' Zdravotné Jiho¢eska univerzita
‘ ‘ socialni fakulta v Ceskych Budé&jovicich

Faculty of Health University of South Bohemia
and Social Sciences  in Ceské Budé&jovice

Laboratorni diagnostika hepatitidy typu B

BAKALARSKA PRACE

Studijni obor: ZDRAVOTNI LABORANT

Autor: Denisa Janu

Vedouci prace: MUDr. Katerina MI¢ochova

Ceské Budéjovice 2020



Prohlaseni

Prohlasuji, Zze svoji bakalaiskou praci s nazvem ,, Laboratorni diagnostika hepatitidy typu
B“ jsem vypracovala samostatné¢ pouze s pouzitim pramenl v seznamu citované

literatury.

Prohlasuji, Ze v souladu s § 47b zékona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zvetejnénim své bakalatské prace, a to v nezkracené podobé elektronickou cestou ve
vefejné piistupné ¢asti databaze STAG provozované Jihoéeskou univerzitou v Ceskych
Budé&jovicich na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského
prava k odevzdanému textu této kvalifikacni prace. Souhlasim déle s tim, aby toutéz
elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zakona ¢. 111/1998 Sb.
zvetejnény posudky Skolitele a oponentii prace i zdznam o prabehu a vysledku obhajoby
bakalarské prace. RovnéZ souhlasim s porovnanim textu mé bakalafské prace s databazi
kvalifikacnich praci Theses.cz provozovanou Narodnim registrem vysokoskolskych

kvalifika¢nich praci a systémem na odhalovani plagiati.

V Ceskych Budgjovicich dne

Podpis



Podékovani

Rada bych podékovala vedouci mé bakalédiské prace MUDr. Katefiné MlCochové za
odborné vedeni mé bakalaiské prace, jeji ochotu, vstficnost, peclivost a cas, ktery mi
vénovala. Déle bych chtéla pod€kovat vSem kolegynim a kolegovi z laboratofe Vidia

diagnostika, kteti mi béhem studia vzdy vysli vstiic s velkou snahou a trpélivosti.



Laboratorni diagnostika hepatitidy typu B

Abstrakt

Hepatitida typu B je zanétlivé virové onemocnéni jater. Pivodcem onemocnéni je DNA
virus z ¢eledi Hepadnaviridae. Pfenasi se krvi a sekrety infikovaného ¢lovéka. Nejvétsi
nebezpeci onemocnéni spociva v piechodu do chronicity. Chronicka infekce s sebou nese
vysoké riziko rozvoje jaterni cirhozy a hepatocelularniho karcinomu. Onemocnéni
hepatitidou B je rozSifeno po celém svété. Nejspolehlivejsi prevenci je ockovani a
vyvarovani se rizikovému chovani a kontaktu s 0sobami s rizikovym chovanim, zejména
uzivateli drog a promiskuitnimi osobami. Cilem této bakaldiské prace je sezndmeni
S problematikou onemocnéni virové hepatitidy typu B a popis soucasnych moznosti
diagnostiky markert hepatitidy B pomoci piistroje COBAS e601 firmy ROCHE metodou
elektrochemiluminiscen¢éni imunoanalyzy a kvantifikace HBV DNA na pfistroji COBAS
4800 firmy ROCHE metodou real time PCR a vyhodnocovani vysledki pii pouziti obou
metod. Soubor vysetfovanych vzorkl pochazi z laboratoie infek¢ni sérologie a virologie
spolecnosti VIDIA-DIAGNOSTIKA. Vysledky prace ukazuji, ze HBsAg je nejvice
vySettovanym markerem hepatitidy B. Pozitivni nalezy tvoii pouze 0,67 %. Pomér
HBsAg pozitivnich muzi a zen za rok 2019 byl témét vyrovnany. Nejvice HBsAg
pozitivnich pacientli bylo ve véku 30-40 let. Dale jsem zkoumala prevalenci anti-HBc Ig
total protilatek. Pozitivita anti-HBc Ig total se potvrdila v 4,27 % vySetieni. Pomér anti-
HBc Ig total pozitivnich muzi a Zen za rok 2019 byl také téméf vyrovnany a nejvice

pozitivnich bylo ve veéku 30-40 let.
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Laboratory diagnostics of hepatitis B

Abstract

Hepatitis B is an inflammatory viral disease of the liver. The etiological agent is a DNA
virus from the Hepadnaviridae family. It is transmitted through the blood and secretions
of an infected person. The greatest danger of the disease lies in the transition to chronicity.
Chronic infection carries a high risk of developing liver cirrhosis and hepatocellular
carcinoma. Hepatitis B is widespread throughout the world. The most reliable prevention
Is vaccination and avoidance of risky behavior and contact with persons with risky
behavior, especially drug users and promiscuous persons. The aim of this bachelor thesis
is to get acquainted with the disease of viral hepatitis B and to describe the current
possibilities of diagnostics of hepatitis B markers using the COBAS e601 device from
ROCHE by electrochemiluminescent immunoassay and quantification of viral DNA on
the COBAS 4800 from ROCHE by real time PCR and evaluation of results using both
methods. The set of examined samples comes from the laboratory of infectious serology
and virology of the company VIDIA-DIAGNOSTIKA. The results show that HBSAg is
the most investigated marker of hepatitis B. Positive findings make up only 0.67%. The
ratio of HBsSAQ positive men and women in 2019 was almost balanced. Most HBsSAg
positive patients were aged 30-40 years. | also examined the prevalence of anti-HBc Ig
total antibodies. The positivity of anti-HBc Ig total was confirmed in 4.27% of
examinations. The ratio of anti-HBc Ig total positive men and women in 2019 was also
almost balanced and the most positive were at the age of 30-40 years.
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Hepatitis B virus; hepatitis B; hepadnaviridae; electrochemiluminescent immunoassay;

real time PCR; australian antigen; serology; hepatitis B markers
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1. Uvod

Hepatitida typu B je jedno z nejzavaznéjsich virovych onemocnéni postihujici jatra. Diky
povinnému o¢kovani sice dochazi k jejimu poklesu, ale pro sviij parenteralni pfenos je
jeji vyskyt Castéjsi mezi rizikovymi skupinami lidi. Nejméné 50 % infekei u dospélych
probéhne asymptomaticky ¢i bez ikteru, u déti jsou inaparentni prubéhy jesté Castéjsi
kvali nezralosti imunitniho systému. Nebezpe¢i onemocnéni spociva hlavné v riziku
piechodu do chronicity, ktera béhem let miize zpisobit cirhdzu jater az hepatocelularni

karcinom.

Z oficialnich dat WHO riziko pfechodu infekce do chronicity u jinak zdravého ¢lovéka
nakazeného v dospélosti je asi 5 %. OvSem u déti diky nezralosti imunitniho systému je
riziko znacné vyssi a to 80-90 % u déti nakaZenych do 1 roku véku a 30-50 % u déti
nakazenych do 6 let véku. U 20-30 % chronicky nemocnych se rozvine cirh6za a/nebo
rakovina jater. U 0,1-1% pacienti se vyvine fulminantni forma infekce. Je zptisobena
velmi silnou imunitni reakci organismu vedouci k masivnimu hepatocelularnimu
poskozeni, jaternimu komatu a smrti. Béhem porodu je az 90% riziko nakazeni
novorozence, proto se vySetfeni HBsAg (jako screeningového markeru) povinng provadi
u vSech téhotnych Zen. VSechny déti HBsAg pozitivnich matek jsou ockovany proti
hepatitidé¢ B do 12 hodin po narozeni, dile je jim podéna 1 pasivni imunizace

(imunoglobulin proti hepatitidé B).

V klinickych laboratofich se diagnostikuji z pacientskych sér tzv. markery hepatitidy B.
To jsou antigeny HBsAg a HBeAg a protilatky anti-HBs 1gG, anti-HBe IgG, anti-HBc Ig
total a anti-HBc IgM. V soucasnosti nejspolehlivéjsim prukazem aktivni infekce je
detekce HBV DNA v séru metodou PCR. Stanoveni markert HBV v kombinaci se
stanovenim DNA HBV podé Iékaii pomérné piesnou informaci o vztahu pacienta a
hepatitidy B. Na zakladé tohoto vySetieni a vySetieni biochemickych markert je schopen
vyhodnotit, zda pacient ma akutni ¢i chronickou aktivni infekci, nebo je pouze
chronickym nosi¢em. Zda infekci nékdy v Zivoté prodélal, ¢i se s ni nesetkal. Nyni v dobé
povinného oc¢kovani proti hepatitidé B muze také zjistit, zda pacient vyvinul dostate¢nou
ochrannou hladinu protilatek. Stanoveni HBsAg je soucasti predoperacniho vySetfeni,

téhotenskych vysetfeni a také soucasti vySetieni pfi asistované reprodukci podle zékona

¢. 296/2008 Sb.



2. Hepatitida typu B

2.1 Virus hepatitidy typu B

2.1.1 Historie

Onemocnéni bylo diive znamé hlavné jako sérova zloutenka. Objevovalo se hlavné u
pacientd trpicich leukémii, ktefi byli 1é¢eni krevnimi transftzemi. V roce 1964 Baruch S.
Blumberg a Harvey J. Alter se spolupracovniky objevili tzv. australsky antigen z krve
australského Aborigince jako pivodce post-transfizni Zloutenky. Na zakladé tohoto
objevu byl na podzim roku 1969 spustén screeningovy program testovani vSech darct
krve. Frekvence vyskytu post-transfiizni zZloutenky se snizilana 6 %. Téhoz roku zapocali
Baruch Blumberg a Iving Millman vyzkum vakciny proti hepatitidé typu B. (Bumberg,
1977). Doktor Blumberg za tento objev ziskal v roce 1976 Nobelovu cenu.

Recentni studie vsak ukazuji, ze historie HBV saha mnohem dal. Nejstarsi HBV byl
identifikovan v DNA nakazenych ptak uz v obdobi druhohor. Lidsky kmen HBV se
vyvinul zhruba 33 600 let zpatky. (Suh et al., 2013)

2.1.2 Taxonomie

Podle Baltimorovy klasifikace virus hepatitidy typu B patii do VII. skupiny (ds-DNA viry
sreverzni transkriptazou). Patii do celedi Hepadnaviridae, ktera zahrnuje rody
Orthohepadnaviry a Avihepadnaviry. Rod Avihepadnaviridae je fylogeneticky starsi,
pojima viry izolované z pekingskych kachen (DHBV), volavek (HHBYV), hus bélostnych
(RGHV), jetabta (CHBYV), ¢apt (STHBV) a papouskia (PHBV). Mezi orthohepadnaviry
se tadi viry izolované z africkych a asijskych primati. To je zejména lidsky HBV,
Simpanzi (ChHBYV), gorili (GoHBV), orangutani (OuHBYV), giboni (GiHBV) a HBV
virus napadajici chapany rodu Lagothrix (WMHBYV). Dale mezi orthohepadnaviridae
patii viry izolované z hlodavci, a to ze svisté (WHYV), veverky (GSHV), polarni veverky
(ASHV) a barmskych netopyra (BtHV). Rozdilnost na trovni nukleotidt lidského HBV
S primatimi kmeny ¢ini jen zhruba 8 %, s kachnim DHBV az 40 % a s hlodav¢imi kmeny
se homologie pohybuje mezi 47-70 %. (Locarnini et al., 2013)



VSechny viry rodu Hepadnaviridae maji velice maly a kompaktni genom kodujici
prekryvajici se ¢teci ramce (ORF). VSechny také vyuzivaji stejnou replikacni strategii,
behem které virus replikuje svoji DNA reverzni transkripci RNA intermediatu pouzitim
virové polymerazy. Hepadnaviry se také 1i8i od ostatnich virii s reverzni transkripci tim,

ze k jejich replikaci neni potfebnd integrace virové DNA do genomu hostitelské buriky.

Lidsky HBV je rozdélen na 10 genotypt (A-J), které se od sebe lisi z vice nez 8 % na
urovni nukleotidt. Kazdy genotyp ma charakteristickou velikost genomu a geografickou
distribuci. Genotyp A se vyskytuje v Africe, Asii, severni Evropé a severni Americe.
Spolu s genotypem D je nejrozsifenéjsi. Pro genotyp B je typicka lokalizace v Japonsku,
Indonésii, Cing, Vietnamu a Kambodzi. Genotyp C je povazovan za nejstari a jeho
antigen HBsAg za nejpodobngjsi k primatim kmentim. Rozsifen je hlavné v jiznim
Pacifiku, jihovychodni Asii a Severni Americe. Genotyp G byl nalezen v Evropg,
Japonsku a USA. (Locarnini et al., 2013)

2.1.3 Stavba virové cCastice

Infekéni virova ¢astice HBV, tzv. Daneova ¢astice, ma tvar ikosahedru o velikosti 42-47
nm, patii mezi nejmensi virové Castice. Sklada se z vnéjsiho lipoproteinového obalu
s povrchovym antigenem HBsAg, nukleokapsidy a neuplné cirkularni DNA zvané
rcDNA (relaxed circular DNA). Genom HBV obsahuje kolem 3200 nukleotidd, které jsou
parové 1 neparové. Replikace probihd ve 4 otevienych Ctecich ramcich (ORF), které se
vzajemné piekryvaji. ORF P koduje DNA polymerazu, je nejvétsi a po celé délce
prekryva ORF S. Druhy nejvétsi, ORF S, koéduje obalovy protein ve tfech isoformach:
povrchovy antigen velky (L-HBsAgQ), stfedni (M-HBsAg) a maly (S-HBsAQ).
(Lamontagne et al., 2016) Souc¢asné koduje geny domény pre-S1 a pre-S2, které koduji
misto vazebného receptoru hepatocytu. ORF C kéduje geny virové kapsidy, obsahuje pre-
core a core-region, dava vznik core antigenu HBCAg a envelope antigenu HBeAg.
Nejmensi ORF X koduje maly regulacni protein HBX. (Stransky, 2001; Lamontagne et
al., 2016)

Vsechny 4 ORF lezi na vlaknu (-)DNA, které je kompletni a koduji mMRNA pro proteiny
HBc, HBe, HBs, HBX a polymerazu. Vldkno (+)DNA je inkompletni s fixovanym

5’koncem a variabilnim 3 koncem. (Stransky, 2001)
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Povrchové proteiny HBSAQ jsou syntetizovany v ER hostitelské buniky. Jejich hlavni
funkei je tvofit obal virionu. Nejsou exprimovany rovnomeérné, nejvice je exprimovan S-
HBsAg a tvoii tak vétSinu obalu. Na povrchu infekénich ¢astic viru, Daneovych ¢astic,
se nachazeji 1 dalsi dvé formy povrchovych proteini, M-HBsSAg a L-HBsAg. Infikované
bunky produkuji i neinfekéni ¢astice SVP (subviral particles), které se skladaji hlavng z
S-HBsAg. SVP jsou produkovany ve dvou formach: sférické Castice o velikosti 25 nm
obsahujici pouze S-HBsAg a tubularni filamenta o velikosti 22 nm sestavajici se hlavné
z S-HBsA(g, vV mensi mife obsahuji i M-HBsAg a malo nebo zadny L-HBsSAg. Takto
volny neinfekéni HBSAQ se miize v krvi infikovaného ¢loveéka objevovat az v 10 000krat
vyssi koncentraci nez infekéni ¢astice. (Bruss et al., 2004). Neni pfesné znamo, pro¢ HBV
tvoti takové mnozstvi neinfek¢nich castic. Hovofi se o moznosti vychytavani protilatek,
a tim uchranéni co nejvice infekcnich ¢astic od utoku imunitniho systému a indukci

imunitni tolerance potiebné k rozvoji chronické infekce. (Lamontagne et al., 2016)

Protein HBc je rozpustny dimer a tvoii core ¢astice nukleokapsidy. Vétsina nukleokapsid
izolovanych z Daneovych ¢astic ma triangulacni ¢islo 4 (Cislo reprezentujici velikost a
120 dimert. Malé procento ¢astic ma T=3, tzn. 90 dimert. Krom¢ kompletace obalu
genomu se aktivné podili na iniciaci reverzni transkripce. (Lamontagne et al., 2016) Na
karboxylovém konci (C-terminus domain, CTD) obsahuje doménu bohatou na
aminokyselinu arginin (arginin-rich domain, ARD). Fosforylaci riznych aminokyselin
Vv této doméné probihd regulace riznych stadii Zivotniho cyklu viru. (Li et al., 2010)
Lokalizace core proteinu v hepatocytech neni stala a koreluje se zavaznosti pribéhu
infekce. Rychle a kontinualn¢ cestuje z cytoplazmy do jadra a zpét na zakladé signalizace

a vyuziva k tomu proteiny hostitelské bunky (TAP protein). (Li et al., 2010)

Protein HBe je markerem probihajici replikace viru. Jeho pfesna funkce zatim neni vice
zndma. V n€kolika studiich se objevuje hypotéza, Ze HBeAg ma imunoregulacni funkci.

(Lamontagne et al., 2016)

Protein X je jedinym nestrukturalnim proteinem viru. Plni regulacni funkci pfi replikaci
a transkripci. Zachovava ptirozeny transkripcni templat, jadernou cccCDNA, tak je virova
DNA v transkripéné aktivnim stavu, a tim je nepostradatelny k zahédjeni a udrzeni

transkripce. (Lucifora et al., 2011) Krom¢ toho ma transaktivac¢ni schopnosti, vaze se na
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tumor-supresorové geny, a tim indukuje maligni proliferaci. (Sherlockova a Doodley,
2004)

Virova DNA polymeraza je esencialni pro mnozeni viru. Ma dvé domény, prvni doména
zahajuje enkapsidaci pgRNA a syntézu (-)sSDNA a druha doména ma funkci reverzni

transkriptazy. (Votava, 2003)

2.1.4 Zivotni cyklus

Po vniknuti Daneovy ¢astice do téla hostitele se virus piipoji na hepatocyty. Branou pro
vstup do buiiky je transmembranovy protein NTCP (sodium-taurocholate co-transporting
polypeptide), ktery v membrané hepatocyti bézné zprostiedkovava pienos zlucovych
kyselin. Jeho role je kli¢ova i v Zivotnim cyklu HDV a HCV. (Eller et al., 2018). Pomoci
clathrin-dependentni endocytozy se dostane do hepatocytu hostitele. (Huang et al., 2012)
Mechanismus uniku z endocytického vacku zatim neni zndm. Uvnitf hostitelské bunky
se virova ICDNA uvolni do jadra, kde je hostitelskymi bunéénymi enzymy ptirozené
opravena a kovalentni vazbou spojena do ccCDNA (covalently closed circular DNA).
CccDNA tvofi templat pro syntézu Sesti mRNA transkriptl (precore+core, preS, S+M,
X) se ¢tyfmi oddélenymi promotory (core, preS, S a X). Alternativné se rcDNA miize
konvertovat do dsIDNA (double-stranded linear DNA) a integrovat se do hostitelského
genomu. (Seeger et al., 2015) CccDNA se vaze na histony a dalsi nehistonové proteiny a
spolu tvofi minichromozomy 0 velikosti 11 nm. Jednim z nehistonovych proteint je HBc
(Bock et al., 2001). Dalsim dilezitym nehistonovym proteinem spojenym S HBV

minichromozomy je HBXx. (Belloni et al., 2009)

K transkripci cccDNA virus vyuziva hostitelskou RNA-polymerazu II. (Votava, 2003)
Transkripty mRNA jsou transportovany z jadra k translaci. Vysledkem translace je
protein HBc a virova polymeraza. PGQRNA (pregenomic RNA) spolu s HBc proteinem a
polymerazou vytvoii nezralou kapsidu, ve které probiha reverzni transkripce pgRNA na
(-)ssDNA, ktera je templatem pro syntézu (+)ssDNA. Dohromady spolu tyto fetézce
vytvoii rcDNA. (Li, 2010)

V pocatecni fazi infekce, kdy jeSté neni dostatek obalovych proteinti, se noveé vytvorené

nukleokapsidy s rcDNA vraci zpatky do jadra k amplifikaci poctu kopii cccDNA a tvori
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tak rezervodr virovych castic. Obalové proteiny HBV jsou shromazdovany
v endoplazmatickém retikulu hepatocytu. Pozdéji se na zralé nukleokapsidy navazou
obalové proteiny a zrald Castice je pripravena vydat se sekrecni drahou ven z buiky.

(Summers et al., 1990)

2.1.5 Mutanty HBV

Béhem prepisu virové DNA pomoci reverzni transkripce intermediatu dochazi pomérné
casto k chybam a vznikaji mutace. Nej€astéji k mutacim dochazi u chronického nosice
jako odpovéd’ na selektivni tlak imunitniho systému. Mutanty HBV mohou ménit pritbéh
onemocnéni, a tim i jaterni poSkozeni, zménou urovné replikace nebo exprese
imunogennich epitopli. Vyznamné ovlivituji i odpovéd’ na 1écbu. Mezi nejvice klinicky
vyznamné patii precore mutanty, HBsAg mutanty a mutanty DNA polymerdzy. Mutanty
V precore oblasti genomu se vyznacuji absenci HBeAg. Vyznamné jsou i HBsAg mutanty
nesouci mutace v genu S, které jsou vyznamné hlavné tim, Ze mohou zpiisobit selhani

ochranného ucinku vakcinace proti HBV. (Stransky, 2001)

Neékteré mutace mohou vyvolavat i léky, napt. lamivudin. (Votava, 2003)

2.1.6 Imunitni odpovéd’ pacienta

Virus obvykle nema ptimy cytopaticky efekt na buriky. Poskozeni jater je dusledkem
imunitni odpovédi hostitele. Za destrukci hepatocytli jsou piimo odpoveédné cytotoxické
T-lymfocyty (Tc-lymfocyty), které reaguji na antigeny HBV na povrchu infikované
buniky, tim se aktivuji a uvoliiuji specifické cytokiny, které aktivuji makrofagy a
neutrofily. Béhem akutni hepatitidy B nastava rozsahla lyza hepatocytti zprostredkovana
Tc-lymfocyty, pfi cemz dochazi k vylouceni HBV. Tato faze byva vétSinou mirna az
sttedn¢ zavazna a mize koncit spontannim vylééenim. V malém procentu piipadii mize
dojit k tomu, Ze nespecificka zanétliva odpoveéd” hostitele je ptilis silné a zplisobi masivni
poskozeni jater a vznik fulminantni hepatitidy. Naopak, je-li imunitni odpovéd’ pftilis
slaba, dochazi k vylouceni viru jen malo. Virus pokracuje dal v mnoZeni a vyvine se

chronickd hepatitida. Perzistenci infekce podporuje pravdépodobné nizs$i bunécna
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imunitni funkce vlivem poklesu CD4+ T-lymfocytti v periferni krvi a vzestupem CD8+
T-lymfocytd nebo T-supresorti. AvSak je zvySena aktivita NK bunék. Muze dojit
kK mirnému az vyznamnému poklesu C3 a C4 slozek komplementu jako dusledek tvorby
imunokomplexti. Mohou byt zvySené autoprotilatky. Specifické cytotoxické T-lymfocyty
mohou byt aktivovany jesté 23 let po akutni infekci, coz svéd¢i o tom, ze stopy viru jsou
stale pfitomny v organismu hostitele dlouhou dobu po infekci. (Stransky, 2001;

Sherlockova a Doodley, 2004)

2.1.7 Ockovani

Na zékladé faktu, ze HBsAg se v periferni krvi nachazi i jako volny, predpokladali
Blumberg a Millman, Ze by se tato ¢astice dala z krve separovat a vyuzit ji k tvorbé
vakciny. Tento ptfedpoklad se potvrdil a v fijnu roku 1969 jménem Institutu pro vyzkum
rakoviny zazadali o patentovani vakciny proti Zloutence typu B. Patent byl za¢atkem roku

1972 schvalen v USA a dalSich zemich. (Blumberg et al., 1977)

Od roku 2001 se v nasi republice plosné ockuje aktualné v 9. tydnu véku kojence a ve 12
letech, pokud nebyla vakcina podana v kojeneckém véku. (Stransky, 2001) V soucasné
dobé se jako preexpozicni profylaxe pouziva rekombinantni (rDNA) vakcina vyrabéna
na kultufe kvasinkovych bunék Saccharomyces cerevisiae klonovanim genu S. Kvasinky
tedy exprimuji pouze povrchovy antigen HBSAQ. V soucasné dobé¢ je povrchovy antigen

soucasti hexavakciny Infanrix hexa. (Souhrn idajl o ptipravku Infanrix hexa, 2010)

Samostatna vakcina proti HBV je k dispozici pod nazvem Engerix a kombinovana
vakcina proti hepatitidé A a B pod nazvem Twinrix. (Stransky, 2001; Souhrn udajt o
ptipravku Engerix, 2014) Pro pacienty s renalni insuficienci je k dispozici vakcina pod

nazvem Fendrix. (Souhrn udajii o ptipravku Fendrix, 2009)

Novorozenci HBsAg pozitivnich matek musi byt vcetn¢ aktivni imunizace i pasivné

imunizovani imunoglobulinem (HBIG) do 12hodin od porodu. (Stransky, 2001)
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2.2 Stadia infekce HBV

2.2.1 Akutni hepatitida B

Akutni hepatitida B je onemocnéni jater provazené akutnim zanétem a nekrozou
hepatocyti. Diagnosticky je charakterizovano pozitivnim nalezem HBSA(Q (kromé mutant
HBYV, které HBsAg netvoii) a anti-HBc IgM v séru pacienta S odpovidajicim klinickym
a biochemickym obrazem (Obr. 1). Inkuba¢ni doba onemocnéni obvykle byva 40-180 dni
(primé&mé 75 dni) od ndkazy do zagatku prvnich piiznakt nebo ikteru. Casté byvaiji i
subklinické formy onemocnéni, které se diagnostikuji aZ v chronickém stadiu. (Stransky,

2001)

Pocatek onemocnéni je pozvolny bez pfiznakl, ptipadné S nespecifickymi piiznaky
virového onemocnéni jako je unava, nauzea a nechutenstvi. Preikterické faze, zvana také
prodromalni, trva 3-7 dni. Témét vzdy byva mirné zvySena teplota, Zaludecni nevolnost
a bolesti v kloubech. Casto se objevuje i kozni vyrazka. Ve fazi rozvinuté Zloutenky se
vyrazn¢ horsi inava a nechutenstvi. V této fazi je mozny projev ikteru, rizné intenzivniho
zezloutnuti ktize, o¢niho bélma a sliznic vlivem zvysené koncentrace bilirubinu v tkanich.
To je hlavnim ptiznakem dysfunkce jater. Iktericka faze miZe trvat nékolik dni az mésict,
pramérné trva 2-3 tydny. Ustupem Zloutenky nastava faze rekonvalescence, b&hem niZ se

zlepsuje chut’ k jidlu a zmiriiuje se unava. (Stransky, 2001)

Akutni hepatitida B mize mit 1 komplikovany klinicky pribéh, ktery byva doprovazen
rozséahlou jaterni nekrézou, cholestazou nebo se miize dokonce vyvinout ve fulminantni
hepatitidu B. (Stransky, 2001) Riziko fulminantniho jaterniho selhani se pohybuje
v intervalu 0,1-1% piipadu. (Husa et al., 2017)
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Obr. 1: Serologicky prub&h akutni hepatitidy B u imunokompetentniho pacienta
(Stransky, 2001)

2.2.2 Chronicka hepatitida B

Pti pfiméfené imunitni odpovédi by mélo dojit k uzdraveni z akutni hepatitidy. V ptipadé,
Ze imunita nemocného neni schopna dostate¢né eliminovat virus, miize onemocnéni piejit
do  chronického stddia snutnosti terapeutického zisahu. U  dospélych
imunokompetentnich pacientl s akutni hepatitidou, pfejde do chronicity méné nez 5 %.
U oslabenych pacientll (po dialyze, protinadorové nebo imunosupresivni lécbé, HIV

pozitivnich) pfechazi infekce do chronicity ve vice nez 50 % piipada. (Husa et al., 2017)

Hlavnim zndmkou ptechodu do chronického stadia je pietrvavani HBSAQ v séru déle nez
6 mé&sich. Pribéh se schematicky déli do péti fazi podle pfitomnosti HBeAg, mnozstvi
HBV DNA, aktivity ALT a pfipadné i podle pfitomnosti jaterniho zanétu. (Husa et al.,
2017)

Prvni fazi, diive zvanou imunotolerantni, je HBeAg pozitivni chronickéd infekce HBV
doprovazena nizkou imunitni odpovédi nemocného. Tuto fazi charakterizuje vysoka
uroven replikace prokazatelna pozitivitou HBeAg a vysokou koncentraci HBV DNA
Vv séru. Nemocny je vzhledem k vysoké virémii vysoce nakazlivy. Aktivita ALT byva
normalni nebo nizka. Tato Casna faze muze trvat velmi dlouho (10-30 let) a obvykle

nedochazi k sérokonverzi HBeAg/anti-HBe. (Stransky, 2001; Husa et al., 2017)

Druha faze je HBeAg pozitivni chronicka hepatitida B. V této fazi dochazi k aktivaci

imunitniho systému a lyze infikovanych hepatocytii, kterd se projevi zvySenim aktivity
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ALT v séru. Jsou prokazatelné stfedné¢ az vysoce zdvazné zanétlivé-nekrotické zmény

V jatrech a progrese jaterni fibrézy. (Stransky, 2001; Husa et al., 2017)

Treti fazi je HBeAg negativni chronicka infekce HBV neboli inaktivni nosi¢stvi. Pacienti
Vv této fazi jsou HBsAg pozitivni, HBeAg negativni, anti-HBe pozitivni s velmi nizkou az
nedekovatelnou hladinou HBV DNA v séru. Aktivita ALT je v normé, zanétlivé-
nekrotickd aktivita v jatrech je minimdlni a stupeni fibrozy nizky. Riziko vzniku jaterni
cirthozy ¢i HCC je v této fazi nizké, stale vSak existuje moznost progrese do chronické
hepatitidy. U 1-3 % pfiipadi rocné dochazi spontanné k vymizeni HBsAg a/nebo
sérokonverzi HBsAg/anti-HBs. (Husa et al., 2017)

Ctvrta faze, HBeAg negativni chronicka hepatitida B, miiZe nasledovat po HBeAg/anti-
HBe sérokonverzi v druhé fazi. Pacienti jsou HBsAg pozitivni, HBeAg negativni, anti-
HBe pozitivni stejné jako u tieti faze, ovSem hladina HBV DNA je stfedni az vysoka a
byva i pfechodné nebo trvale zvysend aktivita ALT. Jaterni biopsie téchto pacientil
prokazuje zanétlivé-nekrotické zmény a fibrozu. Prestoze virova replikace evidentné
probiha vzhledem k mnozstvi HBV DNA v séru, jsou pacienti HBeAg negativni. To je
zpusobeno mutaci v precore nebo v basal core promotoru v genomu viru. V této fazi je

nizka pravdépodobnost spontanni remise onemocnéni. (Husa et al., 2017)

Pata faze, okultni infekce HBV, je charakterizovana vymizenim HBsAg, pozitivnimi
celkovymi protilatkami anti-HBC a normalni aktivitou ALT. V séru uz neni HBV DNA
obvykle detekovatelna, ale v jaterni tkéni ji 1ze prokazat. Pfi imunosupresi stale muze

dojit k reaktivaci infekce. (Husa et al., 2017)

anti-HBc

IgM anti-HBc

anti-HBe

mésice — roky —

faze replikaéni faze integrovana

Obr. 2: Serologicky prab¢h chronické infekce HBV (Stransky, 2001)
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2.2.3 Komplikace chronické hepatitidy

Jednou z nejcastéjsich komplikaci chronické hepatitidy je jaterni cirhdza. Vznika mnoho
let po infekci HBV, avSak rychleji nez po infekci HCV. Rychlost vzniku vyznamné
koreluje s aktivitou virové replikace. Velkym rizikovym faktorem jsou taktéz opakované
relapsy onemocnéni, které nékdy mohou byt tézké az zivot ohrozujici. Cirhdza v disledku

HBYV infekce mé podobny prubéh jako cirhozy s jinymi pfi¢inami. (Stransky, 2001)

Vzniku jaterni cirth6zy predchazi jaterni fibroza zptisobenad hepatocelularni nekrézou.
Fibrogeneze je komplexni proces, kterého se Gcastni predevsim stelarni (Itdovy) buiky,
cytokiny, proteindzy a jejich inhibitory. Pfetvaii se extracelularni matrix vlivem zvySené
tvorby pojivové tkané a jejiho snizeného odbouravani. Proces fibrotizace jater je do jisté
miry reverzibilni. Cirhdza tolik reverzibilni neni, ale pfi odstranéni etiologického agens

jiz nemusi progredovat a miiZe se objevit i regrese. (Sherlockova a Doodley, 2004)

Klinicky obraz cirhdzy nejcastéji tvoii ptiznaky jako je ikterus, ascites, portalni
hypertenze provazena jicnovymi varixy, encefalopatie atd. Posouzeni stadia jaterni
cithozy vpraxi se opira o Childovu-Pughovu klasifikaci jaternich cirhoz, ktera
zohlediuje koncentraci bilirubinu a albuminu v séru, pfitomnost ascitu a otokti, zmény
CNS, protrombinovy ¢as a kvalitu vyzivy. Na zakladé téchto ukazateli vyhodnocuje
predpokladanou pooperac¢ni tmrtnost a preziti 5 let. (Stransky, 2001; Sherlockova a

Doodley, 2004)

Chronické hepatitida B a jaterni cirh6za jsou vyznamnymi rizikovymi faktory pro vznik
hepatocelularniho karcinomu (HCC). Virus indukuje vznik nadoru integraci své DNA do
genomu hostitele, transaktivaci a mutacemi v tumor-supresorovych genech jako je
napiiklad onkogen p53 na chromozomu 17. Klinické manifestace HCC mohou byt riizné.
NejcastejSimi priznaky byvaji bolesti v horni ¢asti bficha nebo v zaddech, slabost, ubytek
vahy, gastrointestinalni pfiznaky jako je nechutenstvi, ¢asté pocity plnosti, nadymani a
zacpa, nebo naopak prijem. Pacienti s HCC mohou byt i zcela bez pfiznakid a nalez se
zjisti ndhodou pfi screeningovém vysSetteni. (Stransky, 2001; Sherlockova a Doodley,

2004)

Vyskyt zhoubnych novotvari jater je v Ceské republice celkem nizky. Incidence

zhoubnych novotvarQ jater a intrahepatalnich zlucovych cest za rok 2016 byla 595
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ptipadd u muzii a 323 u zen, to odpovida 1,2 % (muzi) a 0,7 % (zeny) z celkového poctu

zhoubnych novotvari za rok 2016 v CR. (Novotvary 2016, 2016)

2.3 Laboratorni diagnostika

2.3.1 Sérologické markery

HBsSAQ je hlavnim vySetfovanym markerem infekce HBV. Objevuje se v krvi zhruba po
6 tydnech od infekce. Jeho nélez v séru znaci probihajici expresi povrchovych antigent
viru a charakterizuje tak aktivni infekci HBV. (Krekulova, 2002; Stransky, 2001)
Negativni vysledek nemusi znamenat nepfitomnost infekce. V ojedinélych ptipadech
muze byt pacient jesté v inkubacni dobé ¢i infekce miize byt v inaktivnim latentnim stadiu
s potencialem k reaktivaci. (Stransky, 2001) Existuji i tzv. escape mutanty viru, kde neni

ptitomen HBsAg vlivem mutace genu pro protein HBs. (Krekulova, 2002)

Anti-HBs je protilatka proti povrchovym proteinim HBs. Je pozdni protilatkou, tvofi se
az ve fazi rekonvalescence. Po prodélané infekci pietrvavaji zpravidla po zbytek zivota
ve vysokych titrech. (Stransky, 2001) Stanoveni hladiny této protilatky ma vyznam i pro
zjisténi, zda pacient vyvinul dostate¢nou ochrannou hladinu protilatek po ockovani.

(Laboratorni ptirucka OKB, 2019)

HBCA(g neni detekovatelny v séru, nachazi se pouze v infikovanych hepatocytech, avSak
je vysoce imunogenni a indukuje tvorbu protilatek anti-HBc ve vysokych titrech.

(Stransky, 2001)

Protilatka anti-HBc je detekovatelna v celém pribéhu infekce HBV. Anti-HBc IgM je
casnou protilatkou a spolu s HBsAg hlavnim diagnostickym markerem probihajici akutni
infekce. V pfipadé diagnostického okna, kdy pii nastupu tvorby anti-HBs protilatek
piestane byt HBsAg detekovatelny, mliZe byt anti-HBc IgM jediny marker akutni infekce.
Je vSak prokazatelna i za n¢kolik let po akutni infekci a také béhem exacerbaci chronické

hepatitidy B. (Stransky, 2001)

HBeA(g je vseobecné povazovan za marker replikace a vysoké infektivity. (Votava, 2003)
Sérokonverze HBeAg na anti-HBe nastdva u imunokompetentnich pacientii s akutni

infekci ¢asné prred sérokonverzi HBsAg na anti-HBS a obvykle je provazena vymizenim
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HBYV DNA a ptiznakt jaterniho onemocnéni. U pacienti s chronickou infekci HBV mize
k sérokonverzi dojit i za roky az desetileti. Existuje malé procento pacientl s aktivni
infekci HBV, u kterych neni ptfitomen HBeAg. U téchto pacientu je pravdépodobné
pfitomna mutace stopkodonu v precore region, kterd neumoznuje viru produkovat

HBeAg. Virus ale i tak dokaze pokracovat v replikaci. (Stransky, 2001)

Protilatky anti-HBe pietrvavaji dlouhodobé a znadi, Ze pacient jiz neni v akutni fazi

onemocnéni a je relativné malo infekéni. (Laboratorni prirucka OKB, 2019)

Vysetieni v§ech markerd HBV dokaze dat pomérné piesny nahled na stav pacienta (Obr.
3).

INTERPRETACE NEKTERYCH NALEZU V KRVI PRI INFEKCI HBV

HBV HBeAg HBsAg IgM IgG anti-HBe | anti-HBs interpretace
DNA anti-HBc | anti-HB«

I 1A

1

Obr. 3: Interpretace n€kterych nalezt v krvi pfi infekci HBV (Votava, 2010)

2.3.2 Biochemické markery

Zakladni biochemicka vySetfeni vyznamné pfispivaji ke spradvnému urceni diagndzy
transamindzy alaninaminotransferaza (ALT) a aspartataminotransferaza (AST). ALT je
cytosolovy enzym katalyzujici pfenos aminoskupiny z alaninu na 2-oxoglutarat za vzniku
pyruvatu a glutamatu. Nejvetsi podil tohoto enzymu se nachéazi v jatrech, je proto
aminoskupiny z aspartatu na 2-oxoglutarat za vzniku oxalacetatu a glutamatu. Vyskytuje
se ve dvou izoforméch, cytoplazmatické a mitochondridlni. Je pfitomny v jatrech,
kosternim svalu a srdeCnim svalu zhruba ve stejném podilu. Zvysend hladina ALT a
cytoplazmatického izoenzymu AST v séru pacienta vlivem poruseni permeability

membrany hepatocytu znaci akutni reverzibilni poskozeni bunék. Zavazné, ireverzibilni,
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poskozeni jater je provazeno uvolnénim mitochondridlnich enzymi, a to predevsim
mitochondrialni izoenzym AST a glutamatdehydrogenazy (GMD). Pokud je onemocnéni
doprovazeno ikterem, byva zvySena hodnota také bilirubinu, pfedevsim
nekonjugovaného, vlivem poruseni konjugace bilirubinu. (Stransky, 2001; Sherlock et

al., 2002; Schneiderka et al., 2004; Koolman et al., 2012)

2.3.3 Molekularni diagnostika

Molekularni diagnostika se opird o prikaz DNA viru hepatitidy B v séru pacienta. HBV
DNA v séru ukazuje na aktivni replikaci viru i v pfipad¢ nepfitomnosti specifickych
antigent (HBeAg, HBsAg) u mutant HBV. Pozitivni nalez znaci vysokou infektivitu
pacienta. (Stransky, 2001)

HBV DNA mize byt detekovana vice zpisoby. Nejcitlivéj§im a zaroven
nejspecifi¢téj§im testem je polymerazova fetézova reakce (PCR). Umoziuje detekovat i
velmi nizké hodnoty HBV DNA v HBsAg negativnim séru. (Stransky, 2001) Mezi dalsi
metody stanoveni HBV DNA patii molekularni hybridizace bez amplifikace DNA (napf.
Murex Diagnostics Ltd) nebo s amplifikaci zaloZzenou na technologii rozvétvené DNA
(Quantiplex HBV DNA, Chiron Diagnostics). (Zima, 2007)

Hlavni klinicky vyznam prikazu HBV DNA je v posouzeni aktivity replikace u
chronickych nemocnych pacientli a zvaZzeni antivirové 1écby, jejimz hlavnim cilem je

zastaveni replikace a vylouceni HBV DNA. (Stransky, 2001)

2.3.4 Histologicka diagnostika

Histologické vySetieni jaterni tkan¢ ziskané jaterni biopsii slouzi K potvrzeni diagnozy a
etiologie, ke stanoveni aktivity (grade) a stadia (stage) jaterniho poSkozeni (fibrozy) a
pfipadné i k potvrzeni cirh6zy. Pouziva se pfedev§im Van Giesenovo barveni, barveni na

elastin, stiibro a PAS. (Sherlockové a Doodley, 2004)

Akutni hepatitida je doprovdzena skvrnitymi nekr6zami a degeneraci hepatocyti.

Zaroven probihaji 1 reparacni procesy a mitdézy. Mize dochazet k premosténi (bridging)
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a splyvani nekréz, které jiz znaci prechod do chronického onemocnéni. (Stransky, 2001;

Sherlockova a Doodley, 2004)

U chronickych nosi¢li a chronicky infikovanych lze pfitomnost HBcAg v jaternich

bunikach prokézat barvenim jaterni tkdn¢ orceinem. (Sherlockova a Doodley, 2004)

2.4 Lécba

Vétsina dospélych imunokompetentnich pacientl s akutni hepatitidou B se vyléci
spontann¢ a nepotiebuji specifickou 1éCbu. AvSak pacienti s tézkym prabéhem
s koagulopatii nebo protahovanou akutni infekci by méli byt 1é¢eni, hlavné kvuli snizeni
rizika jaterniho selhani, progrese do chronicity a jaterni cirhdzy, dekompenzace cirhozy
a vzniku hepatocelularniho karcinomu. Pacienti s chronickou hepatitidou B jsou
posuzovani k 1é¢bé na zaklad¢ aktivity ALT, mnozstvi HBV DNA v séru a stupné fibrozy
jater (méfeni tuhosti jater neinvazivnimi metodami, zejména tranzientni elastografii).
V soudasnosti se v CR a Evropské unii k 16¢b& HBV pouzivaji antivirotika ze skupiny
nukleosidovych/nukleotidovych analogi (NA), které cili na reverzni transkriptazu viru.
Mezi ty patii lamivudin, adefovir dipivoxil, entecavir, telbivudin, tenofovir disiproxil

fumarat a tenofovir alafenamid. (Husa et al., 2017)
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3. Cil prace a hypotézy

Cilem mé bakalaiské prace je seznameni s problematikou onemocnéni virové hepatitidy
typu B a popis soucasnych moznosti diagnostiky se zaméfenim na stanoveni markerti
hepatitidy B metodou elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyzy pomoci pfistroje
COBAS €601 firmy ROCHE a kvantifikaci virové DNA na pfistroji COBAS 4800 firmy
ROCHE metodou real time PCR. Soubor vysetfovanych vzorkd pochazi z laboratote
infek¢ni sérologie a virologie spolecnosti VIDIA-DIAGNOSTIKA.

Prvni hypotézou, kterou budu béhem praktické ¢asti oveéfovat je, ze vyskyt HBsAg
pozitivnich pacientli bude mezi muzi a zenami podobny. Piedpokladdm, Ze nejvyssi
cetnost pozitivity ze sérologickych markert infekce (mimo postvakcinaéni protilatky
anti-HBs) bude vykazovat anti-HBc Ig total. Domnivam se, ze pozitivita se bude tykat

predevsim lidi kolem 30-50 let a pomér muzi a zen bude také ptiblizn¢ vyrovnany.
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4. Metodika

4.1 Preanalyticka piiprava

Pro laboratorni diagnostiku HBV nase laboratof vyuziva vyhradné krevni sérum, které se
ziskava odbérem vendzni krve pacienta do zkumavky s ¢ervenym uzavérem pro odbér
srazlivé krve. Vyrobce Roche uvadi, ze je mozné pouzit i krevni plasmu ziskanou
odbérem periferni krve do zkumavky s protisrazlivym cinidlem (heparin lithny/sodny,

K:EDTA, KsEDTA, citrat sodny). (Metodicky list Elecsys HBsAg, 2020)

Velkou roli hraje i samotna piiprava pacienta pied odbérem. Pacientim je doporu¢ovano
pred odbérem dostatecné pit a vyvarovat se tucnych jidel, kviili mozné interferenci
lipemického séra. Dobré je omezit alkohol minimalné 24 h pted odbérem. Alkohol také
zpusobuje vzestup koncentrace triacylglyceroli, a tim se stava sérum lipemické. Samotny
odbér by se m¢l provadét pacientovi vleze. Stazeni paZe a cviceni pazi pfi vendéznim
odbéru ma trvat pouze kratce, aby nedoslo k ptesunu tekutiny z cév do intersticia. Pred
centrifugaci a transportem je nutné nechat krev stat alespoii 20 minut pti pokojové teploté,
aby se zamezilo hemolyze a vzniku fibrinové srazeniny v separovaném séru, ktera by
mohla zpiisobit ucpani Spicek pii nasavani vzorku pfistrojem. Pfi odbéru nesrazlivé krve
je potieba dodrzet dany pomér objemu piidané krve a antikoagulantu ve zkumavce.
Odebere-li se mensi mnozstvi krve, muze dojit k hemolyze, odebere-1i se vétsi mnozstvi,
krev se srazi. Krev se musi poté dokonale promichat otd¢enim zkumavky, nesmi se tfepat,
aby nedosSlo k mechanické hemolyze. Hemoglobin uvolnény hemolyzou erytrocytl

ovlivituje fotometricka stanoveni analyti. (Racek, 2006)

Se vzorky ur¢enymi pro PCR se musi pracovat steriln¢, aby se zamezilo mozné

kontaminaci a znehodnoceni vysledkd.

Vzorky séra ¢i plasmy jsou stabilni 7 dni pfi teploté 2-8°C, 3 mésice pii teploté -20°C
(£5°C). Vzorky se mohou rozmrazit az 6krat a pouzit k tomuto typu vySetieni.

(Metodicky list Elecsys HBsAg, 2020)
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4.2  Stanoveni markerit hepatitidy metodou ECLIA

Elektrochemiluminiscence (ECL) je metoda vychazejici ze spojeni chemiluminiscence a
elektrochemie. Luminiscence je jev, pii kterém dochazi k excitaci elektronu za
soucasné¢ho vyzareni svétla bez tepelnych uc¢inkl. Existuje nékolik typli luminiscence
lisici se zpiisobem vyvolani excitace elektronu. Pfi chemiluminiscenci dochazi k excitaci
elektronu pii chemickych reakcich. Emitace svétla pii ECL je vyvoldna excitaci
luminoforu a koreaktantu elektrickym napétim a naslednymi oxida¢né-redukénimi

reakcemi na elektrodé. (Miao, 2008)

Elektrochemickd reakce v ECL umoziuje kontrolou Casu a polohy reakce emitujici
svétlo. Reakce emitujici svétlo mize byt pozdrzena, dokud neprobéhnou potiebné
imunologické nebo enzymatické déje. Pro kontrolu polohy reakce se vyuziva napf.
magnetickych kulicek, na které se navdzou potiebné slozky analyzované smési.
Nepotiebné slozky se odstrani promytim smési. Diky cilenému fizeni elektrodového
potencidlu je selektivné€j$i nez samotna chemiluminiscence. ECL V imunoanalyze
vyuziva nejCast&ji  tris(2,2’-bipyridyl)ruthenium(ll) komplexu, Ru(bpy)s?*, jako
luminoforu a tri-n-propylaminu, TPrA, jako oxida¢né-redukéniho koreaktantu. Ru?* je na
elektrodé oxidovan na Ru®*, zaroven TPrA je oxidovan na radikal TPrA*, ktery slouzi
v reakci jako reduktant, snadno redukuje Ru* zpét na Ru?*. Pfechodem elektronu z TPrA
do vyssi energetické hladiny kationtu ruthenia se vyzafi foton a komplex ruthenia je
schopen se znovu oxidovat. Takto probiha reakce cyklicky a vysledny svételny signal se
nasobi. TPrA je v reakci spotifebovan. Metody s ECL systémem Ru(bpy):*/TPA jsou
diky své vysoké vytéznosti velice citlivé. Na zakladé€ téchto vlastnosti tvoti zdklad ECL

komer¢nich systémi pro imunoanalyzu a DNA analyzu. (Miao, 2008)

4.2.1 Princip metody

Detekce markert hepatitidy B probiha trojim zptisobem. Antigeny HBsAg, HBeAg a
protilatka anti-HBS jsou diagnostikovany sendvicovou metodou. IgM protilatky se
stanovuji metodou p-Capture a protilatky anti-HBc IgG a anti-HBe se detekuji

kompetitivni metodou.
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Sendvi¢ova metoda: Prvnim krokem je inkubace pacientského vzorku s monoklonalni
protilatkou anti-HBe s kovalentné¢ vazanym biotinem a monoklondlni protilatkou anti-
HBe oznaCenou komplexem ruthenia. V ptipadé¢ detekce HBsAg jsou piidany dvé
protilatky anti-HBs s navazanym biotinem a smés monoklonalni a polyklondlni protilatky
anti-HBs s komplexem ruthenia. Pokud vysetfovany vzorek obsahuje antigeny, vytvofi
s protilatkami tzv. sendvicovy komplex. Dalsi postup reakce je stejny u vsech téi metod.
Do smési se piidaji paramagnetické mikrocastice potazené streptavidinem. Biotin v
imunokomplexu vytvoii silnou vazbu se streptavidinem na mikroc¢asticich. Cely mix se
prenese do méfici kyvety, kde jsou castice magneticky zachyceny na povrchu méfici
kyvety, zbytek je odstranén promytim. Promyvaci roztok obsahuje koreaktant TPA, ktery
je esencialni pro ECL reakci. Aplikace elektrického napéti na elektrodé¢ vyvold ECL
reakci, béhem které dochazi k emisi fotonil, které jsou méteny fotonasobicem. Vysledny
signal je ekvivalentni koncentraci analytu ve vzorku. Vysledky jsou automaticky
zpracovany piistrojem, ktery porovna elektrochemiluminiscencni signél produktu reakce
s cutoff hodnotou kalibrace. (Metodicky list Elecsys HBsAg, 2020; Metodicky list
Elecsys anti-HBs, 2020; Metodicky list Elecsys HBeAg, 2019)

u-Capture: Pacientsky vzorek je nejdiive inkubovan s anti-Fdy protilatkou, ¢imz se
inaktivuji specifické IgG, které by mohly zptsobit interferenci, a tim nespravny vysledek.
K takto upravenému vzorku se pfidd monoklonalni specifickd protilatka h-IgM
S navazanym biotinem, HBcAg oznaceny komplexem ruthenia a mikro¢astice potazené
streptavidinem. Pokud jsou ve vzorku pfitomné protilatky anti-HBc IgM, reaguji
s HBcAg. Na navazané protilatky anti-HBc IgM se navaze sekundarni protilatka anti-h-
IgM s biotinem a vytvoii sendvicovy komplex, ktery se diky interakci biotinu a
streptavidinu zachyti na mikrocastice. Smés je prenesena do méfici kyvety, kde se
mikro¢astice magneticky pfitdhnout k elektrodé, promyje se a vyboj vyvolad
chemiluminiscen¢ni emisi, ktera je métena fotonasobicem. (Metodicky list Elecsys anti-

HBc IgM, 2019)

Kompetitivni metoda: Ke vzorku se prida antigen HBeAg/HBcAg podle toho, ktera
protilatka se vySetfuje. Pokud jsou ve vzorku pfitomny, vytvofi s antigeny
imunokomplex. Do smési se pridaji biotinylované protilatky, specifické anti-HBcC

protilatky oznacené komplexem ruthenia a mikroc¢astice potazené streptavidinem. Volna
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vazebna mista na antigenech se zaplni a cely komplex se navaze na mikroc¢astice. Dalsi
kroky jsou stejné jako u predchozich dvou postupti. Vysledek se vSak lisi v tom, ze pokud
jsou protilatky v pacientském vzorku pfitomny, zaplni vazebna mista na piidaném
antigenu a znacené protilatky se jiz nemaji kde navazat. Nejsou-li pfitomny, navdzou se
oznacené protilatky. Vysledny signdl je nepfimo umérny koncentraci hledanych
protilatek ve vzorku. (Metodicky list Elecsys anti-HBc IgG, 2019; Metodicky list Elecsys
anti-HBe, 2019)

4.2.2 cobas® €601

Cobas® e601 (obr. 4) je pln¢ automaticky analyzator firmy Roche diagnostics pracujici
na principu elektrochemiluminiscence popsané v ptedchozich podkapitolach. Reagencie,
kontroly i kalibratory se vyuZzivaji vyhradné od firmy ROCHE a jsou soucasti uzavieného
systému ELECSYSS (obr. 5). Kontroly a kalibratory jsou vyrabéné z lidského séra, tudiz
by se s nimi mélo zachazet jako s potencialn¢ infekénim materialem. (Metodicky list

Elecsys HBsAg, 2020)

Kontroly se stanovuji kazdy den pied zapocetim vySetfovani pacientskych vzorkd a pii
kazdé zméné SarZe reagencniho kitu. Kalibrace se provadi pouze pii zméné Sarze

reagencii.

Pacientské vzorky se do pfistroje vkladaji ve specialnich stojancich (obr. 6). Kazdému
pacientovi pfi pfijmu materialu je ptidélen ¢arovy kod, ktery ptistroj nacte a provede

vySetfeni zadand v laboratornim informacnim systému.
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Obr. 4: Analyzator cobas® €601 firmy ROCHE (Zdroj vlastni)

e
-

(L L

Obr. 5: Reagen¢ni kit HBsAg s kalibratory (Zdroj: https://www.biolab-srl.com/pro
ducts/elecsys-hbsag-2-gen-calibrator/)

Obr. 6: Ptipraveny stojanek s pacientskymi vzorky (Zdroj vlastni)
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4.2.3 HBsAg konfirmace

U vzorkd, které vysly opakované reaktivni na HBSAg se dopliiuje HBsAg konfirmace.
Vzorek séra se rozdéli do dvou zkumavek po stejném mnozstvi, které je dané podle
vysledku COIl z pifedchoziho méfeni HBsSAg ECLIA metodou. Do jedné zkumavky se
ptida konfirmac¢ni reagencie, kterd obsahuje specifické polyklonélni protilatky anti-HBs
vazajici se na imunodominantni epitopy HBsAg. Tim se neutralizuje vSechen HBsAg ve
vzorku, pokud je ve vzorku pfitomny. Do druhé zkumavky se pfida kontrolni reagencie a
opakuje se vySetteni HBsAg v pfistroji cobas®. Neutralizace HBsAg ve vzorku by méla
snizit signal vzorku, a tim i celkové hodnoty cutoff indexu. (Metodicky list Elecsys

HBsAg Confirmatory test, 2020)

4.2.4 Hodnoceni vysledki

Vysledky méfeni jsou zpracovany ptistrojem. Hodnota signélu vySetfovaného vzorku je
délena cutoff hodnotou ziskanou pfedchozi kalibraci kalibra¢nimi roztoky pro jednotlivé
analyty. Tim ziskdme tzv. cutoff index (COI), podle kterého se hodnoti vysledek
vySetieni markerd hepatitidy jako reaktivni, hrani¢ni, nebo nereaktivni (tab.1). Vysledek
vySetieni anti-HBs protilatek se nehodnoti pomoci cutoff indexu, samotnd hodnota je
vypovidajici a uvadi se v mezinarodnich jednotkach IU (tab. 2). Pfed hodnocenim
vysledkit HBsAg konfirmace (tab. 3) by se méla nejprve ovéfit platnost testu. Test je
platny, pokud cutoff index vzorku s konfirmac¢ni reagencii (x) je < 60% z hodnoty COI
vzorku s kontrolni reagencii a zaroven COI vzorku s kontrolni reagencii musi byt > 0,81.
Pokud je COI <0,81, byl vzorek pftili§ zfedén a je nutno konfirmaci opakovat s mensSim

mnoZzstvim reagencii.
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Tab. 1: Hodnoceni vysledkti ECLIA metody

Marker Col Vysledek
) <0,9 nereaktivni
HBsAg, HBeAg, anti-HBc
0,9<1,1 hrani¢ni
IgM
>1,1 reaktivni
) ) >1,0 nereaktivni
Anti-HBe, anti-HBc
<1,0 reaktivni

Zdroj dat: Metodické listy Elecsys HBsAg, HBeAg, anti-HBc IgM, Anti-HBe a anti-HBc,

Roche Diagnostics

Tab. 2: Hodnoceni vysledkt anti-HBs protilatek

Marker Hodnota vysledku Interpretace vysledku
) <10 mlU/mL Negativni
Anti-HBs
>10 mlU/mL Pozitivni

Zdroj dat: Metodicky list Elecsys anti-HBs, Roche Diagnostics

Tab. 3: Hodnoceni vysledku HBsAg konfirmace

COI kontrolniho vzorku Interpretace
x> 60 % >0,81 Nereaktivni
x> 60 % <081 Neplatny
X< 60 % > 0,81 Pozitivni
X< 60 % <0,81 Neurcity

Zdroj dat: Metodicky list Elecsys HBsAg Confirmatory Test, Roche Diagnostics
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4.3  Kvantifikace DNA HBV pomoci real-time PCR

Polymerazova fetézova reakce je metoda molekularni biologie, pfi niz se exponencidlné
mnozi neboli amplifikuje specificky usek DNA. Béhem PCR dochazi k denaturaci,
hybridizaci (annealing) a syntéze DNA. Cela reakce probiha v thermocyclerech, které
cyklicky méni teplotu reakéni smési pro jednotlivé kroky. (Kocarek, 2007) V soucasnosti
se nejvice vyuzivaji thermocyclery, které béhem reakce méfi mnozstvi fluorescencné

znacené DNA.

V nasi laboratofi vyuzivame k molekularni diagnostice HBV DNA systém cobas® 4800,
ktery se sklada z automatického izolatoru x480 (obr. 7) a analyzatoru z480 (obr. 8).
Analyzator cobas® z480 je blokovy thermocykler s integrovanou real-time PCR detekci
ve Ctyfech kanalech. Toho se vyuziva pii multiplexnich real-time PCR stanovenich
ruznych signali béhem jedné série. Systém cobas® 4800 ma vlastni software, ktery tidi

cely pritb¢h prace a automaticky zpracovava vysledky.

Ke kvantifikaci virové ndlozZe se pouziva jako kvantifikani standard DNA bakteriofagu
lambda (DNA QS), ktery slouzi i jako vnitini kontrola pfipravy vzorkli a PCR
amplifikace.

Obr. 7: cobas® x480 (Zdroj: Uzivatelska ptirucka k systému cobas® 4800)
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Komponenty pfistroje cobas® x480:

e Pipetovaci rameno s pipetovaci hlavou

e Automaticky podavac s cteckou barkdda

e Stacionarni nosi¢ pro zpracovani vzorki s ohfivaci/tfepaci jednotkou,
magnetickou destickou, drzakem archivni plotny a drzakem mikrotitracni
desticky

e Autozavadéci plocha

e Nosi€ archivni plotny a mikrotitra¢ni desticky

e Nosi€ stojanu Spicek — pravy a levy

e Nosi¢ 200 ml reagen¢niho zasobniku

e Nosi¢ 50 ml reagen¢niho zasobniku

e Nosic reagencii

e Zasobnik kapalného odpadu

Obr. 8: cobas® z480 (Zdroj: Uzivatelska piirucka k systému cobas® 4800)

4.3.1 Ilzolace a purifikace DNA

Nejdiive se musi z vySetifovaného vzorku izolovat a purifikovat DNA, ktera se bude
pozdé&ji amplifikovat. Izolaci 1ze provést ru¢né nebo pomoci automatickych izolatorg.
VétSina zdravotnickych laboratofi provadéjici rutinni vySetfeni vyuzivaji automatické
izolatory, napt. croBEE (Geneproof), cobas® x480 (Roche), MagNa Pure 24 (Roche),
1ICATCHER (Biovendor) a dalsi.
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V softwaru cobas® 4800 nastavime objednavku vysetieni. Piipravime pacientské vzorky,
reagencie, kontroly a spottebni material do pfisluSnych nosic¢i. Nosice se poté vkladaji
do pridélenych pozic na autozavadéci plochu podle pokynu softwaru. VSechen vkladany
materidl ma ¢arové kody, které si piistroj nacte béhem zavadéni nosici, nékteré nacitame

ruéni ¢teckou barkédu pred zavedenim nosice.

Pro extrakci DNA ze vzorku se musi DNA uvolnit. K tomu se pouziva lyza¢ni/extrakéni
pufr, jehoz zakladni slozkou je tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), ktery udrzuje
pH celé smési. Dale obsahuje detergenty (nejcastéji Triton X-100 nebo dodecylsulfat
sodny, SDS, syst¢tm cobas® 4800 pouziva  polidocanol),  kyselinu
ethylendiaminotetraoctovou (EDTA), proteinazu K, dithiothreitol, guanidin thiokyanat a
dalsi slozky. Vlivem detergentu v lyza¢nim pufru se porusi bunééné membrany. Za
normalnich podminek by doslo k degradaci nukleovych kyselin puisobenim nukleaz
Vv cytoplazmé buiiky, ale EDTA v lyza¢nim pufru vytvoii komplex s vapenatymi ionty,
které jsou nezbytné pro funkci nukleaz, a tim je inaktivuje. Proteinaza K §tépi proteiny
véetné jiz zminénych nukleaz. Dithiothreitol diky svym silné¢ redukénim ucinktm
redukuje disulfidické mustky proteind, a tim pomaha dal§i denaturaci. Guanidin
thiokyanat plni ulohu chaotropni soli, zvySuje iontovou silu roztoku a diky tomu se DNA
adsorbuje na povrch magnetickych ¢astic potazenych silikatovym sklem. Smés se
promyje pufrem, odstrani se tak denaturované proteiny, inhibitory PCR a dalsi nepotiebné
zbytky. Nasledn¢ se smés promyje eluénim roztokem (TRIS pufr s methyl-4-
hydroxybenzoatem) za zvysené teploty. Cista izolovana DNA s master mixem je
pfipravena v mikrotitra¢ni desticce k amplifikaci. Pfed vyjmutim je nezbytné desticku
dikladné utésnit kryci folii. Eliminuje se tak kontaminace pii pfesunu desticky do
analyzatoru a vypafovani pii vysokych teplotach pii PCR reakci. (Kocarek, 2007;
Metodicky list Kvantitativni test nukleovych kyselin..., 2019)

4.3.2 Amplifikace DNA

Mikrotitra¢ni desticku s folii presuneme do analyzatoru cobas® z480. Pomoci tlacitka
Load se vysune nosi¢, do kter¢ho vlozime desticku. Amplifikace a nasledna detekce se

spusti automaticky.
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Pro amplifikaci je klicova reagencie zvand master mix. Jednd se o smés, kterd obsahuje
enzymy (zejména termostabilni DNA polymerazu, Taq polymerazu), primery,
nukleotidy, specifické detek¢éni sondy pro HBV a pro DNA-QS (kazda znaéena jinou
fluorescenéni barvou) a dal§i slozky optimalizujici reakci (Mg?* soli, TRIS pufr).
Izolovana DNA ve vySetfovaném vzorku denaturuje za zvysené teploty 92-98 °C, tim se
struktura DNA rozvolni na jednotlivd vldkna, ktera slouzi jako templat. Nasledné se
ohranici oblast DNA k amplifikaci pomoci tzv. primera, kratkych usekti DNA o znamé
sekvenci, které hybridizuji s cilovymi sekvencemi DNA vysetiovaného vzorku pii teploté
40-65 °C. Béhem této faze nasedaji na HBV DNA a DNA-QS detekéni sondy obsahujici
fluorofor a tlumi¢. ZvySenim teploty na 70-74 °C se zahaji elongace nukleotidovych
fetézci. Na 3’konce navéazanych primerii se navaze DNA polymerdza a pfipoji
komplementarni nukleotidy. Ve chvili, kdy DNA polymeraza dorazi k detek¢éni sondé na
vlakné¢ templatu, postupné ji odstépi, tim dojde k oddéleni fluoroforu a tlumice za vzniku
fluorescencniho signalu. Takto popsany cyklus se opakuje az 40krat k dosazeni
signifikantniho mnozstvi produktu. (Koc¢arek, 2007; Metodicky list Kvantitativni test

nukleovych kyselin..., 2019)

4.3.3 Hodnoceni vysledkii

Software vyhodnoti platnost vysledkt na zakladé vysledku tfi kontrol. V kazdé sérii se
stanovuje jedna negativni kontrola, jedna slabé pozitivni a jedna vysoce pozitivni
kontrola. Pokud by kontroly nevysly ve stanoveném intervalu, software automaticky

oznaci vysledky jako neplatné.

Koncentrace HBV DNA se udava v mezinarodnich jednotkach na mililitr (IU/ml). Spodni
detekéni limit stanoveni pomoci real time PCR je 10 IU/ml. Horni detekéni limit je 10°

IU/ml. Nizka virémie je do 2000 IU/ml. Vysoka nad 20 000 1U/ml.

Vysledky jsou zpracovany automaticky pfistrojem. Software piidéli kazdému vzorku na
zaklad¢ zméteného signalu kategorii ,, Target not detected nebo ,,HBV DNA detected
(tab. 4).
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Tab. 4: Interpretace vysledkt kvantifikace HBV DNA

limitem kvantifikace analyzy.

HlaSeni softwaru Vysledek Interpretace

Target not detected | HBV DNA nebyla detekovana HBYV nedetekovan

<Titer Min Vypocteny titr je pod spodnim | HBV detekovan, méné nez
limitem kvantifikace analyzy. (min. titr)

Titr Vypocéteny titr lezi v linearnim | (Titr) HBV detekovan
rozmezi analyzy (>min. titru a <
max. titru).

>Titer Max Vypocteny titr je nad hornim | HBV detekovan, vice nez

(max. titr)
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5. Vysledky

Za rok 2019 bylo v Laboratofi infekéni sérologie a virologie spole¢nosti Vidia
diagnostika spol. s.r.o. provedeno 16 296 vysetieni sérologickych markera hepatitidy B
a 489 vysetfeni HBV DNA.

5.1 Sérologické markery

Z celkového mnozstvi 16 296 vysetieni bylo 9 371 HBsAg, 4 661 anti-HBc Ig total, 996
anti-HBs IgG, 607 anti-HBc IgM, 330 HBeAg, 326 anti-HBe IgG a 5 HBsAg konfirmaci
(graf 1). Z toho bylo pozitivnich 63 stanoveni HBsAg, 199 anti-HBc Ig total, 570 anti-
HBs IgG, 1 anti-HBc IgM, 1 HBeAg, 51 anti-HBe 1gG a 2 HBsAg konfirmace (graf 2).

10000 9371

9000
8000
E 7000
= 6000
> 4661
> 5000
o 4000
20
S 3000
2000 996 07
1000 330 326 5
; H =m - -
Y (» (n X
Qf’v% & % g\é} %%v&, o '\'@%
s & \f\b ‘23) e Qg? &
ngc.f & a & @
> G & ? é\‘\
S O
:.?‘%
Q\Q:

Graf 1: Pocty vySetieni sérologickych markeria za rok 2019
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Graf 2: Cetnost pozitivnich sérologickych nélezii na rok 2019

Z 9 755 vysetfenych pacientl bylo 6 419 Zen a 3 336 muzii, to odpovida procentualnimu

zastoupeni 66 % Zen a 34 % muza (graf 3).
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Graf 3: Procentualni rozlozeni vSech testovanych pacientd podle pohlavi
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V tab. 5 vidime porovnani vysledk jednotlivych markeri u muzi a Zen. Nejvice
pozitivnich nalezli u obou pohlavi bylo u stanoveni protilatek anti-HBs 1gG (muzi 148 a
zeny 422 z celkového mnozstvi 570 pozitivnich nalezl), které se vySettuji nejcastéji pro

kontrolu hladiny ochrannych protilatek po ockovani.

Tab. 5: Cetnost sérologickych nalezii podle pohlavi pacientii za rok 2019

Muzi Zeny Celkem
Pozitivni | Negativni | Pozitivni | Negativni | Pozitivni | Negativni
HBsAg
31 3131 32 6177 63 9308
anti HBs 1gG
148 196 422 230 570 426
HBeAg
1 147 0 182 1 329
anti HBe IgG
21 128 30 147 51 275
anti HBc IgM
1 225 0 381 1 606
anti HBc
108 2063 91 2399 199 4462
Ig total
HBsAgQ
_ 1 1 1 2 2 3
konfirmace
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HBsAg je charakteristicky marker akutni i chronické infekce. Z celkového poctu 9 371
vysetfeni HBsAg bylo pozitivnich 63 vysledkd. Nejvice HBsAg pozitivnich vysledkt
bylo viijnu a kvétnu (tab. 6). Zgrafu 4 je viditelné, ze HBV neni sezoénnim

onemocnénim. Hodnoty kolisaji v pribéhu celého roku.

Tab. 6: Pocet HBsAg pozitivnich vysledk u muzi a Zen v mésicich roku 2019
Muzi | Zeny Celkem

Leden

Unor

Biezen

Duben

Kvéten

Cerven

Cervenec

Srpen

Zari

W N O O o o &~ O

(BN
o

Rijen

\'

Listopad

R W W R R W N R W W WA
N B N N P W W B W L N O

w

Prosinec

12

10

6
4
2 I
0
&

O 0"\ O O
I B Az o 12
2 ¥ 4 ) 2
N \dg S )

o

N AT >
& 2 & &

§ &

L9
(\6

&
)
&
<@

(9}
(\(’D

c',\

~y
A
@ O

B muZi mieny
Graf 4: Porovnani HBsAg pozitivnich vysledki u muzi a Zzen v mésicich roku 2019
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Celkem bylo 61 HBsAg pozitivnich pacienti z toho 30 muzii a 31 Zen. Nejvice muzl
bylo ve v€ku 30-40 let. U Zen byl vyskyt nejvyssi o kategorii vys, 41-50 let (tab. 7, graf

cvwvr

ze souboru HBsAg pozitivnich je 30 let u muzi, 24 let u zen. Naopak nejvyssi vék je 90

let u muzy, 72 let u zen.

Tab. 7: Cetnost HBsAg pozitivnich pacienttl v konkrétnich vékovych kategoriich

Vek Muzi Zeny Celkem
<30 let 0 3 3
30-40 let 13 6 19
41-50 let 7 10 17
51-60 let 3 5 8
61-70 let 3 5 8
>70 let 4 2 6
16
14
12
10
8
6
4 I
| .
0
<30 let 30-40 let 41-50 let 51-60 let 61-70 let =70 let

EmuZi Mieny

Graf 5: Porovnani HBsAg pozitivnich pacientti v danych vékovych kategoriich
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Druhym nejcastéjSim pozitivnim sérologickym markerem jsou protilatky anti-HBc Ig
total (108 muzi a 91 zen), které jsou charakteristické pro chronickou nebo v minulosti
prodélanou infekci (tab. 8). Nejvyssi pocet pozitivnich naleza byl v lednu a ¢ervenci.
Grafické porovnani muzii a zen v jednotlivych kalendarnich mésicich je zobrazeno

v grafu 6.

Tab. 8: Pocet anti-HBc Ig total pozitivnich vysledkli v mésicich roku 2019

Muzi Zeny Celkem

Leden 16 6 22
Unor 8 4 12
Biezen 6 12 18
Duben 12 8 20
Kvéten 6 S 11
Cerven 7 7 14
Cervenec 9 12 21
Srpen 9 5 14
Zai 5 9 14
Rijen 9 8 17
Listopad 12 8 20
Prosinec 9 7 16
25
20
15
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Graf 6: Pocet pozitivnich anti-HBc Ig total muzt a Zen v mésicich roku 2019
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Nejpocetnéjsi skupina anti-HBc Ig total pozitivnich byla diagnostikovéna ve vékové
kategorii 30-40 let (tab. 9, graf 7). Nejcasté&ji se vyskytujici v€k u muzi je 38 let, u Zen
46 let. Median u muza je 42 let, u Zen 46 let. Nejnizsi vék byl 27 let u muzi a 1 rok u

zen. Nejvyssi vék 84 let u muza, 80 let u Zen.

Tab. 9: Pocet anti-HBc Ig total pozitivnich pacientd podle véku

Vek Muzi Zeny | Celkem
<30 2 5 7
30-40 42 25 67
4150 29 24 53
51-60 8 16 4
61-70 12 10 ”
>70 8 8 16
45
40
35
30
25
20
15
. il n
<30 let 30-40 let 41-50 let 51-60 let 61-70 let >70 let

HmuZi Eieny

Graf 7: Vékové rozlozeni anti-HBc Ig total pozitivnich pacientd
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52 HBV DNA

Z celkového poctu 489 vysetteni HBV DNA za rok 2019 bylo 53 pozitivnich, 244 slabé
pozitivnich a 192 negativnich vysledku (tab. 10). Vysetfovanych pacientt bylo 246 z toho
125 muzi a 121 Zen. Nékteti pacienti jsou vySetfovani vickrat béhem roku. Jedna se
vétSinou o chronicky infikované pacienty, u kterych se sleduje prib¢h infekce ¢i i¢innost

1é¢by. Z grafu 8 vidime, ze zastoupeni muzi a zen je zhruba podobné.

Tab. 10: Cetnost nalezti HBV DNA podle pohlavi pacientii za rok 2019

Pozitivni

Slabé& pozitivni

Negativni

Muzi

25

128

107

Zeny

28

116

85

Celkem

53

244

192

140
120
100
80
60
40
. B
0
Pozitivni

Slabé pozitivni Negativni

EmuZi ®mieny

Graf 8: Porovnani vysledkt vysetteni HBY DNA u muzi a Zen za rok 2019
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Z 246 HBV DNA pozitivnich pacientli bylo nejvice ve véku 41-50 let (tab. 11, graf 9).
Nejcastejsi vék u muzia byl 49 let, u Zen 39 let. Median u muzi byl 46 let, u Zen 44 let.
Nejnizsi vék u muzi byl 19 let, u zen 3 roky. Nejvyssi vék byl u muza 90 let, u Zen 86

let.

Tab. 11: Po¢et HBV DNA pozitivnich pacientd podle vékovych kategoriich
Vek Muzi | Zeny | Celkem

<30 let 3 11 14
30-40 let 33 34 67
41-50 let 45 35 80
51-60 let 23 20 43
61-70 let 9 18 97
>70 let 12 3 15

50
45
40
35
30
25
20
15
10

<30 let 30-40 let 41-50 let 51-60 let 61-70 let >70 let

muZi 1 Zeny

Graf 9: Vékové rozlozeni HBV DNA pozitivnich pacientt
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6. Diskuze

Za rok 2019 bylo v nasi laboratoti provedeno 16 296 vySetieni sérologickych markert a
489 vysetieni HBV DNA. Vysetteno bylo celkem 9 755 pacientl. Nejvice vySetfovanym
markerem je HBsAg, ktery je jednim z markert probihajici infekce virem hepatitidy typu
B. Vysetteni HBsAg je zakonnou soucasti predoperacnich vySetfeni a screeningu
Vv téhotenstvi. Zachyt aktivni infekce muize ztiZit mutace viru v genu S, ktery muze

zpusobit nizsi reaktivitu HBsAg v komercnich testech.

Prvni hypotéza znéla, Ze podil muzi a Zen pozitivnich na HBsAg bude pfiblizné
vyrovnany. Celkem bylo 61 HBsAg pozitivnich pacientli z toho 30 muzi a 31 Zen.
Hypotéza byla potvrzena. Podle Stranského (2001) byla prevalence HBsAg v nasi
populaci na pocatku 80. let 0,5-1,5 %. Zachyt HBsAg pozitivnich pacientll v nasi
laboratofi za rok 2019 ¢inil 0,67 %.

Druhou hypotézou bylo, Ze nejvyssi Cetnost pozitivity ze sérologickych markert infekce,
(mimo postvakcinaéni protilatky anti-HBs) bude vykazovat anti-HBc Ig total. Pacientt
pozitivnich na anti-HBc Ig total, tzn. pacientd, kteti byli v prabéhu zivota infikovani
virem hepatitidy B, bylo 189 z toho bylo 53 % muzi a 47 % zen. Nejpocetnéjsi vékovou
kategorii ani-HBc Ig total pozitivnich pacienti tvofila skupina 30-40 let, druhou
nejpocetnéjsi byla skupina 40-50 let. I tato hypotéza byla potvrzena. Podle Stranského
(2001) je pomér infikovanych muzi a zen 1,5-2 : 1. Z nasich vysledkd vyplyva, ze pocty
infikovanych muzl a zen jsou témét vyrovnané. Avsak vzorek z nasi laboratofe neni

reprezentativni, vysledky neni mozné zobecnit.

Virus se prendsi zejména krvi a pohlavnim stykem, proto byl vyskyt mezi mladymi
aktivnimi lidmi ocekavan. Vyjimku tvofila roéni pacientka, kterd se pravdépodobné
nakazila od matky. U starSich pacientl se ¢asto jedna o ndhodny nélez pii pfedoperacnim

vySetieni.

Anti-Hbs byl jediny marker z vySetfovaného souboru, u kterého pievazoval pocet
pozitivnich nalezi protilatek anti-HBs nad poctem negativnich (tab. 5). Vétsinu z toho
tvoii postvakcinacni protilatky. To potvrzuje i diagnéza Z000 (celkove Iékaiské
vysetieni, prohlidka), kterd byla u vySetfeni anti-HBs nejcastéj$i. U zdravotnickych

pracovnikd by se méla pravidelné kontrolovat hladina protilatek anti-HBs. Za ochrannou
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se povazuje hladina nad 10 IU/ml. Pokud zdravotnik nema dostate¢nou hladinu protilatek,

mél by se nechat pteockovat 4., piipadné i 5. o¢kovaci davkou.

Vyssi pocet HBV DNA pozitivnich nalezi 1ze vysvétlit tim, ze se HBV DNA vétSinou
vysetiuje u pacientl s jiz potvrzenym pozitivnim sérologickym nélezem a u lé¢enych
pacienti ke sledovani ucinnosti 1é¢by antivirotiky. Potvrzuje to i diagnéza B181
(Chronicka virova hepatitida B bez Delta agens), ktera byla uvedena na vice nez poloving
zadanek k vysetfeni HBV DNA. NaSe zddanka obsahuje i moznost ,,V piipadé pozitivity
vysetfit HBV DNA®. Neopomenutelnd je i cena vySetieni, ktera je vyssi nez pii stanoveni

sérologickych markert.

Pti interpretaci vysledki je nutné dbat na klinicky stav pacienta. Ze samotnych vysledkl
sérologickych marker neni jednoduché piesné urcit fazi onemocnéni. Tabulkova
schémata jsou dobrym pomocnikem, avSak pouze teoretickym. Kazdy pacient je
jedine¢ny a v praxi se objevuji ptipady, které je obtizné zatadit do tabulkovych schémat

a ucebnicovych ptiklada.
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7. Zavér

Cilem mé bakalatské prace bylo seznamit s problematikou onemocnéni virové hepatitidy
typu B a jeji soucasnou laboratorni diagnostikou. V teoretické ¢asti byl popsan virus
hepatitidy typu B, jeho stavba, zivotni cyklus, onemocnéni zplsobené timto virem a
moznosti laboratorni diagnostiky. Prakticka Cast prace se soustfedi na stanoveni markera
hepatitidy B pomoci elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyzy a kvantifikaci virové
DNA pomoci real time PCR souboru pacientl z laboratote infek¢ni sérologie a virologie
spole¢nosti VIDIA-DIAGNOSTIKA spol. s.r.o. za rok 2019. Porovnala jsem vSechna
vySetfeni se zaméfenim na pozitivni nalezy HBsAg a anti-HBc Ig total. Zhodnotila jsem

vyskyt vzhledem k pohlavi a véku pacientli. Vyslovené hypotézy byly potvrzeny.

Hepatitida typu B je vazné onemocnéni, které s sebou nese riziko rozvoje jaternich
komplikaci a hepatocelularniho karcinomu a kazdy zdravotnik by mél mit alespoil
zakladni poznatky o tomto onemocnéni. Moznosti laboratorni diagnostiky tohoto
onemocnéni jsou v soucasné dob¢ na velice dobré tirovni. Bohuzel, hlavné kvuli ¢astému
inaparentnimu  prubéhu, se onemocnéni obvykle diagnostikuje spise bé&hem
screeningového vySetfeni pred operacemi, béhem té€hotenstvi, pifi asistované reprodukci
atd. nezli vramci diferencialni diagnostiky. Tento fakt dokazuje, Ze dulezitost

screeningovych vysetfeni je velice vysoka.
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10. Seznam zkratek

HBYV — Hepatitis B Virus
HBsAg — Hepatitis B surface antigen (povrchovy antigen)

S —small
M — middle
L — large

HBCcAg — Hepatitis B core antigen

HBeAg — Hepatitis B envelope antigen

DNA — deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)
RNA — ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)
DHBYV - Duck hepatitis B virus

HHBYV — Heron hepatitis B virus

RGHYV — Ross’s goose hepatitis B virus

CHBYV - Crane hepatitis B virus

STHBV - Stork hepatitis B virus

PHBYV - Parrot hepatitis B virus

ChHBYV — Chimpanzee hepatitis B virus
GoHBYV - Gorilla hepatitis B virus

OuHBYV - Orangutan hepatitis B virus

GiHBV — Gibon hepatitis B virus

WMHBYV — Woolly monkey hepatitis B virus
WHYV — Woodchuck hepatitis virus

GSHYV - Ground squirrel hepatitis virus

ASHYV — Arctic ground squirrel hepatitis B virus
BtHV — Bat hepatitis B virus

ORF — open reading frame (otevieny ¢teci ramec)
rcDNA — relaxed closed DNA

cccDNA — covalently closed circular DNA
dsIDNA — double-stranded linear DNA

rDNA — rekombinantni DNA

PgRNA — pregenomic RNA

MRNA — messenger RNA

ER — endoplasmatické retikulum

52



SVP — subviral particles

CTD — C-terminus domain

ARD - arginin-rich domain

TAP — transporter associated with antigen processing

NTCP — sodium-taurocholate co-transporting polypeptide

HDV — hepatitis D virus, delta virus

HCV — hepatitis C virus

Tc-lymfocyty — cytotoxické T-lymfocyty

NK — natural killer

AST — aspartataminotransferaza

ALT — alaninaminotransferaza

GMD - glutamatdehydrogendza

PCR — polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)

ECLIA — electrochemiluminescent immunoassay (elektrochemiluminiscen¢ni
imunoanalyza)

COl — cut-off index

SDS — sodium dodecylsulfate (dodecylsulfat sodny)

EDTA — ethylenediaminetetraacetic acid (kyselina etylendiaminotetraoctova)
HCC — hepatocellular carcinoma (hepatocelularni karcinom)

HBIG — hepatitis B immune globulin (protilatka proti hepatitidé B)
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