru AVE. Do
Cistej skumavky pipetujeme 1 060 pl pufu AVE a50 pl carrieru. Do tejto zmesi
pridavame aj 10 pl internej kontroly (IC), pre monitorovanie efektivity pripravy vzoriek
a naslednych analyz. (QIAGEN, © 2010-2015)

Pripraveny a naplneny stroj QIASymphony zac¢ne proces izolacie RNA pomocou
magnetickych castic. Izolacia jedného stojana S 24 vzorkami trva 1,5 hodin, izolacia
2 stojanov trva 3 hodiny atd’. Pristroj je schopny vyizolovat’ 4 plné stojany, teda 96
vzoriek, za 6 hodin. (QIAGEN, © 2010-2015) (Priloha ¢. 2)
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Po skonceni izolacie vyberieme elu¢né skumavky s vyizolovanou nukleovou kyselinou.
Vyizolovanii RNA mézeme skladovat’ pri -20°C, alebo hned’ pristapit’ k vlastnej PCR
reakcii. (QIAGEN, © 2010-2015)

4.1.1 Detekcia pomocou artus HCV RG RT-PCR kit

Sada artus RG RT-PCR kit (QIAGEN) sa pouziva pre priamu detekciu HCV RNA
metodou PCR v pristrojoch Rotor-Gene Q (QIAGEN). PCR kit artus HCV obsahuje RG
Master A a RG Master B. Tieto reagencie obsahuji enzymy pre reverznd transkriptazu
a Specificki amplifikaciu tseku 240bp gendomu HCV. Taktiez deteguju Specificky
amplifikat vo fluorescenénom kanale cyclingGreen v pristroji Rotor-Gene Q (zdroj 470
nm, detektor 510 nm). (QIAGEN, © 2015)

Okrem toho sada artus RG RT-PCR obsahuje druhy heterologny amplifikaény systém
pre dokaz potencidlnej inhibicie PCR. Tento systém je detegovany ako interna kontrola
(IC) vo fluorescenénom kanale cycling Orange V pristroji Rotor-Gene Q (zdroj 585nm,
detektor 610nm). Sada este obsahuje 4 pozitivne kontroly (Hep. C RG QS1 — QS4).
Pomocou nich sa zostavi kalibraéna krivka auruje sa mnozstvo virusovej RNA.

(QIAGEN, © 2015)

Pripravime si master mix v PCR aure do ¢istej 1,5 ml skamavky. Potrebné reagencie

a mnozstvo pre 1 vzorku:

e HCV RG Master A .............. 12 ul
e HCV RG MasterB ............... 18 ul

Skumavku zvortexujeme a stoCime. Master mix pipetujeme do stripov na chladiacej
dosticke o objeme 30 pl. Na stole pipetujeme 20 pl negativnej kontroly a vzoriek do
danych pozicii. Objem stripov premie$ame niekol’kokrat pipetou. V post-PCR miestnosti
pridame 20 pl pozitivnej kontroly (QS1 — QS4) atiez premieSame. Stripy zavrieme
vieckom a pustime na vhodnom template na Rotor-Gene Q. (QIAGEN, © 2015)
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Profil templatu HCV artus:

50°C 30 min
95°C 15 min

50x
95°C 30s
50°C 60 s (detekcia fluorescencného signalu)
72°C 155
Vyhodnotenie

§ Rotor-Gene Q Series Software - 200506_HCV_GE2478-2492
File Analysis Run Gain View Window Help

d o | 3 y 7 3
Z2€dHd PN |.@ ¢ ¥ § & kW B B.
New Open Save @ Settings Progress Profile  Temp. Samples Analysis Reports Arrange
Channels /7 Cycling A.Green " Cycling A.Orange
2 Raw Channel (Cycling A.Green) @)=
7
vzorka pacienta e
g — d
]
55
8 /
g v /
§ /
& Q52 /g3
- i NK
; s <= Q54
o =
- =t "
2
g 5 16 15 20 2% 30 3% 4 4 50
Cycle
Adjust Scale... | AutoScale| Default Scale| Options| |Page 1 v
/' Raw Channel (Cycling A.Orange) [elE=
9.
8
? NK mp-
"
g
g6
¢
E]
& 5
4
3 e —— = —
_
g 5 10 15 20 2% 30 k3 40 & 50
Cycle
Adust Scale.. | Auto-Scale| Default Scale| Options| |Page 1 v

| Rotor-Gene 0 Seres Software 2.0.2

Obrazok 4. Vysledok HCV RNA z Rotor-Gene Q (Zdroj: vlastny)

Ak je vzorka pacienta v zelenom kanale negativna a v oranzovom pozitivna tak, vysledok
HCV RNA je negativny. Ak je vzelenom kanale pozitivna aV oranzovom je
pozitivna/negativna, tak sa uvadza vysledok ako pozitivny. V pripade, ak by bola vzorka
v zelenom aj oranzovom kanale negativna, tak sa povazuje vysledok za nevalidny a musi
sa opakovat’. Oranzovy kanal ndm sluzi ako kontrola spravnej izolacie, kvoli pridanej IC.

(Obr. &. 4)
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Pre T'ahsiu interpretaciu vysledkov sa riadime podl'a tabul’ky, vid’ tabul’ka ¢.1. (Synlab
czech s.r.o., 2019a)

Tabul’ka 1. Vyhodnotenie HCV RNA

vzorek Zeleny kanal OranZovy kanal Vysledok
A NEG POZ HCV RNA negativny
B POZ POZ/NEG HCV RNA pozitivny
C NEG NEG Nevalidny

(Synlab czech s.r.0., 2019a)

Z pozitivnych kontrol si vytvorime kalibra¢nu krivku a stanovime hodnoty v 1U/ul.

Vypocet virusovej naloze poc¢itame podla vzorca (QIAGEN, © 2015) :

Vysledok (IU/ml) =

V}’/sledek(;—l{) x elucny objem (ul)

vstupny objem vzorku (ml)
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4.2 Detekcia pomocou TMA (Panther)

Pre izolaciu a naslednu detekciu HCV RNA vyuZzivame aj metdédu TMA na pristroji

Panther. (Priloha ¢. 3)

Na zaciatok si pripravime si potrebné reagencie, ktoré nechame cca pol hodinu inkubovat’
pri izbovej teplote a rozmrazime si potrebné kalibratory a kontroly. (Obr. €. 5). Reagencie
st od seba odlisené farebne. Obsahuju qHCV Amplification solution, gHCV Enzyme

solution, qHCV Promotor solution, qHCV Target capture reagent. Kontroly mame 3, a to

negativnu kontrolu, slabo pozitivhu a vysoko pozitivnu kontrolu ajeden pozitivny

kalibrator. (Hologic © 2001-2017)

Obrazok 5. Reagencie a kalibratory. (Zdroj: vlastny)

Prichystané vzorky zoradime do stojanov a vlozime do pristroja. Do jedného stojana je
mozné vlozit’ 15 vzoriek. Pristroj ma kapacitu na 120 vzoriek. Vyhoda je, Ze napipetované
vzorky je mozné vybrat’ aj pocas izolacie a nasledne vlozit’ nové vzorky. Tymto sa jeho

kapacita mnohonasobne zvysi. (Hologic © 2001-2017)

Izolacia prebieha za pomoci magnetickych mikrocastic. Virusovd RNA sa zachyti zo
vzoriek anastava amplifikacia metdédou TMA. Reverzna transkriptdza vytvara kopie
DNA aznovej kopie DNA vytvori dvojretazcovy duplex DNA. RNA polymeraza
vytvara d’alsie kopie RNA z DNA templatu procesom transkripcie. Takto vzniknuta
amplifikovand RNA sluzi ako templat pre d’alSiu amplifikaciu. Vytvarame tak miliardy

kopii za hodinu. (Hologic © 2001-2017)

Dalej prebieha selekcia a detekcia (obr. &. 6), kde sa amplikony naviazu na sondy znadené
molekulou acridinium esteru (AE). Sekvencia sond je Specificky komplementarna
k cielovému  amplionu. Hybridizované sondy rozliSujeme od nehybridizovanych

prostrednictvom deaktivacie AE na nehybridizovanych sondach. Pocas detekcie meriame

26



luminometrom signal, ktory vydava hybridizovana sonda. Nastava emisia fotonov

a pritomny svetelny signal zaznamenavame luminometrom. (Hologic © 2001-2017)

Selekce a detekce

SXXXN XX\ /XXX + st

Selekce Hybridizovand | Detekce
sonda

/\i/\ /\/\ /\/\ + bez svétia

Selekce "'W::,'::::“ e Detekce

Obrazok 6. Analyza s hybridizacnymi sondami. (Zdroj: Hologic © 2001-2017)

4.3 HCV Genotype plus Real-time (Sacace BIOTECHNOLOGIES)

Pri pozitivite vzorky douréujeme jednotlivé genotypy metdédou Real-TM PCR. Touto
metodou sme schopni zachytit’ genotypy 2, 3, 4, 6 a subtypy 1b, 1a, 5a. Vyizolovana RNA

sa musi najprv prepisat’ na cDNA, tento proces sa nazyva reverzna transkripcia.
l. Reverzna transkripcia

Pripravime si vzorky, negativnu kontrolu(NK) a reagencie: RT-G-mix-1, RT-mix

a M- MLV. Do ¢istej skimavky si pripravime mix.

Rozpis pre jednu vzorku:

RT-mix 10 pl
RT-G-mix-1 0,4 ul
M-MLV 0,5 ul

Do oznac¢enych mikroskiimaviek napipetujeme 10 pul mixu a pridame 10 pl RNA vzorky
a NK. Mikroskimavky sto¢ime a inkubujeme v termocyclery 30 min pri 37°C. Po
inkubacii pridame 20 ul TE-pufru, zvortexujeme a sto¢ime. (SACACE™, 2015)
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1. Real-time PCR

Pre ur€enie genotypu si musime pripravit’ 4 mixy: 1b/3, 1a/2, 4/IC, 5a/6. Mixy pipetujeme

do cistej 1,5 ml skimavky.

Rozpis pre jednu vzorku:

PCR-mix-1-FRT HCV (1b/3, alebo 1a/2, alebo 4/IC, alebo 5a/6) 10 pl
RT-PCR-mix-2-TM Sul
TaqF polymeraza 0,5ul

Skumavku zvortexujeme a sto¢ime. Pipetujeme 15 ul master mixu do stripov na
chladiacej dosticke. Pridame 10 pul cDNA vzorky a NK. Objem vV stripe premieSame
pipetou. V post-PCR pridame 10 pl pozitivnej kontroly (HCV ¢cDNA C+ 1b/3, 1a/2, 4/IC,
5a/6). Stripy zavrieme viec¢kom a pustime na Rotor-Gene. (SACACE™, 2015)

Profil PCR reakcie:

95°C 15 min

S5X 95°C 55
60°C 20s
72°C 155

40x 95°C 55
60°C 20 s (detekcia fluorescencného signalu)

72°C 155

28



Vyhodnotenie:

Tabulka 2. Vyhodnotenie HCV Genotype plus Real-RM

Detek¢ény kanal
Mix
FAM (zeleny) JOE (zlty)
1b/3 1b 3
la/2 la 2
4/1C IC 4
5a/6 5a 6

(zdroj: SACACE™, 2015)
Detekény limit: 1000 TU/ml

Ak sa jedna o subtyp 1b, v master mixe 1b/3, v zelenom kanale detegujeme stupajiicu
krivku. Ak sa jedna o genotyp 3, detegujeme stupajticu krivku v zZltom kanale. Ak sa jedna
o subtyp la, v mastemixe la/2, v zelenom kanale detegujeme stapajucu krivku. Pri
genotype 2 detegujeme stipajucu krivku v zltom kanale. Ak sa jedna o pozitivny genotyp
4, jeho krivka bude stapat’ v Zltom kanale a IC bude pozitivna v zelenom kanale. Subtyp
5abude pozitivny v zelenom kanale a genotyp 6 bude pri pozitivite stiipat’ v zltom kanale.

(SACACE™, 2015)

4.4  Ur¢enie HCV genotypu/subtypu pomocou sekvenovania

Sekvenovanim zistujeme poradie nukleotidov v ret'azci RNA. (Slaby, 2015) Samotnému
sekvenovaniu predchadza niekol’ko krokov. Vyizolovanii RNA musime prepisat’ na
c¢cDNA pomocou reverznej transkriptazy pouzitim Verso CDNA Synthesis kit
(THERMOSCIENTIFIC) (synlab czech s.r.0. 2019c)

l. Denaturacia

Pripravime si vzorky, NK arozmrazime reagencie: Random Hexamer. Do 200 pl
skamaviek napipetujeme 4 ul vzorky a 1 ul Random Hexamer. Sto¢ime a pustime na PCR

cyclery na teplotny profil (synlab czech s.r.0. 2019c):
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Profil:
65°C 10min
4° C 0

1. Reverzna transkripcia

Do ¢istej skumavky si pripravime mastermix. Rozpis pre jednu vzorku (synlab czech
s.r.0. 2019c) :

7ul H>O Sigma

4 ul 5x cDNA Synthesis Buffer
2 ul dNTP mix

1l RT Enhancer

1ul Verso Enzyme Mix

RT Enhancer a Verso Enzyme Mix pridavame vzdy na chladiacej dosticke. Skimavku
zvortexujeme a sto¢ime. Pipetujeme 15 pl mastermixu ku vzorkdm na chladiacej

dosticke. Nasledne opét’ pustime na PCR cycler na profil (synlab czech s.r.o. 2019c):

42°C 45 min
95°C 2 min
4°C 0

Po skonceni programu nasleduje genotypiza¢na PCR reakcia.

I11.  Genotypiza¢na PCR reakcia

Pripravime si potrebné reagencie: Unipremix I, HCV-3 (HCV-1) genotyp Pmx Il
a Enzym. Mix pipetujeme do Cistej 1,5 ml skamavky. (synlab czech s.r.0. 2019c)

Rozpis pre jednu vzorku:

Unipremix | 17,4 ul
HCV-3 (HCV-1) genotyp Pmx Il 0,4 ul
Enzym (Tag DNA polymerasa A) 0,2 ul
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Skimavku zvoretexujeme a stocime. Pipetujeme 18 ul master mixu do 200 pl skimaviek
a priddme 2 pl cDNA, NK. Pustime na thermocycler na program pre HCV genotyp 03
alebo HCV genotype 01. (synlab czech s.r.0. 2019c)

Profil:
HCV genotyp 03 HCV genotyp 01
94°C 5 min 94°C  5min
42X 95°C 30s 49x  95°C 30s
56°C 45s 60,5°C 60s
72°C 15s 72°C 455
10°C 8°C

Po skonceni PCR reakcie nasleduje elektroforéza, purifikacia produktov z agarézového

gélu a sekvenovanie. (synlab czech s.r.0. 2019c)

4.4.1 Priprava agarozového gélu a separdcia fragmentov

Elektroforézou separujeme nukleové kyseliny na zadklade ich velkosti, zloZenia a
pohyblivosti v elektrickom poli. Nukleové kyseliny putuji ku kladne nabitému polu, teda
ku andde. V gélovych roztokoch, ktoré vytvaraju sietova Struktaru sa rozdelia molekuly

na zaklade tvaru a velkosti. (Beranek, 2016)

Do prvej jamky sa zvycajne nanasa Standard molekulovych hmotnosti (ang. DNA
Ladder), v ktorom sa nam rozdelia fragmenty RNA podl'a presne definovanej velkosti.
Vzorky pipetujeme do jamiek v gély, spolu s farebnou latkou (Loading Dye) ktora, nam
ukaze polohu vzorky. Po odseparovani vidime jednotlivé fragmenty ako pruzky (ang.
bands). Intenzita prazkov je priamo umernd mnozstvu pritomnej RNA. (Biopedia ©
2020)

Postup

Na predvazkach si navazime 1,6 g agardzy. Agar6zu nasypeme do Erlenmayerovej banky
a pridame 100 ml 0,5x TBE pufru a premieSame. Rozpustame v mikrovinnej rtre po

dobu 2 minut. Horucu agar6zu schladime pod studenou vodou a pridame 1pl SYBR Safe
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DNA Stain. Gél nalejeme do vani¢ky a nechame stuhnut’ cca 20 min. (synlab czech s.r.o.
2019d)

Do 1. elektroforetickej jamky nanesieme 10 ul markeru molekulovej hmotnosti (Quick-
Load 100bp DNA Ladder). Ku vzorke a NK pridame 2 ul Loading Dye a cely objem
nanesieme do d’alsich jamiek. Elektroforézu nastavime na 125V po dobu 30 minut. Po
separacii si pozrieme vysledok rozdelenia fragmentov pod UV svetlom (Obr. ¢. 7, 8).
Fragmenty vyreZzeme skalpelom a vlozime do ¢istej 1,5 ml skimavky a pridame 450 ul

QG pufru (sucast’ QIAquick Gel Extraction Kit). (synlab czech s.r.0. 2019d)

Quick-Load
‘ Vzorky pacientov

bl

— ——— R L

Quick-Load 100 bp DNA Ladder

Base Pairs Mass (ng) ;
1517 45— "

1,200 35
1,000 95— e for
90 27 - [ 5 g/ane
800 24 -8
700 iy
600 18]

500517 97 - R

400 3. Suggested Load:

10 i/ gel lane
W 29 &

For detailed product
information, scan

the code on the

frone of this card or

visit www.neb.com/ k
NO467 "

200 25—

100 48

Obrazok 7. Rozdelenie fragmentov na agarézovom géle(vlavo), Obrazok 8. Quick-
Load-rozdelenie baz (vpravo). (Zdroj: vlastny)

Velkost’ PCR produktov:

HCV g01 - 688bp
HCV g03 - 241bp

Nasleduje purifikacia PCR produktov pomocou QIAQuick Gel Extraction Kit. (synlab
czech s.r.0. 2019d)
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4.4.2 Purifikdcia PCR produktov

Fragmenty, ktoré sme vyrezali z gélu rozpustame v 450 pl QG pufru. Pre urychlenie
zahrievame na 50°C v termobloku. Po rozpusteni pridame 150 ul isopropanolu
a premieSame prevratenim skimavky. Objem prenesieme na kolonu a centrifugujeme
1 min. pri 12 500rpm, zbernu skimavku vyhodime. Pridame 700 ul PE pufru,
centrifugujeme 1 min a zberni skimavku vyhodime. Znovu pridame 700 ul PE pufru,
centrifugujeme 1 min a zbernu skimavku vyhodime. Centrifugujeme 1 min nasucho aby
sa vysuSila membrana a kolonku prenesieme do ¢istej 1,5 ml skimavky. Podl'a mnozstva
izolovaného fragmentu pridéme vhodné mnozstvo EB pufru (20 — 50 ul) a inkubujeme
po dobu 1 minuty. Centrifugujeme 1 min, kolonku vyhodime a purifikat je pripraveny na

sekvena¢nu reakciu. (zdroj synlab czech s.r.o. 2019¢)

4.4.3 Sekvenacna reakcia

Do cistej 1,5 ml skamavky si pripravime mix pre sekvena¢nu reakciu. Rozpis pre jednu

vzorku (synlab czech s.r.o. 2019b):

BigDye Terminator 3:1 3ul
Molzym H20 3ul
Sekvenacny primer HCV-3 (HCV-1) 1ul

Mix rozpipetujeme do 200 pl skimaviek a pridame 3 pl purifikatu. Jemne zvortexujeme,

sto¢ime a pustime na thermocycler na prislusny profil (synlab czech s.r.o. 2019b):

94°C  5min

35x 94°C 20s
53°C 30s
60°C 4 min

8°C ©

Po skonceni programu nasleduje zrazanie sekvencii, nazyvané aj preCistovanie sekvencii.

(synlab czech s.r.0. 2019b)
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4.4.4 ZraZanie sekvencii

Do skumaviek pridame 45 pl SAM Solution a 10 pul XTerminator Solution. Skimavky
vortexujeme po dobu 30 minit a nasledne sto¢ime. XTerminator Solution sa ndim po
sto¢eni usadi Vv skimavke dole asupernatant (vzorka) ostane hore. Nasledne Ssi
prichystame 1,5 ml skiamavku a pipetujeme 25 ul SAM Solution a5 pl supernatantu.
Takto prichystané vzorky su pripravena do sekvenatora. (Priloha ¢. 4) (synlab czech s.r.o.
2019Db)

4.45 Sekvenovanie

Pod pojmom sekvenovanie RNA rozumieme uréenie poradia jednotlivych nukleotidov
v retazci RNA. Dnes reakcia prebieha v automatickych sekvenatoroch, kde sa detekuje
fluorescencia po excitacii laserovym Ziarenim a nasledne sa zosnima emitované Ziarenie
kamerou a spracovava sa do elektroforetogramu. (Beranek, 2016) Ako moZzeme vidiet’ na
obrazku (obr. ¢. 9) pre lepSiu prehladnost sa pouziva fluorescenéné znacenie
pre znazornenie rozdielnych nukleotidov.

paalilise snstiiil nnmuifiiinm mIIIIIIII illin

47303345445 0 339 G420334761 3563 55 46495934 304361 625550 6358350 5B0 50504758 63575161 585960 0300 A A R247 48

'V..,"tf"(':, ""'u'u' |" Ll |"|"I|
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Obrazok 9. Elektroforetogram. (Zdroj: Biopedia © 2020)

Na sekvenac¢nej dosticke si oznac¢ime pozicie, kde sme vzorky pipetovali a zapiSeme to aj
Vv pocitaci. Zvolime vhodny program a pustime. Sekvenacny program je dlhy 40 minut.
Po skonceni si stiahneme vysledky a hPadame zhodu v databaze. (Obr. ¢. 10) Po uspesne;j

zhode doktori vydaju patriény vysledok.
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Obrazok 10. Nahl'ad poradia nukleotidov HCV genotypu 3 (Zdroj: NCBI)

35



5. Vysledky

V tejto praci som sledovala celkovo 15 386 pacientov, ktori boli vysetreni na HCV RNA
za obdobie od 17.10.2017 — 26.3.2020. Rok narodenia sa pohyboval v rozmedzi od r.
1928 — 1997. Vsetky vySetrenia som prevadzala v laboratoriu synlab czech s.r.o. v Prahe

na oddeleni molekularnej detekcie patogénov.

Zamerala som sa aj na porovnanie izola¢ného procesu na pristroji QIASymhpony
s naslednou detekciou artus RG RT-PCR kit (QIAGEN) a na detekciu HCV na pristroji
Panther metdédou TMA. Pre tato analyzu som pozorovala stibor s 305 vzorkami, ktoré

boli stibezne spracované na oboch pristrojoch.

Na zaklade pozitivity sa nasledne dourcoval genotyp/subtyp metédou HCV Genotype
plus Real-time PCR(SACACE), alebo sme uréovali HCV genotyp/subtyp pomocou

sekvenovania.

Prehl'ad porovnania vysledkov pozitivity medzi artus RG RT-PCR a Panther nam udava
obr. ¢. 11. Z 305 vzoriek, ktoré sme spracovali bolo 89 pozitivnych. Vysledky sa zhoduju
takmer vo vsetkych 89 vzorkach.

Porovnanie virusovej naloze medzi artus HCV a Panther
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Obrazok 11. Porovnanie virusovej naloze medzi artus HCV a Panther
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Jedind odchylka je v bode 70, kde sa hodnota 1i$i o takmer 5 miliénov IU/ml. Panther
nameral vyssiu hodnotu nez artus HCV PCR. Pristroj Panther povazujeme za cCitlivejsi,

pretoze dokaze zachytit’ aj malé mnozstvo virusu, ktoré artus HCV PCR nezachyti. (Obr.

& 12)

Porovnanie v pocte pozitivnych pacientov medzi artus

HCV a Panther
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Artus Panther

Obrazok 12. Porovnanie pozitivit medzi artus HCV a Panther

Na vysetrenie HCV RNA bolo celkom vysetrenych 15 386 pacientov. (Obr. ¢. 13) Z toho
12 949 muzov a 2 437 zien. HCV RNA pozitivnych bolo 4 845, z toho 4 141 boli muzi
a 704 boli zeny. HCV RNA negativnych bolo dohromady 10 541, z ¢oho 8 808 boli muzi

al733 zeny.
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Celkové zastupenie vySetrenych pacientov na HCV RNA
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Obrazok 13. Celkové zastupenie vySetreni na HCV RNA.

Pre lepSie zndzornenie udavam aj rozliSenie pozitivity a negativity na HCV RNA
Umuzov azien v percentach. (Obr. ¢. 14) Na obrazku moézeme vidiet' Zze pozitivita
u muzov je 32 % a u zien 29 %, co je iba 0 3 % nizsia. Negativita predstavuje u muzov

68 % a u zien je to 71 %. U muzov sme zistili vy$Siu pozitivitu neZ u zien.

Porovnanie pozitivity a negativity HCV RNA
u muzov a Zien (%)

80% o
68% 71%

70%
60%
50%
0% 32% 29%
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0%

HCV RNA pozitivni pacienti HCV RNA negaitivni pacienti

E Muzi ®Zeny

Obrazok 14. Porovnanie pozitivity a negativity HCV u muzov a Zien
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Na obr. ¢. 15 som zoradila pozitivnych pacientov podla ich roku narodenia. M6Zeme
vidiet, Ze najvacsiu pozitivitu maji muzi vo veku 31 — 40 rokov zivota, kde bolo
pozitivnych 1 742 pacientov. Zeny tieZ vykazuju najvacsiu pozitivitu v tom istom veku,
kde bolo 308 pozitivnych pripadov. Druht najvacsiu skupiny tvoria muzi vo veku 41 - 50
rokov, kde ich bolo pozitivnych 1 108. Zien vo veku 41 — 50 rokov bolo pozitivnych 144.
Pocet pripadov pozitivnych na HCV RNA vo veku 23 — 30 rokov, bolo u muzov 959
pripadov a u zien 207 pripadov. Muzov vo veku 51 — 60 rokov bolo pozitivnych 293
a zien bolo 36. Najmensiu skupinu tvoria muzi aj Zeny vo veku od 61 — 70 rokov, kde

bolo pozitivnych 39 muzov a 9 zien na HCV RNA.

Pozitivita HCV RNA podl’a roku narodenia
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Obrazok 15. Rozdelenie pozitivnych muzov a zien podl'a roku narodenia.

Ak bola poziadavka na dour¢enie genotypu na zaklade pozitivity, tak bol pacientom
automaticky vysetreny aj dany genotyp/subtyp. (tabulka ¢. 3) Spolu bola poziadavka
dovysetrit’ genotyp u 4 122 pacientov. Z toho 3 546 boli muzi a 576 boli Zeny.

Tabulka 3. Dourcenie genotypu.

Dourcenie genotypu na zaklade pozitivity
muzi Zeny
pocet 3546 576
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Po vysetreni genotypov som zostavila graf, ktory percentudlne znazornuje zastupenie

jednotlivych genotypov. (Obr. ¢. 16)

Celkovo bol najrozsirenejsi genotyp 3, ktory sa vyskytoval u 38,7 %, ¢o predstavuje 1 595
pacientov. Druhy najrozSirenej$i bol subtyp la, ten sa vyskytoval u 34,6 %, ¢o je
Vv prepocte 1 427 pacientov. Subtyp 1b sa vyskytoval u 26,3 %, co predstavuje 1 083
pacientov. Genotyp 2, 4 a6 sa unas vyskytoval velmi malo ato Vvrozmedzi od
0,05-0,2%. Genotyp 2 bol preukazany u9 pacientov, genotyp 4 sa preukazal

u 6 pacientov a genotyp 6 bol preukazany u 2 pacientov.

Zastupenie jednotlivych genotypov a subtypov HCV (%)
45%
40%
35%

38,7%
34,6%

30% 26,3%
25%
20%
15%
10%
5%
0%

0,2% 0,15% 0,05%

subtyp 1a subtyp 1b genotyp 2 genotyp 3 genotyp 4 genotyp 6

Obrazok 16. Zastapenie jednotlivych genotypov a subtypov HCV

V dalsich grafoch sa detailne zaoberam jednotlivymi genotypmi a subtypmi. Sledujem

vyskyt pozitivity genotypov a subtypov HCV podl'a pohlavia a roku narodenia pacientov.

Obrazok ¢. 17 nam znazornuje vyskyt genotypu 3 u muzov a zien narodenych od roku
1930 — 1997. Najvacsia pozitivita genotypu 3 je pacientov nar. v rokoch 1980 — 1989 a to
aj U muzov aj u zien. Muzov bolo pozitivnych 609 a zien 94. V rokoch nar. 1990 — 1997
bolo muzov pozitivnych 375 a zien 69, zatial’ ¢o v rokoch nar. 1970 — 1979 bolo muzov
pozitivnych 342 a zien 40. V rokoch nar. 1960 — 1969 bolo pozitivnych iba 53 muzov
a7 zien. V roku nar. od 1950 — 1959 bolo iba 5 muzov pozitivnych na genotyp 3 a iba
1 Zena. Od roku 1930 — 1949 sa nevyskytovala Ziadna pozitivita na genotyp 3.
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Pozitivita Genotypu 3
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Obrazok 17. Pozitivita subtypu genotypu 3 u muzov a zien od r. nar. 1930 — 1997

Pozitivitu subtypu la nam znazornuje obr. ¢. 18. Subtyp la sa vyskytuje u 1427
pacientov. Najvicsia pozitivita je pacientov, ktori boli narodeni v roku od 1980 — 1989,
kde je pozitivnych 533 muzov a 103 Zien. V rokoch nar. 1990 — 1997 je pozitivnych 313
muzov a 67 zien. V roku nar. od 1970 — 1979 je pozitivnych na subtyp 1a 280 muzov a 42
zien. V rokoch nar. 1960 — 1969 pozivita klesa u muzov aj u zien, kde je 66 pozitivnych
muzov a 12 zien. Od roku nar. 1950 — 1959 je pozitivnych iba 11 muzov a 0 zien. Tak
ako tomu bolo aj pri genotype 3, tak ani tu sa nevyskytuje pozitivny pripad na subtyp la
od roku nar. 1930 — 1949.
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Pozitivita subtypu 1a
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Obrazok 18. Pozitivita subtypu la u muzov a zien od r. nar. 1930 - 1997.

Pozitivitu subtypu 1b vidime na obr. ¢. 19. Subtyp 1b sa najviac vyskytuje u muzov aj
zien, ktori sa narodili v rokoch 1980 — 1989. Muzov je pozitivnych 365 a zien 60.
V rokoch nar. 1970 — 1979 je pozitivnych 297 muzov a 33 zien. Od roku nar. 1990 — 1997
je pozitivnych 169 muzov a 32 Zien na subtyp 1b. V rokoch nar. 1960 — 1969 je
pozitivnych 102 muzov aiba 7 zien. V rokoch nar. 1950 — 1959 je 9 muzov a 6 zien
pozitivnych na subtyp 1b. Od roku nar. 1930 — 1949 su spolu pozitivny 3 pacienti.
V rokoch 1930 — 1939 sa jedna o 1 zenu a Vv rokoch 1940 — 1949 je pozitivny 1 muz

al zena.
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Pozitivita subtypu 1b
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Obrazok 19. Pozitivita subtypu 1b u muzov a zien od r. nar. 1930 — 1997

Pocet pozitivnych pacientov sa pri genotype 2, 4 a 6 vyskytuje zriedkavo. Najviac

pozitivnych pripadov ma genotyp 2. (Tabulka ¢. 4) V rokoch nar. 1970 — 1979 je

pozitivny 1 muz a 1 zena. V rokoch nar. 1980 — 1989 je pozitivnych 7 muzov.

Tabul’ka 4. Pozitivita genotypu 2 u muzov a zien od r. nar. 1930 - 1997

Genotyp 2

Polet pacientov

Rok narodenia Muz Zena
1930-1939 0 0
1940-1949 0 0
1950-1959 0 0
1960-1969 0 0
1970-1979 1 1
1980-1989 / 0
1990-1997 0 0
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Tabul’ka 5. Pozitivita genotypu 4 u muzov a zien od r. nar. 1930 - 1997

Genotyp 4

Pocet pacientov

Rok narodenia Muz Zena
1930-1939 0 0
1940-1949 0 0
1950-1959 1 0
1960-1969 1 0
1970-1979 1 0
1980-1989 1 0
1990-1997 2 0

Pri genotype 4 sa nevyskytuje od roku nar. 1930 — 1997 pozitivna ziadna zena. U muzov
sa vyskytuje od roku nar. 1950 — 1989 pozitivny prave 1 muz v kazdej dekade a od roku
nar. 1990 — 1997 sa vyskytuju 2 pozitivny muzi na genotyp 4. (Tabul'ka ¢. 5)

Tabul'ka 6. Pozitivita genotypu 6 u muzov a zien od r. nar. 1930 - 1997

Genotyp 6

Pocet pacientov

Rok narodenia Muz Zena
1930-1939 0 0
1940-1949 0 0
1950-1959 0 0
1960-1969 0 0
1970-1979 1 0
1980-1989 1 0
1990-1997 0 0

Pri genotype 6 sa tiez vyskytuje pozitivita iba u 2 muzov, z toho 1 je nar. v rokoch
1970 - 1979 a druhy je nar. v rokoch 1980 — 1989. (Tabulka ¢. 6)
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Viacsinou urCujeme dany genotyp/subtyp metédou HCV Genotype plus Real-time
(SACACE). Ak je virusova naloz nizka a je pod detekénym limitom, v takom pripade
urcujeme genotyp/subtyp pomocou sekvenovania gendmu HCV. Na zédklade vysledku zo
sekvenatoru, vieme jednoznacne uréit’ dany genotyp/subtyp. Za ¢asové obdobie od roku

2017 — 2019 sme sekvenacéne potvrdili 41 vysledkov. (Tabulka ¢. 7)

Tabulka 7. Prehl'ad sekvenacne potvdenych vysledkov

sekvenacne potvrdeny vysledok pocet pripadov
genotyp 3 14
subtyp 1a 19
genotyp 4 2
subtyp 1b

Z tabul’ky mdzeme vidiet’, ze najCastejSie sme sekvenacne potvrdili subtyp la, ato u 19

pacientov. Genotyp 3 bol potvrdeni u 14 pacientov.
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6. Diskusia

Ciel'om tejto prace bolo opisat’ dve metddy na zistenie pozitivity HCV RNA. Izolacia
prebiehala na pristroji QIASymphony a detekcia kitom artus HCV RG RT-PCR. Subezne
sme taktiez spracovali vzorky na pristroji Panther metdédou TMA. Panther si nevyzaduje
naro¢ni manipulaciu so vzorkami ako je tomu pri QIASymphony. Proces pripravy sa
preto podstatne skrati a zabrani sa tak moznej kontaminacii. V tejto ¢asti vyskumu som
mala k dispozicii 305 vzoriek. Vysledky som spracovala do grafov, kde mézeme vidiet’,
ze pristroj Panther je citlivejsi. Detegoval nie len vyssie hodnoty, ale aj nizke. Zistili sme,
ze pri 16 pacientov zachytil aj minimalne mnozstvo pritomného virusu, zatial’ ¢o metdda
artus HCV RG RT-PCR ich oznacila ako negativnych. Panther dokéze zachytit' aj
virusovll naloz ktora je <10 IU/ml, ¢o znamend, Ze HCV RNA je detegovanad, ale pod
dolnym limitom kvantifikacie. Dolny limit kvantifikacie je 9 IU/ml.Z tohto dévodu

povazujem metddu TMA za citlivejSiu a presnejsiu.

V d’alej Casti som zistovala vyskyt HCV RNA u muzov a zien na zaklade ich veku. Pri
pozitivite som dourCovala prislusny genotyp/subtyp metodou HCV genotype plus
Real- time (SACACE). Ak sa nam nepodarilo dour¢it’ genotyp pomocou tejto metddy,
tak sme dourcovali genotyp/subtyp HCV pomocou sekvenovania. V tejto Casti prace som
mala k dispozicii 15 386 vzoriek, za Casové obdobie od 17.10.2017 — 26.3.2020.
Pozitivita HCV RNA u muzov bola 32 %, ¢o je 0 3% viac ako pozitivita zien. Ak si
rozdelime muZov a zeny podla veku zistime, Ze najviac pozitivnych muZov aj zien je vo
veku 31 — 40 rokov. Druht najviacsiu pozitivitu maju muzi vo veku od 41 — 50 rokov
a zeny vo veku od 23 — 30 rokov. Pozitivita HCV RNA nezalezi na pohlavi. V skupine
vo veku 31 — 40 rokov su pozitivny ako muzi tak aj zeny. Genotyp, ktory sa najcastejSie
vyskytoval je genotyp 3, aj ked predpokladany vyskyt pre Cesku republiku bol subtyp 1b
(Husa, 2005). Hned za genotypom 3 sa najcastejSie vyskytoval subtyp la a nakoniec
subtyp 1b. Genotyp 3 mal najvaésiu pozitivitu u muzov aj Zien vo vekovej kategoérii od
31 — 40 rokov. Rovnako tomu bolo aj pri subtype 1b a subtype la. Genotypy 2, 4 a6
mali malé zastipenie. Genotyp 6 sa u nas vyskytol iba u 2 pacientov, ale tieto genotypy
sa v nasich podmienkach Casto nevyskytuju. Jednalo sa o vzorky cudzincov, ktory sem
pricestovali. Elektroforézou a sekvenovanim genomu HCV sme potvrdili vysledok u 41

pripadov.
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1. Zaver

V teoretickej Casti tejto prace som sa zamerala na celosvetovy vyskyt HCV a snazila som
sa upozornit na vysoké percentudlne zastipenie tohto ochorenia. Opisala som ako
dochadza k prenosu infekcie aako sa tomu da zabranit. V zavere tejto Casti som sa
zaoberala molekularnou Struktarou virusu pre lepSie pochopenie jeho spravania

a moznosti detekcie.

V praktickej asti som sa venovala dvom metédam na detekciu HCV RNA. Tieto metody
st zrovnatel'né, avSak Panther preukazal vysSiu citlivost’ pri zachyte nizkej virusovej
naloze. Pri vysledku pozitivity je podstatné dourcit’ genotyp, pretoze vedomost’ lekara
0 pritomnosti dané¢ho genotypu je kI'i¢ova pri nastaveni a postupe lie¢by. Pri dourceni
genotypu som sa zamerala na molekularne metddy, akymi s Real-time PCR alebo
sekvenovanie genomu HCV. Genotyp, ktory sa v mojej praci najviac vyskytoval je
genotyp 3. Pozitivita genotypu 3 sa najviac potvrdila u pacientov vo veku 31 — 40 rokov.
Tato §tadia skama pacientov z viznic a byvalych narkomanov, preto pozitivita genotypu

3 odpoveda aktualnemu vyskytu medzi narkomanmi. (Lexova, 2016)
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10. Zoznam skratiek

HCV - virus hepatitidy C

HIV - virus imunitnej nedostato¢nosti (human immunodeficiency virus)
HCC — hepatocelularny karcinom

DAA — priamo pdsobiace virostatika (directly acting antivirals)

NTR — neprekladné oblasti gendému HCV (nontrasnlated regions)

PCR — polymerazova ret'azova reakcia

Real-TM PCR - polymerazova retazova reakcia v redlnom Case

RARp — RNA depedentna RNA-polymeraza

DNA — deoxyribonukleova kyselina

RNA — ribonukleova kyselina

TMA — transkripcne sprostredkovana amplifikacia

EDTA — odobrana nezrazanliva krv (kyselina etylén-diamino-tetraoctova)

NK - negativna kontrola
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11. Prilohy

Priloha 1: obr.1: prevalencia HCV infekcie vo svete

Hepatitis C Viremic Prevalence
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Very Low: 0% - 0.6%
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