INOVACE KOLEM NAS

Podle poslednich odhadi jsou virem hepatitidy C infikovany pfiblizné 3 % svétové po-

pulace. HCV infekce jako nejcastéjsi pii¢ina jaternich onemocnéni ve vyspélych zemich

svéta predstavuje znacné problémy jak terapeutické, tak ekonomické a soucasné zna-

mena i velkou vyzvu pro vyrobce diagnostickych technologii ke zdokonaleni dosavad-

nich testovacich moznosti.

Moznosti testovani HCV infekce -

NAI, nebo antigen?

Mgr. PETRA TRACHTULCOVA, Ph.D.
ROCHE s.r.0., Diagnostics Division

Virus hepatitidy C (HCV) je maly obale-
ny virus patiici do ¢eledi Flaviridae. HCV
byl identifikovan az v roce 1989, prestoze
jiz 0d 70. let minulého stoleti bylo zfejmé,
ze kromé v té dobé znamych pavodci he-
patidy A a B musi existovat i dal$i virové

agens zpuisobujici virovou hepatitidu.

Genom HCV je tvofen jednofetézcovou
pozitivni RNA, ktera kdéduje nejméné
10 rtznych proteind (obr. ¢. 1), jednak
strukturalnich (core, E1, E2, p7) a jednak
nestrukturdlnich (NS: NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A, NS5B).

Glykoprotein 1

Virus je charakteristicky vysokou va-
riabilitou, v soucasné dobé je popsano
7 zakladnich genotypi, v ramci kazdého
je pak identifikovano nékolik subtypi.
Jednotlivé genotypy se mezi sebou lisi
v 30-50 % nukleotidovych sekvenci
a ruzné subtypy se li$i v 15-30 % nukleo-
tidovych sekvenci.

Infekce HCV se miize projevit jako akut-
ni Zloutenka typu C, ta je vSak diagnos-
tikovana pomérné vzacné kvuli casté
absenci klinickych priznakt v akutnim
stadiu HCV infekce. Studie o pfiroze-
ném pribéhu HCV infekce dokazuji,
ze 55-85 % pacientd, ktefi se infikuji
virem hepatitidy C, neni schopno pfi-
rozenym zpusobem virus eliminovat
a infekce u nich prechazi do chronické-
ho stadia. U osob s chronickou infekci
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A Obr. ¢. 1: Struktura HCV a organizace virového genomu
Upraveno dle: https://www.researchgate.net/figure/Hepatitis-C-virus-HCV-model-structure-and-

genome-organization-49-a-Model_fig3_320908322
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chronického jaternitho onemocnéni, ja-
terni cirhézy (5-20 %) a hepatocelular-
niho karcinomu (1-2 %).

Infekce virem hepatitidy C patfi mezi
krvi prenosné infekce. Hlavnimi cestami
$iteni HCV infekce jsou:

o prenos krevnimi derivaty,

« injekéni aplikace drog,

o tetovani a piercing neprovadéné
za aseptickych podminek (zejména
amatérsky),

« pravidelné dialyza¢niléceni (PDL),

o profesiondlni riziko expozice HCV,

« sexudlni kontakt s osobou HCV po-
zitivni (Castéj$i mezi muzi, ktefi maji
styk s muzi),

« rodinny kontakt s osobou HCV pozi-
tivni,

o vertikdlni prenos z HCV pozitivni
matky na novorozence (perinatalni
prenos),

« iatrogenni pfenos,

o prenos organovym S$tépem pied ro-
kem 1992.

Pred rokem 1992, kdy bylo zahajeno ru-
tinni testovani krevnich dérct na pfitom-
nost infekce HCV, predstavovalo hlavni
cestu prenosu infekce prijeti infikované-
ho krevniho derivatu. V soucasnosti je

nejbéznéjsi cestou $iteni infekce nitrozil-

Podle udajti Pracovni skupiny pro virové
hepatitidy Ceské hepatologické spole¢-
nosti CLS JEP a Pracovni skupiny pro
virové hepatitidy Spolecnosti infekéni-
ho 1ékatstvi CLS JEP byla v roce 2001
pomoci sérologického prehledu zjisténa
prevalence protilatek anti-HCV v bézné
populaci CR pfiblizné 0,2 %. Na zakladé
udaji o prevalenci a incidenci infekce
HCV mezi prvodarci a opakovanymi dér-
ci jak v zafizenich transfuzni sluzby, tak
v plazmaferetickych centrech (viz tabulka
¢. 1, ¢. 2) je v soucasnosti v bézné popula-

ci toto ¢islo patrné o néco vyssi.

Testy ke zjisténi HCV infekce

Prikaz infekce HCV je zaloZen zejména
na sérologickych testech, které detekuji
pritomnost specifickych protilatek proti
HCV. Protilatky anti-HCV nemaji neu-
tralizac¢ni efekt, nejsou nositelem imunity
organismu. Pfetrvavaji ve zna¢ném titru

i u pacientti uspésné vylécenych.

V mezinarodnich doporucenich pro
diagnostiku a lé¢bu virové hepatitidy C
(AASLD, APASL, EASL, US CDC) jsou
uvedeny prehledné algoritmy pro postup
testovani rizikovych osob a pozadavky

na pouzivané testovaci soupravy. Vsech-

testovaciho procesu, ve kterém po zjisté-
ni opakované reaktivity v protilatkovych
testech nasleduje konfirmacni vySetfeni.
Pro konfirmaci infekce HCV jsou jed-
nozna¢né doporucovany testy zaloze-
né na detekci HCV RNA v séru nebo
v plazmé senzitivnimi molekuldrnébio-
logickymi metodami (doporuceni EASL,
AASLD, APASL, viz obr. ¢. 2). Jako testy
vhodné pro detekci virové RNA udava
doporuceni EASL pouziti technologii
s minimalni hodnotou dolniho detek¢-
niho limitu 15 IU/ml. Doporuc¢eni EASL
soucasné jako ndhradni feSeni pro dia-
gnostiku akutni ¢i chronické hepatitidy C
v pripadé nedostupnosti vhodnych systé-
mil pro NAT konfirmaci uvadi moznost
testovat pritomnost core antigenu HCV.
Soucasné vsak zdtraziuje niz$i senziti-
vitu testl detekujicich core antigen HCV
ve srovnani s NAT technologii (detekéni
limit pro testy core antigen HCV odpovi-
dé zhruba 500-3 000 IU/ml RNA).

Testovani HCV u darcii krve

V ptipadé testovani darcii krve je v sou-
¢asnosti jako povinny test legislativné
vyzadovan pouze sérologicky prikaz
protilatek anti-HCV. Vzhledem k délce

diagnostického okna (obr. ¢. 3) je vSak

ni aplikace drog. na doporuceni se shoduji v zakladni ose uvedeny test relativné malo spolehlivy
CR HIV1/2 HBV HCV
PREVALENCE INCIDENCE PREVALENCE INCIDENCE PREVALENCE INCIDENCE
2016 4,4 1,1 28,4 4,2 244,7 18,9
2017 13,5 0,4 38,5 3,6 223,4 12,6
A Tab. ¢ 1: Incidence a prevalence ukazatelil infekci prenosnych transfuzi u ddrcii krve a jejich slozek (na 100 tisic vySetieni)
Upraveno dle: Zprdva zafizeni transfuzni sluzby v Ceské republice v roce 2016, 2017 (pro MZ CR).
HIV1/2 HBV HCV
Nemocni¢ni ZTS | Plazmaferetickd | Nemocniéni ZTS | Plazmaferetickd | Nemocni¢ni ZTS | Plazmafereticka
centra centra centra
Incidence 1,28 1,52 3,74 4,56 2,14 29,48
Prevalence 5,83 7,26 40,13 55,41 71,8 263,19

A Tab. ¢ 2: Incidence a prevalence ukazatelil infekci prenosnych transfuzi u ddrcii nemocnicnich zafizeni transfuzni sluzby a plazmaferetickych

center (2009-2013) (na 100 tisic vysetieni)

Upraveno dle: Turek, P, Masopust, ]. Transfuze Hematol. dnes, 20, 2014, No. 4, p. 125-135.
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na to, aby zarucil bezpe¢nost krevnich
ptipravki a krevnich derivati. V sou-

Casnosti pouzivané diagnostické sety

diagnostického okna ve srovnani s testy
prvni a druhé generace, presto je dél-

ka diagnostického okna odhadovana
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V fadé zemi se proto ptistoupilo k pro-
vadéni doplnujicich testovacich strate-
gif, které mohou bezpecnost spojenou

tzv. teti generace vyrazné zkratily délku

HCV protilatka
m
m
HCV protilatka nebyla Probihajici Neprobiha
detekovana HCV infekce HCV infekce
. . Je vhodné dalsi
Doporuéeni lécby AT

A Obr. ¢ 2: Doporuceny postup pro testovini infekce HCV
Upraveno dle: AASLD, https://www.hcvguidelines.org/evaluate/testing-and-linkage

na pramérné 66 dna. s transfuznimi pfipravky zvysit. Jedno-
znacné nejvyssi vypovédni hodnotu maji
testy identifikujici pfitomnost virové
RNA v krevnim vzorku darce (Marwaha
and Sachdev, 2014). NAT metody se vy-
znacuji vysokou analytickou senzitivitou
viac¢i HCV RNA a v nastaveni ID-NAT
mohou detekovat RNA jiz v koncentraci
2-9,4 1U/ml v rozmezi 4-9 dnt po infek-

ci v zavislosti na citlivosti pouZitého testu.

Néktera transfuzni pracovisté misto NAT
screeningu virové RNA provadéji testy
zjistujici pritomnost jednoho ze struk-
turdlnich antigentt HCV, core antigenu.
HCV core antigen v séru nebo v plazmé
je markerem replikace HCV. Core antigen
se v krvi infikované osoby objevuje pod-
statné dfive, nez jsou detekovatelné pro-
tilatky (obr. ¢. 4). Ve srovnani s moznosti
detekce virové RNA je antigen pritomen
v krvi infikované osoby jen o 2-8 dnt
pozdéji. Mohlo by se tedy zdat, Ze pou-
Ziti testd odhalujicich pfitomnost core
antigenu sérologickymi metodami mize
nahradit nakladnéjsi a ¢asové naro¢néjsi
NAT metody. Citlivost téchto testtl je vSak
anti-HCV vyrazné nizsi ve srovnani s NAT vzhle-

dem k pfitomné virové nalozi v Casné fazi
Symptomy +/-

I~
[ wohwn |

infekce (viz obr. &. 5).

‘ ’ ‘ Pokud miizeme srovnat technologie pou-

Zivané pro prukaz infekce HCV, je zfetel-

Titr

né, ze NAT postupy zajistuji jednoznacné
nejvyssi senzitivitu testu a soucasné jsou
schopny prokdzat i velmi ¢asnou infekci

(viz tab. ¢&. 3).
ALT

Porovndnti testii pro HCV
antigen a NAT

Normalni

Detekce antigenu muze byt podle me-
Mésice Roky

zinarodnich doporudeni pouzita jako
Doba po expozici

nahradni test pro potvrzeni diagnoézy
akutni nebo chronické HCV. Ve srovnd-
ni s NAT RNA testy jsou vSak testy za-

lozené na detekci pritomnosti antigenu

14 3o

A Obr. ¢. 3: Sérologicky profil akutni HCV infekce s pfechodem do chronické fdze
Upraveno dle: https://accessmedicine.mhmedical.com/content.aspx?bookid=2268¢sectionid=
176083301
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Maximalni koncentrace virové NK béhem viremické faze diagnostického okna (vDWP)* (IU/ml)

ID NAT MP(16) NAT Antigen EIA/CLIA Combo EIA/CLIA Antibody EIA/CLIA
HIV 150 2400 2x104 105 107
HBV 24 384 103 --- -
HCV 30 480 104 5x 106 108

Délka viremické faze diagnostického okna pro jednotlivé typy testi (dny) (vDWP)*

ID NAT MP(16) NAT Antigen EIA/CLIA Combo EIA/CLIA Antibody EIA/CLIA
HIV 8 11 14 16 21
HBV 27 37 42 - -
HCV 5 7 9 38 60

A Tab. ¢ 3: Srovndni pouzivanych technologii pro detekci infekce HCV

Upraveno dle: WHO GUIDELINE ON ESTIMATION OF RESIDUAL RISK OF HIV, HBV OR HCV INFECTIONS VIA CELLULAR BLOOD
COMPONENTS AND PLASMA, 2016.
*vyDWP = viremickd fdze diagnostického okna - je definovina jako obdobi s virovou koncentraci > 1 virovd Cdstice v erytrocytdrni transfuzni
jednotce obsahujici 20 ml plazmy; 1 virovd Cdstice odpovida 1 (HCV, HBV) nebo 2 (HIV) genomovym virovym kopiim. 1 IU HCV-RNA odpovida
4 genomovym kopiim HCV-RNA, 1 IU HBV-DNA 5 genomovym kopiim HBV-DNA a 1 IU HIV-1 RNA 0,5 genomové kopie HIV-1 RNA.

Titr

anti-HCV

HCV RNA

HCV core antigen -
anti-HCV complex

HCV core antigen

v

Doba po expozici

A Obr. ¢. 4: Markery infekce HCV - mozZnosti detekce
Upraveno dle: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386653204002914 (Seme et al.,

2005).
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A Obr. ¢. 5: Moznost detekce infekce HCV ve vztahu k velikosti virové ndloze
Upraveno dle: Kleinman et al., 2009.

.....

méné citlivé (dolni limit detekce antigenu
odpovida zhruba koncentraci RNA HCV
500-3 000 IU/ml, v zavislosti na geno-
typu viru), mohou tedy vést k falesné
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negativnim vysledkim zejména v piipa-
dé screeningového testovani darct krve,
obzvlasté v casné fazi infekce s nizkou

virovou nalozi.

Diagnostické sety pro identifikaci core
antigenu jsou zaloZeny bud na identifi-
kaci samotného antigenu, nebo se jedna
o kombinované testy, které soucasné de-
tekuji jak antigen, tak anti-HCV protilat-

ky (tzv. testy ¢tvrté generace).

Byla provedena cela fada studii, které po-
rovnavaly vykonnost metod detekujicich
core antigen, at jiz samotny, nebo v kom-
binaci s anti-HCV protilatkami, s meto-
dami NAT (tabulka ¢&. 4).

Zdajt uvedenych v tabulce ¢. 4 je zfejmé,
Ze kombinované testy maji vyrazné nizsi
senzitivitu ve srovndni s testy detekuji-
cimi samotny antigen. Napf. pfi pouZiti
soupravy Monolisa HCV Ag/Ab ULTRA
assay byla potvrzena infekce HCV pouze
ve 40,8 % pripadtt HCV-RNA pozitivnich
vzorkd. Pokud byl na stejné skupiné vzor-
ki pouzit test detekujici pouze HCV core
antigen, senzitivita stoupla na 73,8 %,
resp. 96,9 % pozitivnich vysledka (La-
perche et al.,, 2005). V dalsi studii tento
test dosahl senzitivity pouhych 29 %,
pticemz v nékterych fale$né negativnich
ptipadech se virova néloz vzorku pohy-
bovala nad hodnotou 106 IU/ml (Tuke et
al., 2008). Test Monolisa vykazal také vy-
raznou zavislost na testovaném genotypu
(genotyp 3 - zadny pozitivné identifiko-
vany vzorek z celkem 15 NAT-HCV pozi-
tivnich). Z téchto vysledkd jasné vyplyva,
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Pouzity systém Senzitivita testu Citace Poznamka
Monolisa HCV Ag/Ab ULTRA assay 40,8% Laperche et al., 2005
HCV core Ag blood screening assay 73,8%
(nespecifikovano)
Trak-C assay (Ortho Diagnostics) 96,9 %
Kombin. test Murex Abbott 50% Tuke et. al., 2008
Komb. test Monolisa Ultra 29%
Komb. test Prism Abbott 89,8% Shah et al., 2003
Hepatitis C cAg (Murine Antibody) ELISA 82,6 % Nibling et. al., 2002
Test Systém (Ortho-Clinical Diagnostics
Architect HCV Ag assay, Abbott 89% Hullegie et al., 2017 39/44 studie HIV pozitivnich pacientd;
identifikace akutni HCV
Hepatitis C cAg (Murine Antibody) ELISA 83% Marwaha a Sachdey, (96%, pokud pocet kopii RNA > 105; jen
Test Systém (Ortho-Clinical Diagnostics) 2014 5309 pokud pocet RNA kopii nizsi
Trak-C; Ortho-Clinical Diagnostics 96,7 % Gaudy et al., 2005
Architect HCV Ag assay, Abbott 93,4% Freiman et al., 2016 23 studii, bez ohledu na reaktivitu anti-HCV
(spec. 98,8 %)
Ortho ELISA 93,2% 6 studif
Architect HCV Ag assay, Abbott 100% Cresswell et al., 2015 virova néloz 60 950-14 794 746 1U/ml, pouze
15 osob, HIV-pozitivni s akutni infekci HCV
Architect HCV Ag assay, Abbott 97,8% Kuo et al., 2012
Architect HCV Ag assay, Abbott 94,3% Yuksel et al., 2011
Architect HCV Ag assay, Abbott 93,8% Cetiner et al., 2017 Ag test negativni pod 3 000 IU/ml RNA
Antigen - nespecifikovany test 87 % Peterson J et al., 2000
Antigen - nespecifikovany test 72,5% Shaheen et al., 2014
Metaanalyza - detekce HCV Ag poolovana 84 % Guetal,, 2012 25 studif
(95% CI: 83-85%)
A Tab. ¢ 4: Senzitivita testil detekujicich HCV core Ag
ze kombinované testy rozhodné nejsou Genotyp HCV Vyrobce Ross et al. (2010)
kvili své nizké senzitivité spolehlivim Subtyp Ta 3 fmol// 507 1U/ml 53 fmol/l 896 1U/m
feSenim pro screening darci krve a krev- Subtyp 1b 3 fmol/! 405 1U/ml 3,5 fmol/I 428 1U/ml
nich slozek. Genotyp 2 3 fmol/l 600 IU/ml 13,5 fmol/I 2 700 1U/ml
Genotyp 3a 3 fmol/I 771 1U/ml 3,9 fmol/L 1002 IU/ml

V prehledné praci Hanse Tillmanna
(2014) jsou shrnuty zavéry nékterych stu-
dii porovnavajicich senzitivitu a specifici-
tu testll detekujicich HCV core antigen.
Nejvice pozornosti vénuje studiim pra-
cujicim se soupravou, ktera je v soucasné
dobé pro testovani HCV core antigenu
nejcastéji pouzivana (Architect HCV Ag
assay, Abbott). Kromé jiného cituje praci
Rosse (2010), v niz jsou uvedeny vysledky
ovéreni analytické senzitivity tohoto testu
(viz tabulka ¢&. 5).

V dal$i souhrnné studii Khan et al. (2017)
srovnaval celkem 24 praci, které hodno-
tily analytickou a klinickou vykonnost
testll pro detekci core antigenu HCV (viz
tabulka ¢. 6). Z velkého rozptylu hodnot

A Tab. & 5: Analytickd vykonnost Architect HVC Ag assay Abbott (Ross et al., 2010)

V/Sechny prace bez ohledu
na testované systémy

Préce tykajici se soupravy
core Ag HCV (Abbott)

Pocet studii a testovanych 24 8
vzorku 8 136 vzorku 4 427 vzork(
Fale$né negativni vysledky 0-18,5% 0-18,5%
(pramér 3,52 %) (pramér 2,11%)
Falesné pozitivni vysledky 0-2,86% 0-1,1%
(primér 0,57 %) (prtmér 0,6 %)
Specificita testu 40-100% 95,08-100%
pramér 96,63 % pramér 99,03 %

(95% Cl, 96,42-96,85)

(95% Cl, 98,73-99,32)

Senzitivita testu

14,29-100%
pramér 93,94 %
(95% Cl, 93,73-94,15)

75,83-100%
pramér 96,72 %
(95% Cl, 96,42-97,01)

A Tab. & 6: Vysledky studii srovndvajicich analytickou vykonnost testii vzhledem k detekci core

Ag HCV

14 4+
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senzitivity testd vyplyva, Ze pro screening
darca krve a konfirmaci reaktivnich vy-

sledkii neni tato strategie optimalni.

Nizéi senzitivita testu je kromé virové na-
loze v ovérovanych vzorcich také velmi
ovlivnéna variabilitou virového genomu
(viz tabulka ¢. 7, Ottiger et al., 2013).

Je nutné si vzdy uvédomit, Ze pfi interpre-
taci vysledkt testd citovanych v riiznych
publikacich a studiich je nutné postu-
povat s ohledem na pouzivany testovaci
systém pro virovou RNA a jeho hodnotu
LLoD. V ptipadg, Ze je pouzity test s vyso-
kou hodnotou LLoD, hodnota specificity
a senzitivity testu core Ag HCV mtize byt
vy$si ve srovnani s pracemi, které srov-
navaly vykonnost se soupravou pro de-
tekci RNA s niz$i LLoD. Senzitivita testu
pro detekci antigenu je také ovlivnéna
mnozstvim pritomnych HCV protilatek
ve vzorku, které mohou interferovat s de-
tekei antigenu a mohou tak sniZit senziti-
vitu testu pro detekci antigenu (napt. Red-

dy et al., 2006, senzitivita pouze 14 %).

Pfi implementaci testtl detekujicich pii-
tomnost virové RNA je dulezité brat
v uvahu fakt, Ze koncentrace virovych
partikuli klesd a vyznamné kolisd u in-
fikovanych osob po sérokonverzi nebo
béhem remise a pti chemoterapii. Mize
tedy dojit k tomu, Ze pti pouziti minipool
strategie (MP16 a vice) muze byt vzorek
NAT negativni, ale v sérologickych tes-
tech prokazujicich pfitomnost protilatek
pozitivni (Roth et al,, 2012). Z toho je
ztejmé, Ze sérologické a NAT testy jsou
navzéjem komplementarni a nelze je na-

vzajem nahradit.

Genotyp HCV Analyticka senzitivita
Genotyp 1a 963-3 507 1U/ml HCV RNA
Genotyp 1b 1 527-6 382 IU/ml HCV RNA
Genotyp 2 (a/c, b) 568-35 318 IU/ml HCV RNA
Genotyp 3a 1 088-4 920 IU/ml HCV RNA

Genotyp 4 (a/c/d)

251-2 870 IU/ml HCV RNA

Pool genotyptl

3700 IU/ml HCV RNA

A Tab. ¢ 7: Detekcni limity pro detekci core antigenu produkovaného viry jednotlivych genotypii
HCYV (platform Architect i2000SR®, Abbott), (Ottiger et al., 2013)

Z uvedenych dat je patrné, Ze prestoze
testy detekujici core HCV antigen pfi-
naseji vyrazné zkraceni diagnostického
okna oproti testim anti-HCV, nezajistuji
dostate¢nou senzitivitu z hlediska poza-
davka kladenych na vysetfovani darct
krve. Pro zafizeni transfuzni sluzby je

testovani antigenu sice moznou alterna-
tivou, nicméné jde o alternativu méné
spolehlivou, a proto je namisté preferovat
metody s vy$si citlivosti, tedy NAT tech-
nologie, které jsou diky své senzitivité
dal$im vyznamnym pokrokem v zajisténi
bezpeénosti krevnich pfipravka.

Mgr. Petra Trachtulcova, Ph.D.
ROCHE s.r.0., Diagnostics Division
Kontakt: petra.trachtulcova@roche.com
Od roku 2018 pracuje ve spole¢nosti Roche Diagnostics s.r.0. jako aplikaéni specialista pro koagula¢ni analyzatory a vénuje se
spolupréci s laboratofemi v zafizenich transfuzni sluzby. Ptivitala by den alespon o par hodin delsi, aby kromé prace stihla jogu,
kresleni, filmy, dobrou muziku a knizky a spoustu dalsich véci, které dodavaji Zivotu tu spravnou chut.
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