CESKE VYSOKE
UCENI TECHNICKE
V PRAZE

FAKULTA
BIOMEDICINSKEHO
INZENYRSTVI

BAKALARSKA
PRACE

2018

LUCIE
VALESOVA



CESKE VYSOKE UCENI TECHNICKE V PRAZE

Fakulta biomedicinského inzenyrstvi

Katedra zdravotnickych oborti a ochrany obyvatelstva

Vysetfeni infekénich markerti u darci krve a jejich sloZzek

The Infectious Diseases Screening of Blood and Blood Components
Donors

Bakalarska prace

Studijni program (Specializace ve zdravotnictvi):
Studijni obor (Zdravotni laborant):

Vedouci préce (Ing. Ludmila Landov4, Ph.D.)

Lucie Valesova

Kladno, kvéten 2018



[ Ceské vysoké uéeni technické v Praze, Fakulta biomedicinského inzenyrstvi |

Katedra zdravotnickych oboril a ochrany obyvatelstva Akademicky rok: 2017/2018

Zadani bakalarské prace

Student: Lucie Valesova
Obor:; Zdravotni laborant
Téma: VysSetfeni infekénich markert u darcii krve a jejich slozek

Téma anglicky: The Infectious Diseases Screening of Blood and Blood Componets Donors

Zasady pro vypracovani:

Predmétem bakalafské price je komparace metod serologického a NAT vySetfeni infekénich
markeri u dérc krve (HBSAG/HBY DNA; a-HCV/HCV RNAHIVE +2, Ag p24/HIV RNA; syphilis; HAV
RNA; PVB19 DNA u darcli krve v UVN Praha a jejich odbérovyich stiediseich. V taoretické éasti bude
popsan zdkonny podklad pro vy!oﬂbvéni infekénfch markerdh u dércti krve, doporuceni Spoleénosti
pro transfuzni lékarstvi CSL JEP, jednotlivé infekéni markery a pfehled jednotlivych metodik
zjiStovani reaktivity. Metodickd &ast bude zahmovat popsani metod vySetfovani syphilis, HIV, HCV,
HBV, HAV, PVB19 na omuﬁfm Vysledkem bakaliské prace bude statistické vyhodnoceni
infekénosti darcl v UVN za rok 2016 a 2011 déle potet pozitivnich darcli konfirmovanjch
Narodnimi referenéninﬂ lﬁbontoi'eml Sﬁhﬂlb Woﬁfﬂm (ista\rll v Prau.

Semamodboméhterahuy- ";-_" ol 3:,,,",” s
(1) Zakon & 378/2007 Sbg, Zékon o lééﬂnh a0 7m6MMM zdkonil (zakon o lécivech), ze
dne 6. prosince 2007 ve znéni pozdéjSich predpish R Bl

[2) Vyhlaska ¢ MJIZOQ Sb., Vyhlaska o danovcnl bllﬂ@.ﬂndavld’x pro Wﬂm a bezpelnosti lidské
krve a jejich sloZek (Wﬂka 0 lidské krvi), ze dne’ 15. dubna 2008 ve znéni pozdéjich predpisii

(3] TUREK P., MASQPUST J. , Cinnost tmﬁmm{lm Ces ropuhﬁ. nhcobmp-zow Trans Hematol
dnes, &islo 20(4), 2014, 125-135 s, .

(4) PENKA, Miroslav a Eva SLAVICKOVA, Hamatoloqle a tmnsfuzni lékahm Pnh Grada 2012, 192 s., ISBN

978-80-247-3460-6

Zadéni platné do: ~ 13.09.2019
Vedouci: Ing. Ludmila Landova, Ph.D.

B D T

vedouci katedry / pracovisté dékan

V Kladné dne 25.10.2017



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem bakalarskou praci s ndazvem VySetfeni infekénich markert u
darcti krve a jejich sloZek vypracovala samostatné pouze s pouZitim pramend,

které uvadim v seznamu bibliografickych odkaz.

Nemam zavazny diivod proti uZiti tohoto Skolniho dila ve smyslu § 60 zdkona
¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s prdvem autorskym a

o zméné nékterych zdkont (autorsky zakon).

V Kladné dne 18.05.2018



Podékovani

Rada bych chtéla touto cestou podékovat zejména Ing. Ludmile Landové
Ph.D. za pomoc a odborné vedeni pti psani mé bakalaiské prace. Zaroven i vSem
pracovniktim z Oddéleni hematologie a krevni transftize na pracovisti Ustiedni

vojenské nemocnice v Praze, ktefi mi poskytli podminky pro jeji zpracovani.



Abstrakt

Tématem mé bakalafské prace je komparace metod serologickych a NAT
vySetfeni infekénich markertti u darci krve a jejich sloZzek. Mezi povinné
vySetfované infekéni markery dle Vyhlasky 143/2008 Sb. (Vyhlaska o stanoveni
blizSich pozadavkili pro zajisténi jakosti a bezpecnosti lidské krve a jejich slozek
(tzv. vyhlaska o lidské krvi) patfi vySetfeni povrchového antigenu viru hepatitidy
B,HBsAg, protilatky proti hepatitidé typu C,anti-HCV, protilatky proti viru lidské
imunitni nedostatecnosti a jeho antigen, anti-HIV 1/2+Agp24 avySetfeni na syfilis,
protildtky proti Treponema palidum. U darci krve vUVN Praha je dale
vySetfovana pritomnost nukleovych kyselin ve vzorku darce v tomto rozsahu:

HBV DNA, HCV RNA, HIV RNA, HAV RNA a PV B19 DNA, metodou NAT.

Stanoveni infekénich markert sérologickymi metodami patfi mezi zadkladni
screeningova vySetfeni z dfivodu mozZnosti pfenosu infekénich onemocnéni.

Ackoli toto riziko zdokonalovanim vysetfovacich metod se postupné snizuje, ,

vvvvvv

Cilem bakalafské prace je v teoretické a metodické casti popsat a
charakterizovat jednotlivé infekéni onemocnéni a testované markery, popsat
principy jednotlivych metodik stanoveni infekénich markerti (NAT a sérologicky),
popsat rozdily v detekci jednotlivych metod. Bude podrobné vysvétlen look back
transfuzniho pfipravku, postup pfi zjisténi reaktivity vzorku a funkce jednotlivych

analyzatort, na kterych se vysetfeni provadi.

Vysledkem bakalaiské prace bude statistické vyhodnoceni infekcnich
markertt v UVN za rok 2016 a 2017, déle pocet pozitivnich déarcii konfirmovanych
Nérodnimi referencnimi laboratofemi Statniho zdravotniho ustavu v Praze u
darci zUVN a jejich odbérovych stfedisek. Soucasti vysledkii bude také
vyhodnoceni tzv. NAT reactive only vzork tj. takovych, které jsou reaktivni pouze

metodou NAT nikoliv vSak serologicky.
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Abstract

The topic of my bachelor paper is the comparison of serological screening
method with nucleic acid tests (NAT) diagnostic method of blood borne pathogens
at blood donors. As mandatory tests according to Decree of Minstry of Health
Czech Republic No 142/2008 lc. ((,,Decree on Blood”), are scrrening of HBsAg, anti-
HCV, anti-HIV+Agp24 and syphilis. In Military University Hopital Prague are
blood donors tested in addition with these NAT: these, HBV DNA, HCV RNA,
HIV RNA, HAV RNA and PV B19 DNA.Serological screening of blood borne
infections, as basic method, are improved and risk of patogen transmission is
gradually decreesing. Nevertheless is still a leading problem of transfusion

medicine.

The aim of the paper is to describe mentioned infectious diseases and
laboratory markers, principles and diferences. As well, loock-back procedures for
transfusion agents will be explained if reactivity is detected. Statistical analyzes of
infectious markers tested in Military University Hospital in 2016 — 2017 will be
presented in the results, inncluded positive confirmed donor in the National

Reference Laboratory in Prague, as well as “NAT positive results only”.

Keywords
NAT, HBsAg, PVB 19, HIV 1+2, Agp24, anti-HCV, HBV DNA, HCV RNA, HIV

RNA, HAV RNA a PV B19 DNA
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1 UVOD

Problematika darcovstvi krve je v soucasné dobé stdle aktudlnim tématem.
Hlavnim dGvodem zistavd, Ze doposud nebylo moZzné vytvofit spolehlivou
nahradu této tekutiny, kterd by méla stejné vlastnosti jako krev vcetné jejich
lé¢ivych ucéinkt bez vedlejsich dopadii na zdravi pacienta. Proto je odbér krve od
dobrovolnych darcti v mediciné nepostradatelny. Nejcastéji pouzivanym zptsob,
jak podavat krev a jeji slozky je pravé podani krevni transfuze. S tim jsou vSak
spojena rizika pfenosu infekénich onemocnéni, pfiéemz tuto miru rizika lze snizit,

ale nelze jej zcela vyloucit (7, 10).

Naroky na bezpecnost krve a krevnich slozek se kazdym desetiletim
zvysSuji. Bohuzel i pfes vyvoj a dliraz v prevenci pred odbérem se stdle nepodaftilo
predejit riziku - (i kdyZ v dneSni dobé minimalnimu) - nasledného prenosu

infek¢nich onemocnéni (7).

V Ceské republice je kaZzdy rok odebrano cca 400 000 darcti pIné krve
a téméf 700 000 darcti plazmy, a kazdy z nich mtize byt potenciondlnim nosicem
infekéni nemoci. V této oblasti se stale zavadéji modernéjsi a ucéinné€jsi metody
vySetfeni, pfi¢emz jednou z nich je zavedeni molekularné biologickych testt, které
maji za cil zkratit diagnostické okno, ale i pfesto je stale nulové zamezeni pifenosu
nefesSitelnym problémem (napf. okultni hepatitida B) (16). Je to dano tim, Ze
zminované nezadouci ucinky sebou pfindsSeji hned nékolik rizik, kterd jsou
celosvétové zndmad a jsou pricinou novych ndkaz pfijemct. Proto je kladen diraz
na moznou kontaminaci krevni trasnfuze, vhodny vybér bezprispévkovych dérct,

pouziti screeningovych vySetfeni, deleukotizace transfuznich pfipravka atd (10)
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1.1 Historie transfuze

Zminky o tak vzacné tekuting, jako je krev, mtiZeme najit uz ve Starovéku
vobdobi starych Egypfanti a Rimant. V postupném vyvoji mediciny byla
zaznamenana prvni snaha o realizaci krevni transfuze v roce 1492 italskym
historikem a pravnikem Stephanem Infessurem. Hlavnim poznatkem bylo objeveni
krevniho obéhu, ktery mél velky pfinos pro lécbu krve. Tento objev zvefejnil
v anatomické studii o pohybu srdce a cirkulaci srdce u zvifat anglicky lékar
William Harvey v roce 1616, své pokusy provadeél na zviratech, pozdéji se vénoval
studiim u clovéka. Zjistil, Ze za pouhou 1 hodinu projde lidskym srdcem

trojnasobek vahy lidského téla (1).

Vroce 1656 byli italskym matematikem, fyzikem a lékafem Giovanim
Alfonom Borelli (1608-79) objeveny lymfocyty, v r. 1658 erytrocyty nizozemskym

pfirodovédcem Janem Swammedamem (1).

Dilezitym obdobim v transfuzni mediciné byl rok 1667, kdy byla poprvé
clovéku podana prvni ovéfend a uspésna transfuze (2). Na to navazal v roce 1818
britsky gynekolog a porodnik James Blundell, ktery uspésné aplikoval krevni
transfuzi své pacientce. Dalsi uspésnd transfuze byla poskytnuta pfi 1écbé
hemofilie v roce 1840. Béhem historie se naslo mnoho dalSich tspésnych osobnosti,
které svym objevem pfispéli do oblasti transfuzni mediciny. Zejména Joseph Lister,
ktery vroce 1867 jako prvni pouzil antiseptika k zabrdnéni kontaminace pri
transfundovani svého pacienta. Béhem 19. stoleti byl pouzit citronan sodny jako
antikoagulans, doslo k vytvofeni prvni krevni banky a skladu pro krevni slozky a
vyvoj nastal i v etanolové frakcionaci plazmy. V neposledni fadé, z ¢eskych védct
se zapsal do hematologie lékar Jan Jansky (1873-1921), ktery rozlisil lidskou krev

do ¢tyf krevnich skupin (2). Druhd svétova vélka pfinesla prevrat v historii, a to
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zejména v transfuzni sluzbé. Samotny laboratorni screening infekénich markert u

darct krve se provadél uz od 20.stoleti (2).

1.2 Darcovstvi krve a jejich slozek

Darcovstvi krve je dobrovolné a bezplatné, a to v souladu s Etickym

kodexem darovani krve a 1écby krevni transfuze (3).

Bezplatné a bezprispévkové darcovstvi

V soucasnosti je preferovino dobrovolné, bezplatné a bezptispévkové darcovstvi, opirajici se o
mezindrodné uzndvanou definici Cerveného kiize (58). Je tedy nutné odpovédét na otdzky: Jakd
je charakteristika dobrovolného, bezplatného a bezpfispévkového ddrce? Co vsechno lze jesté
povazovat za ocenéni a kdy jde o odménu - financni, nebo ve formé nepfimych viyhod?
K tomu, aby se dalo jasné rozlisit, o ktery druh dércovstoi jde, byla ligou spolecnosti Cerveného
kitze a Cerveného piilmésice na jejich VIII valném shromdzdéni v Budapesti v roce 1992
formulovina ndsledujici mezindrodni definice dobrovolného bezplatného ddrcovstui krve:
Dobrovolnymi bezplatnymi ddrci krve jsou ti, ktefi davaji krev, plazmu, nebo dalsi
soucdsti krve ze své vlastni svobodné viile, aniz by za to dostali odménu ve formé
penéz nebo néceho jiného, co miiZe byt povazovino za ekvivalent penéz, naptiklad cas z
pracovni doby presahujici ¢as nezbytny na cestu tam a zpét a na odbér samotny. Malé
pozornosti, oblerstveni a thrada pr¥imych cestovnich vyloh jsou s bezpfispévkovym
ddrcovstvim  slucitelné” (38). Cesky Cerveny kiiz jesté navic wvddi definici tiplného
bezptispévkového didrcovstvi: ,, Dobrovolnymi bezprispévkovymi darci krve jsou ti, ktefi ddvaji
krev, plazmu, nebo dalsi soucdsti krve ze své vlastni svobodné viile, aniz by v bezprostiedni
souvislosti s odbérem krve, nebo jeji slozky prijali v hotovosti jakykoli financni prispévek nad
ramec skutecné vynaloZenym cestovnich vyloh, tedy ani p¥ispévek na stravovdni, pausdl

cestovnich vyloh ¢i jiné kompenzace” (38).
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Cesky Cerveny kiiz se vyjadfuje k tomu, proé jsou nutné definice dvé. Terminy
bezplatné a bezprispévkové darcovstvi jsou u nas totiZ uzivany soubézné. Porovnaji-li
se vSak vzajemné mezi sebou, bezptispévkové darcovstvi vylucuje jakoukoliv platbu
pri odbéru, tedy nad ramec doloZeného cestovného. Jde tak o silnéjsi poZadavek nez v
mezindrodni definici bezplatného darcovstvi (38). Dosdhnout celosvétové
dobrovolného, bezplatného ¢i bezprispévkového darcovstvi je také snahou Svétové
zdravotnické organizace (WHO). Ta v roce 1997 pfedstavila politiku 100 %
bezplatného déarcovstvi krve. Celosvétoveé se vsak do dnesnich dni nedafi tuto politiku
naplnit a zajistit tak bezpecné zasoby krve vyhradné od bezplatnych dobrovolnych
darct (39).

Darovéni krve je v legislativé Ceské republiky oSetfeno v fadé obecné
zavazanych pravnich predpisti. (Vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi CR, MZ CR,
¢. 143/2008 Sb. O lidské krvi, ze dne 15.dubna 2008 stanovuje pozadavky pro
zajisténi a bezpecnost lidské krve a jejich slozek, Véstnik MZ CR 03/2008,
Odpovédnost darcti — Rezoluce Rady Evropy 2008, Metodické opatfeni MZ CR C. j.
(4).

Krev uréend pro vyrobu transfuzniho pfipravu by méla byt predevsim
ziskana od dobrovolného darce, a to ztoho diivodu, ze ddrce motivovany
finanénim ziskem castéji zataji zdvazné udaje o svém zdravotnim stavu nebo
rizicich s tim spojené. (,Vyssi vyskyt infekcnich markerii ve skupiné placenych ddrcii
oproti neplacenym ddrciim byl opakované prokdzin.”) Didrcovstvi krve je povazovini za
dobrovolné a bezplatné, pokud tak osoba, ktera krev, plazmu nebo krevni bunky ddava, cini
z vlastni svobodné viile a nedostdvd za to Zddnou viplatu v hotovosti nebo zpiisobem, ktery

je mozné povazovat za nahrazku penéz. (4, s.21)

1.2.1 Nabor darca krve

Nébor darct krve a jejich slozek neni v CR centralizovan. Na

celospoledenské trovni propaguje darcovstvi krve Cesky Cerveny kiiz (CCK) a
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fada obcanskych sdruzeni, podileji se i organy statni spravy. Na mistni trovni je
nabor darcti v kompetenci jednotlivych zafizeni transfuzni sluzby, které obvykle
spolupracuji s mistnimi spolky CCK a jinymi organizacemi. _(4). Po vyplnéni
dotazniku, ktery darce obdrzi pfi vstupu, vyplni zodpovédné a pravdivé. Tento
dotaznik obsahuje duleZité informace o zdravi darce. Zodpovézené otazky
zhodnoti 1ékaf a urci zptlisobilost darce. Pokud spliiuje veSkeré podminky
darcovstvi krve, miize byt pfipustén k prvnimu odbéru plné krve, z které se

provede serologické vysetieni pro zjisténi pfipadné infekéni nemoci (5).

1.2.2 Vybér darct krve

Déarcem krve dle vyhlasky MZ CR & 143/2008 Sb., se muze stat ten, kdo
spliiuje tzv. podminky darcovstvi. Cilem je vybrat vhodného darce, ktery svym

darovanim neohrozi jak své zdravi, tak bezpecnost v 1écebnych ticelech druhé (6).

Ddrcem krve miiZe byt kazdy, kdo spliiuje stanovené limity: vék 18 — 65 let
(prvoddrci do 60 let), télesnd hmotnost > 50 kg, uspokojivy zdravotni stav. Po konzultaci
s lékatem a detailni konzultaci u Dotazniku ddrce krve (viz nize), je ddrci zméren krevni
tlak, puls a teplota. Tn by méla byt maximadlné 37 °C, tlak nesmi byt vyssi nez 180 mmHg,
hodnota diastolického tlaku nesmi byt vétsi nez 100 mmHg. Dale se pred kazdym odbérem
vySetiuje hemoglobin, u Zen nesmi byt hladina nizsi nez 125 g/l, u muzii nizsi nez 135 g/l

(4, s.21,22).

Zikladni poZadavky na vysetteni odbéru plné krve a plazmy jsou nastaveny dle
Smeérnice Evropského parlamentu a Rady 2002/98/ES ze dne 27.ledna 2003, kterou se
stanovi standardy jakosti a bezpecnosti pro odbér, vysetieni, zpracovdni, skladovdini a

distribuci lidské krve a krevnich sloZek a kterou se méni smérnice 2001/83/ES (7, s. 171).

Darce sam pfed odbérem vyplnuje tzv. Dotaznik darce krve, ktery obsahuje
otazky tykajici se rizikového chovani, zdravotniho stavu a pouceni darce. Darce

stvrzuje svym podpisem pravdivost téchto tdaji, souhlas s tim, aby lécivé

15



pripravky, vyrobené z jeho krve byly pouZzity v souladu s medicinskymi, etickymi
a humanitarnimi principy k 1é¢bé nemocnych v rdmci platné legislativy pouze v

pfipadé, ze budou vyhovovat pozadavkim na jejich bezpec¢nost a jakost.

Za jeho pfijeti ¢i nepfijeti darce k odbéru krve zodpovida proskoleny pracovnik

ZTS (4).

Tab. 1 - Minimalni rozsah pfed odbérového vysetteni (4, s. 23)

Druh odbéru Parametr Kritické hodnoty Frekvence vysSetfeni

Odbér plné krve  Hemoglobin U Zen: 125 g/l a vyssi P#i kazdém odbéru
U muzii: 135 g/l a vyssi

Plazmaferéza Celkovd bilkovina 60 g/l a vyssi 1 krdt rocné

Trombocytaferéza Pocet trombocytii 150 x 10°/ 1 a vyssi Pti kazdém odbéru

Erytrocytaferéza  Hb pred odbérem 140 g/l a vyssi P#i kazdém odbéru
Hemoglobin po odbéru  Ocekdvand hodnota 100 g/l P#i kazdém odbéru
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1.3 Infekéni markery u darca krve

Infekéni lékarstvi je obor, ktery se zabyva diagnostikou, lécenim a vyzkumem

nemoci, v jejichZ patogenezi hraje rozhodujici tlohu infekcni proces a agens. (8)

Do této skupiny jsou zarazeny i infekce, u nichZ dochdzi k tzv. virémii,
bakteriémii prostfednictvim darované krve, specidlnich krevnich produkta,
biologickych materialdi, transplantovanych organti ¢i tkani, parenteralnimi
zakroky, nastroji kontaminovanymi krvi, dale kontaminovanymi jehlami a

stfikackami mezi intravendznimi narkomany, dochdzi k pfenosu nakazy (31).

Hlavnim problémem pro diagnostiku a vyhodnoceni odebrané krve je tzv.
diagnostické okno, které se u jednotlivych onemocnéni lisi. Jedna se o obdobi, kdy
neni v krvi ddrce infekce sérologicky prokazatelnd. Proto se kromé zvySovani
citlivosti sérologickych metod doplnuji postupy vySetfovani darcti krve metodami,
, které umozni dal$i vyrazné zkratit obdobi diagnostického okna. Tyto citlivé
metody funguji na principu pfimého prikazu infekénich agens, které jsou
zalozZeny na potvrzeni pritomnosti nukleovych kyselin v krvi ddrce (Nucleic acid -
testing — NAT) s vyuZzitim polymerazové retézové reakce v redlném case (real-time
PCR). V priibéhu vysetteni dochazi ke sledovani této reakce, ktera je zpracovana
pomoci fluorescen¢nich sond, barviv a vyhodnocena fluorescenci. Podstatnou
vyhodou této metody je rychly a citlivy prikaz specifického tiseku DNA nebo
RNA u infekéniho agens (8, 2).

V porovnani diagnostického okna u serologického a NAT je vysetfeni je
pomérné znatelny. Diagnostické okno u serologického vySetfeni je u HIV 2-3
tydny, HBV 4-6 tydntt a u HCV 2-6 mésict. Pfi pouziti molekuldrné biologickych
metod je diagnostické okno zkraceno u HIV o 7-9 dnfi, u HBV o0 25-30 dnii a u
HCV je to 59-65 dnu. Z toho tedy vyplyva, ze kazdého vySetfeni infekéni nemoci

lze snizit riziko diagnostického okna diky moznosti rozsifeni screeningu o
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molekularné biologické metody, kterymi se zjistuje pfitomnost nukleové kyseliny
daného viru (9, 10). Ve svété ma testovani darct krve metodami NAT jiz pomérné
dlouhou tradici, od roku 1997, kdy bylo poprvé zavedeno v SRN a postupné se

rozsitilo do vétSiny zemi svéta.

Na OHKT UVN Praha bylo zavedeno NAT testovini ddrcii krve v roce 2013
z dilvodu zvyseni bezpecnosti transfuznich pfipravkii v ramci spojeneckych zemi NATO —
ulozeno také Ceskyjm obrannym standardem (¢.650003 — Minimdlni pozadavky na krev,
ddrce krve, vybaveni pro krevni transfuzi a oznaceni krevnich skupin). Od zdfi 2013 jsou
ddrci krve a jejich slozek v UVN Praha sérologicky vysetveni elektrochemiluminiscencni
metodou (EC — LIA) na analyzitoru cobas® 8000 (Roche) — HbsAg, anti — HCV, anti HIV
1+2, Agp24 a syphlis a soubézné NAT (HIV, HBV, HCV) metodou real-time PCR na
analyzitoru cobas® s201 (Roche). V roce 2014 bylo dal zavedeno NAT testovini HAV a
parvoviru B19. Detekce nukleové kyseliny je provddéna v poolech plazmy darcii dvéma
metodami: MPX v 2.0 (RNA HIV, DNA HBV, RNA HCV) v poolu 96 a metodou DPX
(RNA HAV, DNA PVB19) v poolu 480 (pool = smésny vzorek z prislusného poctu

primdrnich vzorkii) (10).
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1.3.1 Hepatitida A (HAV)

Klinické projevy:

Jedna se o onemocnéni charakterizované zanétem jater, ktery je nejcastéji
zpusoben virovymi puvodci. Toto onemocnéni je zndmé pod slangovym nazvem
,nemoc spinavych rukou”. Nejcastéji se vyskytuje v oblastech s nizkym hygienickym
standardem. Projevuje se zejména stfevnimi a chfipkovymi priznaky (13). U déti
ma toto onemocnéni obvykle mirny az asymptomaticky priibéh, tato cetnost se se
zrustajicim vékem zvySuje. U dospélych jedinci se nemoc miize projevit

zloutenkou (40).

Pavodce

Pivodcem ndkazy je virus hepatitidy A (HAV). Jednd se o RNA virus o
priméru 27 nm. Patii do celedi Picornaviridae. Tento virus je velice odolny a je
rezistentni i ke kyselé Zaludecéni stavé. Zdrojem jsou lidé akutné nemocni a
bezptiznakovi nosiéi. Cesta prenosu je hlavné fekalné-oralni. Vznikd pfimym
kontaktem s infikovanou osobou nebo kontaminovanou potravou. Inkubac¢ni doba

je 14-50 dni (13).

Virus a jeho stavba

HAV je 27 nm velkd, neobalend castice s kubicky symetrickou kapsidou.
Obsahuje RNA (ssRNA). Vyskytuje se v jediném antigennim typu, ale zndmy jsou
Ctyti lidské genotypy (23).
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Obr. 1 - Stavba viru hepatitidy A _(41)

Patogeneze a prevence onemocnéni

7

Toto onemocnéni se nemd vyrazné projevy. Virus se béhem infekce $ifi mezi
populaci. Kroku 2017 bylo v Evropské unii hlaseno 1500 potvrzenych a 2660
moznych pripadi nakazy hepatitidou A. Hlavnimi pfiznaky jsou teplota,
nechutenstvi, nevolnost, bolest bficha a celkové oslabeni organismu. Nejvétsi
nakazlivost se udava v druhé poloviné inkubacni doby. Diagnoéza je prokdzana
serologickym vysetfenim. Anti HAV Ig protiladtky a detekce HAV-RNA v séru ¢i
plasmé indikuje akutni infekci. V pokrocilejsSim stddiu nemoci nasleduje
zezloutnuti ktize a oci, ztmavnuti moci a extrémni unava. Nemoc trva nekolik
tydnti a je spojend sizolaci na infekéni oddéleni. Rekonvalescence trva nékolik

mésicl a je spojena s dietou a pohybovou aktivitou (40).

Hlavni prevenci je udrZzovani pravidelné hygieny, konzumovat nezdvadné
potraviny a vodu. Je nezbytné absolvovat o¢kovani proti zloutence typu A. Dalsi
moznosti prevence je poskytnout primarni poradenstvi v oblasti prevence VHA a

podpora preventivniho ockovani ve zdravotnickych zafizenich (10, 11, 40)

Laboratorni vysetfeni

Diagnostika je prokazatelna pii pfitomnosti protilatek proti viru HAV.
Pokud jsou protilatky ve tridé IgM, jedna se o akutni fazi hepatitidy. Ve tridé IgG
se jednd o prodélanou HAV. Vysetfeni je mozné provadeét ze stolice nebo jaterni
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tkané, kde se zjistuje pfitomnost hepatitis A — antigen (HAAg). Ze séra se provadi
casny a dostupny test, kterym hledame hepatitis A protilatky — IgM (anti-HAV-
IgM). Vzestup takovych to protilatek nastava po 4 tydnech po infekci a nejvyssi

hladina protilatek je mezi 21. a 30. dnem onemocnéni (10, 11).

1.3.2 Hepatitida B (HBV)

Klinické projevy

Vysoce odolny virus, ktery je tvofen az 5 % populace. Pfendsi se zejména
télnimi tekutinami, v krvi prezivda i nékolik tydnli, napadd zejména jatra.
Onemocnéni byva tézsi a lécba delsi. Projevuje se zejména chfipkovymi pfiznaky,

pozdéji, bolestmi kloubti a nervovymi projevy (21).

Pavodce

Zdrojem nakazy je infikovany clovék, ktery télnimi tekutinami pfenasi
infekéni onemocnéni dale. Pro pfenos staéi malé mnozstvi krve, sperma d¢i
posevniho sekretu. Kjeho pfenosu mtize dojit ve zdravotnickém zafizeni a vSude
tam, kde miuze dojit k poruSeni kiize. Vyznamny je pienos nechranénym

pohlavnim stykem (21).

Virus a jeho stavba

Jedna se o DNA virus, ktery je schopny tvofit v infikované burice tfi typy
c¢astic. Daneony (velikost 42-47 nm), kulovité partikule a kratsi vldkna. VSechny
tyto castice se vyznacuji pritomnosti povrchového antigenu HBsAg (australsky
antigen). Pouze Daneova castice tvofena lipoproteinovym obalem je infekéni.

Pravé pod obalem se nachdzi virova dfen s virovou DNA (23).
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Virus také pouziva pfechodné RNA, ktera se zpétné kopiruje na DNA. Proto
je tento virus preziva i nékolik tydni a pfi teploté -15°C vydrzi déle nez 15 let. A¢

se to nezda, tato nemoc je az 100 x nakazlivéjsi nez HIV (11).

Hepatitis B Virus
Baltimore Group VII (dsDNA-RT)

E antigen HBeAg

Dna

polymerase X
Core antigen
HBcAg

Large surface protein f

HBsAg Small surface protein

HBsAg
Medium surface protein
BsAg

Obr. 2 - Stavba viru hepatitidy B_(42)
Patogeneze a prevence

Akutni virova hepatitida patfi mezi rizikové onemocnéni. Ro¢né je hlaseno
300-400 pripadti. Kolem 5 % infekcni populace piechazi z akutni faze do chronické.
Pravdépodobnost chronicity u novorozencti infikovanych HBV vertikdlné od
matky je vyssi nez 90 %. Infekce novorozenci a déti je v soucasné dobé v CR
vyjimecéna z divodu predcasného screeningu t€hotnych zen na pritomnost HBsAg.
Pro tuto infekci je typicky dlouhd inkubacni doba (skoro tfi mésice). Virus se
mnozi v hepatocytech, které pozdéji poskozuje. Z klinického hlediska lze
hepatitidu B rozdélit na akutni a chronickou, asymptomatické nosicstvi a
hepatoceluldrni karcinom. Akutni faze piedstavuje 80 % piipadt. Chronicka
nastava tehdy, kdyz zanét jater trva déle nez 6 mésict. Pozdéji miize dojit az
kjaterni cirhdze ¢i hepatocelularnimu karcinomu. Asymptomatické nosicstvi

nastava tehdy, pokud nejsou pritomny zndmky jaterniho poskozeni.
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Hlavni prevenci u této Zloutenky je vakcinace a pouzivani pohlavni ochrany

z divodu moznosti pfenosu nemoci i sexudlni cestou_(23, 43).

Laboratorni vysetfeni

Provadi se priitkaz markert hepatitid (HBsAg, HbeAg, anti-HBs, anti HBc a
anti-HBe). Akutni infekce se projevuje pfitomnosti HBsAg, HbeAg a anti-HBc.
Béhem rekonvalescence vymizi HBsAg a HbeAg a objevi se protilatky anti-HBs,
anti-HBc a anti-HBe. Pfitomnost protilatky anti-HBs vyjadfuje uzdraveni a
vzniklou imunitu viaéi opakované infekci. V daleko mensi mife se pouZivaji

hybridizacni techniky, pfipadné PCR (23).

1.3.3 Hepatitida C (HCV)

Klinické projevy:

Hepatitida C zptisobuje zanétlivé onemocnéni jater s pomalym rozvojem.
Neprojevuje se zadnymi ptfiznaky, a proto je virus vétsinou odhalen pfi krevnim

vySetfeni. Tento typ Zloutenky se da 1é¢it, ale ne proti ni ockovat (24).

Pavodce

Jedna se o obaleny virus RNA zafazen mezi flaviviry z rodu Hepacivirus.
Zdrojem infekce je infikovany clovék a jeho krev. Proto je zvySené riziko pfenosu a
nakazy u transplantaci, transfizi a dialyzovanych pacientt. Dale je mozny prenos

pohlavnim stykem nebo pfenos z matky na dité (23).

Virus a jeho stavba

HCYV je obaleny virus RNA. Ma ikosahedralni stavbu. Nepravidelny virion

ma v pruméru 40-60 nm. Virion obsahuje jediny gen kodujici polyprotein.
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Rozliduje se 6 hlavnich genotypii a vice nez 50 subtypti. V CR ptevlada genotyp 1b,

ktery hiife reaguje na antivirotickou lécbu (23).

RNA genome (two copies)

Lipid Rcceplor-b_inding
envelope PR
\ Transmembrane
' /pwlein
Gag proteins ‘fcl’wlcasc

Integrase

< Nucleocapsid (gag)
Reverse P !
transcriptase-RNaseH [ L) \‘

Obr. 3 - Stavba viru HCV (44)
Patogeneze a prevence

Je zaznamendno 150-170 miliénta infikovanych lidi ve svété. Tato nemoc je
zakefna tim, Ze miize byt né€kolik let bez ptiznakti. Po letech pfechazi do chronické
faze, kterd se projevuje cirhdzou, rakovinou jater az selhanim jater. Akutni

onemocnéni je mozné 1é¢it. Inkubacni doba je 14-180 dni.

V soucasné dobé neexistuje vakcina proti této nemoci. DileZitou prevenci je
zavedeni vySetfeni darcti krve a pouzivani jednordzovych jehel. Pro urceni

diagndzy jsou dulezité vysledky biochemického a sérologického vySetfeni (10, 11).
Laboratorni vysetfeni

UZiva se priikaz protilatek IgG metodou ELISA. Nalez lze ovéfit pomoci
imunoblotu metodou RIBA (Recombinant ImmunoBlot Assay) a v ¢asnych fazich

infekce 1ze prokazat virovou RNA v séru pomoci PCR (23).
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1.3.4 HIV/ AIDS

Klinické projevy

Vyskyt tohoto onemocnéni je problémem celosvétovym, nyni je odhad
kolem 35 miliéntt nemocnych osob. Jsou znamy dva typy HIV. HIV 1 a HIV 2, HIV
1 je vice agresivnéjsi, a proto se vyskytuje astéji. NakaZlivost zacina replikaci viru,
a to jeSté v inkubacni dobé a trva az do konce Zivota. Projevem nemoci je horecka,
hubnuti, priijmy, vyskytuji se bakteridlni, virové a parazitarni infekce. Organismu

celkové oslabovan (10).

Pavodce

Nejcastéjsim typem pfenosu infekce HIV je pfenos sexudlnim stykem, a to
zejména u homosexudlli a heterosexudld. Dal$im moznym pfenosem jsou
kontaminované jehly a stfikacky u intraven6znich narkomant. V neposledni fadé,
jak mtize dojit k pfenosu je z matky na dité, a to jak transplacentarné, tak i

perinatalni cestou (10).

Virus a jeho stavba

Virus patfi mezi RNA viry rodu Retroviridae skupiny Lentivirinae s
jednoprovazcovou linearni + RNA. Obal ma ptivod v hostitelské burice. Vétsi
molekula Gp 160 se bunéénymi enzymy stépi na mensi molekuly Gp 120 a Gp 41.
Gp 120 se vaze na receptor burlky, Gp 41 je aktivni ve fazi. Po priniku do
organizmu vnikaji nejprve do buriky lymfocytu, kde az po replikaci a zpétném
vystupu do krve zpusobuji protilatkovou reakci. Pravé reverzni transkriptdza
vytvaii kopii genomu RNA do DNA, integrdza, kterd zacleniuje tuto DNA do

chromozomu hostitelské buriky (10).

Virus se adsorbuje na receptor leukocytd CD 4. Virovda RNA se

v cytoplazmé hostitelské buriky prekopiruje do DNA cirkuldrni a linearni. Linearni
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prechazi do jadra a integruje se do chromozomu hostitelské bunky. Integrovana
virova DNA se oznacuje jako provirus. Tato DNA se zpétné transkriptuje do RNA,
pfiemz zapocte translace nebo-li syntéza virovych bilkovin. To ma pak vliv na

ziskani obalu HIV, ktery lyzuje buniky T4 a tim zptisobuje imunosupresi (10).

—Glycosylation
gp120 env-Glycoprotein Complex
gpa1
¥ Proteins of Host Cell
& . » Lipid Membrane
D ] /
&L / Matrix Protein

. Protease

/ 1
Integrase  Reverse
Transcriptase

Obr. 4 - Stavba viru HIV_(45)
Patogeneze a prevence

V soucasné dobé se stale infekce HIV vyskytuje, ale neni to tak v enormnim
mnozstvi, jako tomu bylo v minulosti. Inkubaéni doba byva 2-6 tydni, nékdy i
nékolik mésich. Bez 1é¢by postizeny umira do 10 let. Onemocnéni 1ze rozdélit dle

pribéhu nemoci do nékolika stadii.

e Primoinfekce HIV — pfiznaky jsou podobné chfipce. Nastava po 2-4
tydnech od ndkazy a odezniva za 1-3 tydny.

e Bezpfiznakové stddium — je bez klinickych pfiznakti a subklinickych
obtiZi.

o Casné symptomatické stadium — je provazeno celkovymi obtizemi,
které se projevuji horeckou, inavou, ubytkem na vaze. Navazuji

malé oportunni infekce a imunopatologické projevy.
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e Pozdni symptomatické stadium — lze nazvat kone¢nym stadiem HIV
a pocatecnym pro AIDS (Acquired Immuno-Defficiency Syndrome)

(25).

Laboratorni vysetfeni

Mezi zdkladni vySetfovaci metody patfi ELISA pro urceni virovych peptidd,
metoda molekularné biologicka PCR pro urceni virovych nukleovych kyselin. Déle
se provadi stanoveni antigenu p24 objevujiciho se pri akutni HIV a pri AIDS,
stanoveni protilatek anti-HIV1, anti-HIV objevujici se 1-3 mésice po infikovani.
Stanovuje se i mnozstvi CD4+ lymfocytd v poméru k CD8 (CD4/CDS8 1:2), pomér je

obraceny nez u zdravého clovéka (25).

1.3.5 Syfilis

Klinické projevy

Jednd se pohlavné pfenosnou chorobu, ktera je vyvoldna bakterii
spiralovitého tvaru — spirochéta Treponema pallidum. V minulosti se jednalo o jedno
z nejrozsifenéjSich a nejnebezpecnéjsich onemocnéni. V soucasné dobé se riziku

prenosu pfedchdzi diikladnému testovani darct krve (17, 18).

Pavodce

Jedinym hostitelem této bakterie je ¢lovék. K pfenosu dochdazi pohlavnim
stykem (vagindlnim, analnim a ordlnim). Branou vstupu jsou drobné poranéni
kiize a sliznice. Pokud je téhotnd Zena nositelkou tohoto onemocnéni, mtize
nakazu pfenést na plod nebo se narozené dité nakazi matefskym mlékem pfi

kojeni. Nasledné to miize koncit a smrti novorozence (17, 18).
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Obr. 5 - Stavba bakterie Treponema pallidum _(46)

Patogeneze a prevence

Nemoc probihd ve trech stadiich, pfi kterém dochazi k poskozeni
organismu, demenci az smrti. Pokud je vcas diagnostikovana, je mozna lécba
antibiotiky. Postihuje vnitfni organy, kiizi, kardiovaskuldrni, pohybovy a centralni
nervovy systém. Syfilis podléha povinnému hldSeni hygienické stanici.
Onemocnéni se vyskytuje nejcastéji ve vékové skupiné 15-30 let. Inkubaéni doba je

v rozmezi 10-90 dni.

Primarni stadium syfilisu se projevuje vznikem rudého tvrdého
nebolestiveho viedu (ulcus durum), ktery se objevi za 3 tydny po sexudlnim styku
za proniknuti bakterie do téla. Nasledné dochazi ke zdufeni lymfatickych uzlin.
V sekundarnim stadiu infekce postupuje zuzlin do celého téla. Objevuje se
vyrazka a syfilitickd angina. Dale je provadzena hepatitidou, horeckou a zanétem
mozkovych blan. Posledni fazi, ktera pferusi latentni stddium po 10-20 letech je
tercidrni a probihd bez komplikaci. V tomto stadiu je pacient nejméné nakazlivy po

své okoli. Zanét poskozuje kosti a nervovou tkan (17, 18).
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Pokud se syfilis prokaze, tak je tfeba klast ddraz na prevenci zejména
v sexudlnim Zivoté. Zakladem lécby je vcasna diagnéza. Tu zajiStuje
dermatovenerolog, ktery pfi zjiSténi nemoci aplikuje antibiotika penicilin nebo
tetracyklin. Po prodélani syfilisu jsou pacienti pravidelné sledovani lékafem.
Pacientovi je po dobu lécby vySetfovana krev klinickymi a sérologickymi
metodami. Pokud jsou vysledky po dvou letech od zalé¢eni negativni, mize byt

pacient vyfazen z evidence (17, 18).

Laboratorni vySetfeni

Primarnim vySetfenim je klinicky obraz a anamnéza. Nasleduje nepfima
diagnostika — sérologické vySetfeni protilatek. Zde se zahrnuji netreponemové
testy — priikaz nespecifickych antikardiolipidovych protilatek a treponemové testy
— prukaz specifickych protilatek proti antigentim Treponema Pallidum. Mezi pfimou
diagnostiku  patfi vySetfeni v zadstinovém mikroskopu, PCR, pfimy

imunofluorescenéni pritkaz antigenu a histopatologické vySetfeni (26).

1.3.6 Parvovirus B19

Klinické projevy

Parvovirus B19 je virus, ktery vyvolava infekce po celém svété. Nejvice
k ndkaze dochdzi v détstvi. Pfendsi se kapénkami respiracnich sekretli nebo
nosokomidlni cestou. Nejcastéjsi formou této nemoci je erythema infectiosum zndma
také pod ndzvem patd nemoc. Onemocnéni se projevuje parvovirémii, horeckou a

priznaky podobné chiipce (27).

Pavodce

Parvovirinae jsou viry z rodiny Parvoviridae, které jsou schopné infikovat
obratlovce. Parvovirinae se déli do tfi rodd dle transkripénich map. Rod

Dependovirus a Erythrovirus jsou infikovani lidmi (28).
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Virus a jeho stavba

Tento virus ma jednoduchou strukturu sloZenou ze dvou proteint a linearni
jednovlaknové molekuly DNA. Virové castice maji pramér 22 az 24 nm. Virion je
obsazen z 60 kopii kapsomer. Diky nepfitomnosti lipidové obalky je virus B19
odolny v1i¢i fyzické inaktivaci (28).

RNA in
P7 nucleocapsid

P17 matrix

Lipid :
bilayer
_\Q P24 capsid
4 %GPQO
0“'0 A0 GPa1
o &.t Lo
o-Q

Q
- \ ©
Integrase | transcriptase
Protease

Obr. 6 - Stavba viru Parvoviru B19_(47)
Patogeneze a prevence

Zivotni cyklus parvoviru B19 zahrnuje vazbu viru na receptory
hostitelskych bun€k, internalizaci, translokaci genomu do hostitelského jadra,
replikaci DNA, transkripci RNA, sestaveni kapsid a baleni genomt, a nakonec
bunécnou lyzu s uvolnénim zralych virionti. Vyjimku tvofi jedinci, ktefi geneticky
neobsahuji antigen P, ti jsou pfirozené rezistentni vii¢i infekci B19. Pravé P antigen

je exprimovan na erytroidnich progenitord.

Infekce se nejcastéji prendsi cestou dychaci, krvi parenteralné a vertikalné
od matky k plodu. Zaroven byl B19 specificka DNA detekovana v respiracnich

sekretech v dobé virémie (28).
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Laboratorni vySetfeni

Virus B19 je nejcastéji detekovan izolaci virové DNA pfimou hybridizaci
nebo metodou PCR. Pfimd hybridizace vyuziva virovou DNA v plné délce.
Rovnéz se provadi detekce protilatek a DNA viru, jehoZ kultivace na standardné
uzivanych tkanich je obtiznd. Specifické protilatky se prokazuji testy ELISA. Pro

pritomnost infekce je typicka pfitomnost protilatek IgM (27, 28).

1.3.7 Vysetfovani infekénich markert

V soucasnosti se jedna o stdle aktudlni oblast mediciny, kterd tvofi
podstatnou ¢ast u vySetfeni odebrané krve od jejiho darce (transfuzni sluzba) ev. u
pacient(i (infekéni kliniky). Na zdkladé Vyhlasky viz vySe, je povinné u kazdého
odbéru vysetfit infekéni nemoci z divodu sniZzeni rizika prenosu a nakazy
infekénimi onemocnénimi. Dnes se pouzivany velice citlivé a specifické testy
k vySetfeni a priikazu infekce u déarce krve nebo krevnich slozek, stejné tak jako u
pacientt. U darcd krve ztoho dtvodu, Ze vyznamnou cestou prenosu je
v budoucnu pouzity transfuzni pripravek. Nyni se k vySetfeni vyuzivaji kvalitni

sérologické metody, které pracuji na bazi screeningovych testti (3).

V soucasné dobé pouzivané testy vyuzivaji nasledujicich principi:

e Nepiimého priikazu pritomnosti infekéniho agens v krvi ddrce zaloZeného na
priitkazu specifickych protildtek

e Imunochemické metody zaloZeny na reakci antigennich determinant s vazebnym
mistem protildtky, umozZriujici stanovit antigeny infekcniho piivodu nebo specifické

protildatky vzniklé na zdkladé jejich imunologického podnétu
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Imunoanalytické metody, které patii do skupiny imunochemickych metod a které
dosahuji zvysené citlivosti vyuZitim znaceni a v zavéru reakce rovnéz detekci jedné
ze znacenych, reagujicich slozek (antigenu nebo protildtky)

Znacenou slozkou miize byt enzym (enzymovd imunoanalyza), fluorescencni nebo

chemiluminiscencni latka, vhodny radioizotop (2, s. 125)

Zakladnimi parametry, kterymi lze diagnostikovat infekci je pfitomnost

protilatek ¢i antigenti na povrchu viru. Navic i pomoci tfid imunoglobulinii

jsme schopni urcit posun nemoci, zda-li se jedna o akutni nebo chronickou fazi.

(9, s. 52,53)

HAV

HBV -

HBV -

Pokud se protilatky proti viru nachazeji ve tfidé IgM — akutni HAV
Ve tfidé IgG — HAV uz ¢lovék prodélal a doporucuje se vakcinace_(9, s.

52,53)

akutni

Akutni infekci 1ze stanovit sérologickym vysetfenim, ale v urdité fazi miize
nastat shodnost nédlezii mezi akutni a chronickou fazi

Pfitomnost povrchového antigenu HBsAg vykazuje pozitivitu HBV a
zaroven se tvoii protilatky proti jddrovému antigenu HBeAg tridy IgM
Pokud je nalez sekre¢niho antigenu HBeAg, jednd se o pfechod infekce do
chronicity a tento antigen pretrvava na povrchu viru i vice jak 10 tydnt
Nélez anti-HBs protilatek znamena tzdravu z akutni fadze a pokud je titr
nad 100IU/ ml mtiZe nastat i trvald imunita

V pripadé diagnostického okna je jedinym zachytnym bodem pro urceni

akutni faze pfitomnost anti-HBe protilatek (9, s. 52,53)

chronicka
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e Znamkou tspésné vakcinace je pfitomnost anti-HBs protilatky
e Pokud je HBsAg pfitomny déle jak 6 mésicti, vykazuje to chronicitu
e Stanoveni HBV DNA pomoci real-time PSR umoznuje stanoveni i velmi

nizkych virémii 10-100 IU/ ml_(9, s. 52,53)

HCV

e Ke stanoveni protilatek anti -HCV se vyuZziva metoda EIA

e Bohuzel béZné vySetfeni anti-HCV neumoZinuje odliSeni od akutni a
chronické faze

e Pomoci molekuldrni diagnostiky HCV RNA v krvi umozZnuje metoda real-

time PCR (9, s. 52,53)

Pro vySetfeni infekénich markeri se pouzivd sérum nebo plazma darce.
Nesrazlivd krev se odebird do zkumavek s protisrazlivym piipravkem nejlépe
EDTA (chelatonan) nebo heparin. Dany vzorek musi pied vySetfenim spliovat

nékolik kritérii, jako je dokumentace, transport a skladovani.
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2 CIL PRACE

Cilem prace srovnani metod serologického a NAT vysetfeni infekcnich
markerti u darci krve v téchto parametrech: HBsAg/HBV DNA; a-HCV/HCV
RNA; a-HIV1+2, Ag p24/HIV RNA; syphilis; HAV RNA; PVB19 DNA v UVN
Praha. V teoretické ¢asti bude popsan zakonny podklad pro vySetfovani infek¢énich
markerti u dércti krve, doporuceni Spole¢nosti pro transfuzni lékatstvi CSL JEP
s popisem jednotlivych infek¢nich markerti. Metodicka c¢ast bude zahrnovat vlastni
popis metod vySetfovani. Vysledkem bakaldiské prace bude grafické a statistické
vyhodnoceni infekénosti darc v UVN za rok 2016 a 2017, porovnani reaktivnich
vysledkt  zlaboratofe svysledky konfirmaéniho vysSetfeni z Narodnich

referencnich laboratori Statniho zdravotniho tustavu v Praze.

34



3 METODIKA

Tato cast prace zahrnuje popis vysetfeni infekcnich markertt darcti krve
dvéma metodami za pouziti danych analyzatord na OHKT na pracovisti UVN
v Praze. Jednotlivé tidaje vychézeji ze smérnic UVN a SOP oddéleni a popisuji
prehled laboratornich postupti na tomto pracovisti. Zaroven udavaji podminky pro
vyfazeni ¢i nevyfazeni transfuznich pfipravkia a darct krve. Zakladni normou je

vyhlagka MZ CR ¢&. 143/2008 Sb.

3.1 Serologicka vysetfeni (a-HCV, syfilis, HBsAg, a-
HIV1+2,Agp24)

3.1.1 Primarni vzorky

Pro vySetfeni infek¢nich markerti jsou pouzivany tyto typy zkumavek:

Greiner Bio-One typ Vacuette antikoagulant K2EDTA se separa¢nim gelem

Koéd: 456011

Greiner Bio-One typ Vacuette Z No Additive Kod: 454088

zdkladni matix: plasma

Centrifugace: Vzorky se separacnim gelem stdéeny na oddéleni po piijmu
z vyrobni ¢asti ev. z plasmaferetickych center - dle doporuceni vyrobce Greiner
Bio-One 10 min/35000t. V chalezenych (NAT zkumavky) a nechlazenych

centrifugach (serologické a imunohematologické metody) (56).
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3.2 Serologické vysSetfeni

2 Pracovni prostfedky, materidl

3.2.1 2.1 Zarizeni:

Imunochemicky analyzator cobas® 8000 Roche moduly AU1-AU2-AU3 (3xmodul
e602) (56)

Moduly: VyT.C.:
cobas core: 1502-16
cobas e602

1502-15
cobas e602 1]

1502-17
cobas e602 111

15002-18
cobas link:

14F1-16

Imunochemicky analyzator cobas® 8000 Roche moduly AU4-AU5-AU6 (3xmodul

e602) (56)
Moduly: vyr.c.
cobas core: 1164-05
cobas €602 1
1162-17
cobas e602 11
1170-03
cobas e602 111
1172-04
cobas link:
3143YH91
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Obr. 7 a 8: modul cobas® e602 pohled ze strany (1) a pohled na pracovni plochu
modulu (2) (56)
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Reagencie:

1/ kalibratory pro jednotlivé reagencni sety — soucast packu reagencie

2/ kontrolni materialy:

- Accurun®l serie 5600: pro stanoveni anti-HIV-1 a 2, HBsAg, a-HCV
(externi kontroly kvality — méfeno 1x/tydné)

- Accurun® 155 serie 2000: pro stanoveni IgG proti Treponema palladium
(externi kontroly kvality — méfeno kazdy tyden)

- PreciControl (PC) anti-HCV, PC HBsAg, PC HIV, PC Syphilis (interni
kontroly kvality — méfeno kazdy den)

3/ reagencni roztoky a diluenty:

¢ CleanCell M

e ProCellM

e ProClean M

e ProbeWash

e ISECleaning Solution

e Combirack Elecmod E170
e HbsAg GENII

e HIV combi PT

e A-HCVII

e Syphilis

2.3 Spotfebni material:
e AssayTip/Assay Cup

e Wasteliner M Elecsys®Modular
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e Mikrozkumavka Hitachi caps

3 Vlastni pracovni postup

3.2.2 3.1 Pouzité metody a jejich nazvy:
e a- HCV
e HBsAg
e HIV (a-HIV 1+2, Ag p24)
e Syphilis

Princip testu: elektrochemiluminiscenéni imunostanoveni ECLIA .

Principem je sendvi¢ova imunochemickd analyza s vyuzitim piimé
chemiluminiscence. Reagencie obsahuji biotinylovanou protilatku a také protilatku
znacenou rutheniovym komplexem, které reaguji se stanovovanym antigenem
vzniku sendvi¢ového komplexu. Komplex se vaZze na mikrocastice (pevna faze)
potazené streptavidinem prostfednictvim interakce streptavidin - biotin.
Mikrocastice jsou zachyceny magnetickym polem na povrchu elektrody, kde
pfivedené napéti vyvoldvd chemiluminiscenci. Signal je vyhodnocen SW

analyzatoru v jednotkach COI (20).

3.2.3 Vysetifeni HBsAg, anti-HCV, HIV a syfilis

Vysetteni HBsAg

Vysetfeni je provadéno pifi kazdém odbéru darce (kazdé odebrané
heterologni transfuzni jednotky) v ramci prevence pfenosu hepatitidy typu B,
kitem HBsAg GENIL Jedna se o kvantitativni stanoveni povrchového antigenu
viru hepatitidy B (HBsAg) v lidském séru a plazmé. Kit pouzivd pro stanoveni
HBsAg monoklonalni a polyklondlni protilatky proti HBs (my3i a ov¢i).
Sendvicovy princip.
Celkova doba stanoveni: 18 minut.
* 1. inkubace: 50 uL vzorku, 2 biotinylované monoklonalni protilatky proti

HBsAg a smés monoklondlni protilatky proti HBsAg a polyklonalni
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protilatky proti HBsAg znacené rutheniovym komplexema) reaguji a
vytvari sendvicovy komplex.

= 2. inkubace: Po pfidani mikrocastic potazenych streptavidinem se
komplex vazZe na pevnou fazi prostfednictvim interakce mezi biotinem
a streptavidinem.

* Reak¢ni smés je nasata do mérici cely, kde jsou mikrocastice

s navazanymi komplexy zachyceny prostfednictvim magnetu.
Nenavazané slozky jsou odstranény roztokem ProCell/ProCell M.
Pfivedené napéti na pracovni elektrodé vyvola chemiluminiscenc¢ni
emisi fotond, ktera je zméfena fotondsobicem.

* Vysledky stanovuje automaticky software analyzatoru porovnanim
elektrochemiluminiscenéniho signalu, ziskaného z produktu reakce vzorku se

signalem hodnoty cut-off ziskané dfive kalibraci (32).

VysSetfeni anti-HCV

VysSetfeni se provadi pfi kazdém odbéru darce (kazdé odebrané heterologni
transfuzni jednotky) v rdmci prevence pfenosu hepatitidy typu C, kitem Anti-
HCV II. Jedna se o kvalitativni detekci protilatek proti viru hepatitidy C (anti-
HCV) v lidském séru a plazmé. Stanoveni Anti-HCV II pouziva peptidy a
rekombinantni antigeny predstavujici dfenové, NS3 a NS4 proteiny pro méfeni
protilatek proti HCV.
Princip testu
Sendvicovy princip.
Celkova doba stanoveni: 18 minut.
= 1. inkubace: 50 uL vzorku, 55 puL reagencie obsahujici biotinylované
HCV-specifické antigeny a 55 pL reagencie obsahujici HCV-specifické
antigeny znacené rutheniovym komplexema) reaguji a vytvari
sendvicovy komplex.

= 2. inkubace: Po pfidani mikrocastic potazenych streptavidinem se
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komplex vaZe na pevnou fazi prostfednictvim interakce mezi biotinem
a streptavidinem.

» Reak¢ni smés je nasata do méfici cely, kde jsou mikrocastice

s navazanymi komplexy zachyceny prostfednictvim magnetu.
Nenavdazané slozky jsou odstranény roztokem ProCell/ProCell M.
Pfivedené napéti na pracovni elektrodé vyvola chemiluminiscencni
emisi fotond, kterd je zméfena fotondsobicem.

* Vysledky stanovuje automaticky software analyzatoru porovnanim
elektrochemiluminiscenc¢niho signalu, ziskaného z produktu reakce

vzorku se signdlem hodnoty cut-off ziskané dfive kalibraci (33).

VysSetfeni HIV

VySsetteni anti-HIV 1/2 + antigen p24 se provadi pfi kazdém odbéru darce
(u kazdé odebrané heterologni transfuzni jednotky) k zamezeni rizika pfenosu
AIDS transfuzi krve.
Stanoveni Elecsys HIV combi PT umoziiuje soucasné detekci HIV-1 p24
antigenu a protilatek proti HIV-1 a HIV-2 v rdmci jednoho méfeni. Stanoveni
vyuziva k méfeni specifickych protilatek proti HIV rekombinantni antigeny,
odvozené z pol- a env- oblasti HIV-1 (véetné skupiny O) a HIV-2.
Pro detekci antigenu HIV-1 p24 se pouZzivaji specifické monoklondlni
protilatky. Opakované reaktivni vzorky musi byt konfirmovany
podle doporucenych konfirmacnich algoritmii. Konfirmacni testy zahrnuji
Western Blot a HIV RNA testy.
Princip testu
Sendvicovy princip. Celkova doba stanoveni: 27 minut.
= 1. inkubace: Pfeduprava 40 uL vzorku detergentem.
= 2. inkubace: Biotinylované monoklonalni protilatky
proti p24/HIV-specifickym rekombinantnim antigentim/HIV-specifickym
peptidiim a monoklonalni protilatky proti p24/HIV-specifickym
antigentim/HIV-specifickym peptidiim, znacené rutheniovym
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komplexema) reaguji za tvorby sendvi¢ového komplexu.

* 3. inkubace: Po pfidani mikrocastic, potaZenych streptavidinem, se
komplex vazZe na pevnou fazi prostfednictvim interakce mezi biotinem
a streptavidinem.

» Reakcni smés je nasata do méfici cely, kde jsou mikrocastice

s navazanymi komplexy zachyceny prostfednictvim magnetu.
Nenavazané slozky jsou odstranény roztokem ProCell/ProCell M.
Pfivedené napéti na pracovni elektrodé vyvola chemiluminiscencni

emisi fotond, ktera je zmétfena fotondsobicem (34).

VysSetfeni na syfilis

VySetfeni se provadi pfi kazdém odbéru dérce (kazdé odebrané heterologni
transfuzni jednotky), v ramci prevence pfenosu syphilis. VySetfeni se provadi
pomoci kitu Syphilis. Jedna se o elektrochemiluminisc¢enéni imunostanoveni pro in
vitro kvalitativni méfeni celkovych protilatek proti Treponema pallidum v lidském

séru ¢i plazmé (20).

Princip testu

Sendvicovy princip.

Celkova doba stanoveni: 18 minut.

* 1. inkubace: 10 pL vzorku, biotinylované TP-specifické rekombinantni
antigeny a TP-specifické rekombinantni antigeny, znacené rutheniovym
komplexema) reaguji a vytvari sendvicovy komplex.

= 2. inkubace: Po pridani mikrocastic potaZenych streptavidinem se
komplex vaze na pevnou fazi prostfednictvim interakce mezi biotinem
a streptavidinem.

* Reakéni smés je nasata do méfici cely, kde jsou mikrocastice

s navazanymi komplexy zachyceny prostfednictvim magnetu.

Nenavazané sloZzky jsou odstranény roztokem ProCell/ProCell M.
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Pfivedené napéti na pracovni elektrodé vyvola chemiluminiscencni
emisi fotond, kterd je zméfena fotonasobicem.

= Vysledky stanovuje automaticky software analyzatoru porovnanim
elektrochemiluminiscenc¢niho signalu, ziskaného z produktu reakce

vzorku se signdlem hodnoty cut-off ziskané drive kalibraci (35).
Mozné vysledky serologického testovani
1/NEGATIVNI: vysledky do 0,89 COI

e 2/GREY ZONE: vysledek 0,9-0,99 COI v analyzatoru se zaznamena jako
,boarder”, do LIS pfechazi jako GREY, je tfeba postupovat jako pfi méreni
reaktivniho vysledku tj. vzorek méfit na 2R. Syphilis grey zone nem4,
vysledek této metody je pouze reaktivni-negativni

e 3/REAKTIVNI vysledek 1,0 a vyssi (29)

Postup pfi interpretaci vysledku (51)

STANDARD,Ni VYSETRENI
E'ABFS{gE NEGATIVNI
SAAQ o pfipravek k propusténi,
Anti-HCV > . PP > .
darce zustava v evidenci
HIV
Syphilis

REAKTIVNI
GREY ZONE (vyjimkou je syfilis)

opakované dvoji testovani vzorku, stejnou technikou a stejnym typem
setu

/ REAKTIVNI

‘ Vysetfit 2x

NEGATIVNI ,»opakované reaktivni“+
| GREY %ONE
v Nalezy opakovgného vysetieni:
Nalezy opakovaného 2x reaktivni (grey zone) nebo
vysSetreni: 1x reaktivni + 1x negativni
2x negativni

'

l e zlikvidovat pfipravky darce z daného odbéru\
« fyzicky uschovat plazmu pro event. potfebu
Propustit pripravky, NRL
darce zustava v o Look-back hlaseni zpracovateli plazmy
evidenci

vyfadit darce z evidence na 6 mésica
e poslat do NRL bezodkladné tentyz vzorek
v dostate€éném objemu

+ /

1. KONFIRMACE v NRL
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3.3 Stanoveni nukleové kyseliny infekénich markerii metodou
NAT

2 Pracovni prostfedky, material

2.1 Zarizeni

Systém cobas® s 201 (Roche):

HAMILTON MICROLAB® STAR/STARIlet IVD

COBAS ® AmpliPrep.

COBAS® TagMan®.

Automatické fizeni dat pomoci softwaru pro tvorbu smési a fizeni dat (PDM)

a)

Obr. 9 - modul Hamilton STAR (56)

Obr. 10 - modul Ampliprep a TagMan (56)

44



3.4 2.2 Reagencie a roztoky pro stanoveni HBV DNA, HCV RNA, HIV RNA

Reagencie:

1/cobas® TaqScreen MPX v2.0:

e MPX CS1 (MPX kazeta s ¢inidly pro magnetické sklenéné castice)
e MPX CS2 (MPX kazeta s lytickym cinidlem)

e MPX CS3 (MPX multi¢inidlova kazeta)

e MPX CS4 (kazeta s Cinidly specifickymi pro test MPX) (30)

cobas® TagScreen MPX Control Kit:

o MPXM(+)C, v2.0 — Multipozitivni kontrola (kontrola cobas® TaqScreen MPX
Multi-Positive Control, v2.0)
—(HIV-1 M Pozitivni kontrola)
—(HBV Pozitivni kontrola)
—(HCV Pozitivni kontrola)
o MPXO(+)C, v2.0 - (Pozitivni kontrola cobas® TaqScreen MPX HIV-1 O)
o MPX2(+)C, v2.0 - (Pozitivni kontrola cobas® TaqScreen MPX HIV-2)
e MPX (-)C,v2.0 - (Negativni kontrola cobas® TaqScreen MPX — TS(-) C)

cobas® TaqScreen Wash Reagent (promyvaci ¢inidlo) (30)

3.5 2.3 Spotiebni materidl

e Jednotky pro zpracovani vzorku (SPU)

e Vstupni zkumavky pro vzorky (S-zkumavky) s klipy s ¢arovym kdédem
e K-tips

e Box s K-zkumavkami v poctu 12 x 96
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e Vysokoobjemové Spicky CO-RE (1000 ul), filtr

3.6 2.4. primdrni vzorky

Matrix: plasma

Greiner Bio-One typ Vacuette K2EDTA se separa¢nim gelem Kod: 456011

Greiner Bio-One typ Vacuette Z No Additive Kod: 454088

Centrifugace: Vzorky se separacnim gelem staceny - dle doporuceni
vyrobce Greiner Bio-One 10 min/35000t/4°C v chlaezené centrifuze, uskladnény po

centrifugaci v lednici (30).
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3 PRINCIP STANOVENI

Test cobas® TaqScreen MPX je kvalitativni multiplexni test, ktery umoznuje
screening a soucasnou detekci HIV-1 RNA skupin M a O, HIV-2 RNA, HCV RNA
a HBV DNA v infikovanych smichanych a jednotlivych darcovskych vzorcich
plazmy. Test cobas® TaqScreen MPX pouziva obecnou techniku pfipravy nukleové
kyseliny na zafizeni COBAS® AmpliPrep. HIV-1 RNA skupin M a O, HIV-2 RNA,
HCV RNA a HBV DNA jsou amplifikovany a detekovany pomoci automatizované,
v redlném case probihajici polymerdzové fetézové reakce (PCR) na analyzatoru
COBAS® TagMan®. Test zahrnuje vnitfni kontrolu pro monitorovani vykonnosti
testu pfi kazdém jednotlivém testu, a také enzym AmpErase (uracil-N-
glykosyldzu) k omezeni potencidlni kontaminace pfedchozim amplifikovanym

materidlem (amplikon) (30).

Automaticka tvorba smési vzork a pipetovani pomoci pipetoru Hamilton
MICROLAB STAR/STARIet IVD

Doplnkovy pipetor Hamilton MICROLAB STAR/STARIet IVD automatizuje
pipetovani smési vzorkil a vzorky jednotlivych dércti, prenos alikvotnich podila
na desticky s hlubokymi jamkami (dopln€k) a pipetovani kontrol test(i jako soucast
systému cobas s 201. Systém cobas s 201 se pouziva pro testovani smeési vzorkt
darcti a rozliSeni reaktivnich smési k identifikaci jednotlivych reaktivnich vzorku
darct. Systém cobas s 201 je navrzen pro davkové zpracovani vzorkd. Davka je
definovana jako soubor vzorki a kontrol, které jsou spolecné pipetovany,
extrahovany, amplifikovany a detekovany. Jakmile pipetor Hamilton MICROLAB
STAR/STARIet IVD dokoncdi pipetovani davky, davka je pfenesena do zafizeni
COBAS® AmpliPrep k dal$imu kroku zpracovani. Manudlni napipetované vzorky
mohou byt umistény pfimo do zafizeni COBAS® AmpliPrep bez predchoziho
pouziti pipetoru Hamilton MICROLABSTAR/STARlIet IVD (36).
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Automaticka pfiprava vzorka pomoci zafizeni COBAS® AmpliPrep

Nukleové kyseliny cilovych virt a pfidané molekuly Armored RNA vnitini
kontroly (IC) (které slouzi jako procesni kontrola pripravy vzorku a amplifikace
/detekce) jsou zpracovany zarovenl. Multiplexni test cobas® TaqScreen MPX, v2.0
obsahuje c¢inidla, ktera provadi pét sekvencnich kroki na zafizeni COBAS®
AmpliPrep. Roztok proteindzy rozpousti proteiny k podpore Stépeni, deaktivuje
nukleazy a usnadnuje uvolnéni RNA a DNA z virovych ¢astic. Pfidani cinidla pro
lyzu ke vzorku ma za dusledek Stépeni virti a aktivaci nukledzy diky denaturaci
proteinti. Dochdzi k uvolnovani RNA a DNA a zdroven ochrané pfed nukledzami.
Uvolnéné nukleové kyseliny se vazi na rosolovy povrch pridanych magnetickych
sklenénych castic. To se déje hlavné diky ¢istému kladnému néboji na povrchu
sklenénych castic a cistého zdporného naboje nukleovych kyselin za koncentrace
chaotropni soli a iontové sily Stépici reakce. Promyvaci ¢inidlo odstranuje
nenavazané latky a necistoty, jako jsou denaturované bilkoviny, bunéény odpad a
potencidlni PCR inhibitory (napfiklad hemoglobin, atd.) a sniZuje koncentraci soli.
Vycisténé nukleové kyseliny se uvolni z magnetickych sklenénych castic pfi

zvysSené teploté elu¢nim pufrem (36).

Automaticka amplifikace nukleové kyseliny pomoci analyzatoru cobas®
TaqgMan®

Po izolaci purifikovanych nukleovych kyselin z lidské plazmy béhem
automatické pfipravy vzorku se pouziva Master mix testu cobas® TaqScreen MPX,
v2.0 MPX2 MMX) pro amplifikaci, detekci a rozliSeni HIV (HIV-1 skupiny M,
HIV-1 skupiny O a HIV-2) a RNA HCV, DNA HBV a RNA vnitini kontroly (IC).
Po aktivaci umoznuje Master Mix pro test cobas® TaqScreen MPX, v2.0 reverzni
transkripci (pro cilové RNA) pfidavkem octanu manganatého, po které nasleduje
PCR amplifikace vysoce chranénych oblasti RNA HIV-1 (skupiny M, HIV-1
skupiny O), HIV-2 a HCV, DNA HBV a RNA IC RNA pomoci specifickych
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primert. SoubéZzna detekce amplifikované nukleové Kkyseliny je provadéna
vytvarenim fluorescentnich signalti z 5'-nukleolytické degradace HIV-1 (skupin M
a O), HIV-2, HCV, HBV a IC sond, které jsou také obsaZzeny v Master Mixu.
Pouzivaji se ¢tyfi fluorescencni barviva: jedno barvivo oznacuje IC sondu (vnitfni
kontroly) a dalsi tfi barviva oznacuji sondy HIV, HCV a HBV, coz umozZiuje
nezavislou identifikaci cilovych vird HIV, HCV a HBV a také vnitini kontroly (IC).
Vsechny tfi cile HIV jsou identifikovany pomoci stejného barviva, proto nejsou od
sebe rozliseny (30).

Reverzni transkripce a PCR amplifikace Reverzni transkripce a amplifikace
se provadi pomoci termostabilniho rekombinantniho enzymu, Z05D
DNA Polymerazy. Za pritomnosti manganu (Mn2+) vykazuje Z05D DNA
Polymerdza reverzni transkriptdzu a polymerdzové aktivity DNA. Diky tomu
muZe reverzni transkripce a PCR amplifikace probihat v téZe reakéni smési.
PCR amplifikace je provadéna pomoci Z05D DNA Polymerazy, ktera prodluzuje
navazané primery podél cilovych templatd a vytvari dvoufetézcovou DNA
(amplikon). Tento proces se n€kolikrat opakuje a v kazdém cyklu se zdvojnasobuje
mnozstvi amplikonové DNA. Amplifikace probihd pouze v oblasti cilovych

genomu mezi primery; vSechny genomy amplifikovany nejsou (30).

Selektivni amplifikace

Selektivni amplifikace cilové nukleové kyseliny ze vzorku se dosahuje v
testu cobas® TaqScreen MPX, v2.0 pouzitim enzymu AmpErase (uracil-N-
glycosylazy) a deoxyuridin-trifosfatu (dUTP). Enzym AmpErase rozpozndva a
katalyzuje rozpad vlaken DNA obsahujicich deoxyuridin24, ale pfitom vynechava
DNA obsahujici deoxythymidin nebo RNA obsahujici ribouridin.25,26
Deoxyuridin se v pfirodni DNA nevyskytuje, ale v amplikonu je vzdy pfitomen
vzhledem k tomu, Ze se v ¢inidle Master Mix MPX2 pouziva deoxyuridin trifostat
jako jeden z ANTP; proto je deoxyuridin obsaZen pouze v amplikonu. V diisledku

pritomnosti deoxyuridinu je kontaminovany amplikon citlivy vuaci destrukei
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enzymem AmpkErase pfed amplifikaci cilové DNA. Jakykoliv nespecificky produkt
vytvofeny po prvotni aktivaci ¢inidla Master Mix pro test cobas® TaqScreen MPX,
v2.0 manganem je zniCen enzymem AmpErase. Enzym AmpErase, ktery je
obsaZzeny v cinidle Master Mix MPX2, katalyzuje rozstépeni DNA obsahujici
deoxyuridin v misté deoxyuridinového zbytku rozevienim deoxyribozového
fetézce v pozici Cl. Kdyz je fetézec amplikonové DNA v prvnim tepelné
cykliza¢nim kroku zahfivan, Stépi se v poloze deoxyuridinu, ¢imz se DNA stava
neamplifikovatelnou. Enzym AmpErase ziistdva neaktivni po delsi dobu, jakmile
je vystaven teplotdm nad 55°C, a proto nerozklada cilovy amplikon vznikly po

PCR reakci (30).

Automaticka detekce produktii PCR v realném case pomoci analyzatoru cobas®
TagMan®

Béhem PCR amplifikace dochazi pfi cyklovani ve stfidavée vysoké teploté k
denaturaci cilového a IC amplikonu a vznika jednofetézcova DNA. Specificka
detekce oligonukleotidovych sond hybridizuje na jednofetézcovou formu
amplifikované DNA. Amplifikace, hybridizace a detekce probihaji soucasné.
Detekce produkte PCR27,28 Master Mix pro test cobas® TaqScreen MPX, v2.0
obsahuje detekéni sondy, které jsou specifické pro nukleovou kyselinu HIV-1
(skupiny M a O), HIV-2, HCV, HBV nebo vnitini kontroly (IC). Kazd4 detekcni
sonda HIV, HCV, HBV a IC je oznaCena 1) jednim ze c¢tyf oznamovacich
fluorescencnich barviv a 2) dal$im barvivem, které je tlumici. Tfi jedinecnd
oznamovaci barviva jsou spojena se specifickymi virovymi sondami pro HIV, HCV
nebo HBV a jsou méfena pii stanovenych vinovych délkach. Ctvrté oznamovaci
barvivo je spojeno se specifickou sondou vnitfni kontroly (IC) a je méfeno pfi jiné
vlnové délce. Ve vSech sondéach se pouziva jeden typ tlumiciho barviva. Tento
systém umoznuje soucasnou detekci a rozliSeni amplifikovanych cilt HIV, HCV a

HBYV a IC pomoci ¢tyt vinovych délek (37).
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Pied zacatkem PCR amplifikace jsou sondy intaktni a oznamovaci
fluorescencni barvivo je potlaceno tlumicim barvivem kvuli vlivu Forsterova
prenosu energie. Béhem PCR amplifikace sonda hybridizuje na specifické
jednoretézcové sekvence DNA a ve stejnou chvili, kdy nastava amplifikace, jsou
rozstépeny 5' az 3' nukledzovou aktivitou Z05D DNA polymerazy. Jakmile jsou
oznamovaci a tlumici barviva timto Stépenim oddélena, dojde k odmaskovani
fluorescencni aktivity oznamovaciho barviva. U kazdého PCR cyklu jsou
generovana zvysena mnozstvi rozstépenych sond a kumulativni signal
oznamovaciho barviva se postupné zvysuje. Detekce a rozliSeni PCR produktt v
redlném case jsou provadény méfenim fluorescence uvolnénych

oznamovacich barviv, ktera predstavuji virové cile a vnitini kontrolu (37).

Automatické fizeni dat pomoci softwaru PDM

Software Roche PDM umoZiuje uZivateli prohlizet a vytvaret hlaseni
vysledkd. Software Roche PDM oznacuje vysledky testli vSech analyz jako
nereaktivni, reaktivni nebo neplatné. Kromé vybirani a prohliZzeni vysledki PCR
umoznuje software Roche PDM obsluze tisknout zpravy, hledat vysledky, pfijimat

vysledky darti a jako doplnék i odesilat vysledky do LIS (37).

3.6.1 Vysetieni HAV NAT, B19 NAT

Test cobas® TaqScreen DPX pro pouziti se systémem cobas® s 201 je test
zaloZzeny na amplifikaci nukleové kyseliny in vitro uréeny pro pfimou kvantifikaci
DNA genotypti 1, 2 a 3 parvoviru B19 a pfimou kvalitativni detekci RNA genotypti
I, IT a III viru hepatitidy A (HAV) v lidské plazmé. Test cobas® TaqScreen DPX je
urcen ke kvantifikaci DNA parvoviru B19 a soucasné k detekci RNA viru
hepatitidy A v plazmé urcené pro dalsi zpracovani. Je mozné pouzit plazmu z plné

krve (ziskanou plazmu) nebo plazmu odebranou aferézou (darcovskou plazmu).
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Plazmu od vSech darcii nebo ze smési je mozné testovat jako jednotlivé vzorky

nebo ve smésich skladajicich se z alikvotnich podili jednotlivych vzorka (20).

Principem testu cobas® TaqScreen DPX je duplexni test urceny pro
simultdnni detekci parvoviru B19 a HAV v jednotlivych vzorcich nebo smésich
plazmy humanniho pvodu. Pouziti technologie s vice barvivy umoznuje

identifikaci kazdého virového cile bez nutnosti dalsiho rozliSovaciho testovani.

Navic diky pouZiti kvantifika¢niho standardu (QS) pfimo zjistitelného dle
mezinarodniho standardu B19 WHO27 nabizi test kvantifikacni hodnotu (v IU/ml)
cile B19. S kazdym vzorkem je extrahovan a amplifikovan QS spolu s vnitfni
kontrolou (IC) (pro cil HAV). Test cobas® TaqScreen DPX pouzivd obecnou
techniku pfipravy nukleové kyseliny na zafizeni cobas® AmpliPrep. DNA
parvoviru B19, RNA HAV, QS a IC jsou amplifikovany a detekovany pomoci
automatizované, v redlném case probihajici polymerazové fetézové reakce (PCR)
na analyzatoru COBAS® TagMan®. Rozliseni virového cile, QS a IC se dosahuje
pouzitim fluorescenéné znacenych sond, které jsou detekovany v oddélenych

kanalech analyzatoru cobas® TagMan® (20).

Pro sniZeni potencidlni kontaminace jiz amplifikovanym materidlem
(amplikon) zahrnuje test enzym AmpErase (enzym uracil-N-glykosylazy).
Vysetteni HAV NAT, B19 NAT je provadéno pfi kazdém odbéru plné krve i
plazmy (kazdé odebrané heterologni transfuzni jednotky), vrdmci prevence

prenosu hepatitidy typu A a parvoviru B19 (20).

Automaticka pfiprava vzorkd pomoci zafizeni cobas® AmpliPrep

Simultdnné se zpracovavaji nukleové kyseliny ze vzorkti a pridané
molekuly IC Armored HAV RNA a molekuly B19V QS DNA zapouzdfené v obalu
lambda (které slouzi jako kontroly pro pfipravu a amplifikaci/detekci/kvantifikaci
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vzorki). Test cobas® TaqScreen DPX obsahuje cinidla, ktera provadi pét
sekvencnich krokt na zafizeni cobas® AmpliPrep. Roztok proteinazy rozpousti
proteiny k podpofe Stépeni, deaktivuje nukledzy a usnadniuje uvolnéni RNA a
DNA z virovych c¢astic. Pfidani ¢inidla pro lyzu ke vzorku ma za diisledek stépeni
virti a aktivaci nukledzy diky denaturaci proteinti. Dochdzi k uvolnovani RNA a
DNA a zaroven ochrané pied nukledzami. Uvolnéné nukleové kyseliny se vaZzi na

rosolovy povrch pridanych magnetickych sklenénych ¢astic. To se d&je hlavné diky
¢istému kladnému naboji na povrchu sklenénych castic a ¢istému zdpornému
naboji nukleovych kyselin za koncentrace chaotropni soli a iontové sily Stépici
reakce. Promyvaci cinidlo odstrariuje nenavazané latky a nedistoty, jako jsou
denaturované bilkoviny, bunéény odpad a potencialni PCR inhibitory (naptiklad
hemoglobin, atd.) a snizuje koncentraci soli. Vy¢isténé nukleové kyseliny se uvolni

z magnetickych sklenénych ¢astic pfi zvySené teploté elu¢nim pufrem (30).

Automaticka amplifikace a detekce nukleové kyseliny pomoci analyzatoru
cobas® TagMan®

Po izolaci vy¢isténych nukleovych kyselin z lidské plazmy béhem
automatické pripravy vzorku se pouziva cobas® TaqScreen DPX Master Mix
(MMX) pro amplifikaci a detekci RNA HAV a RNA IC a amplifikaci a kvantifikaci
DNA B19V a DNA QS. Po aktivaci umoZznuje cobas® TaqScreen DPX Master Mix
reverzni transkripci (pro cilové RNA) pfidavkem octanu manganatého, po které
nasleduje PCR amplifikace vysoce chranénych oblasti RNA HAV, RNA IC, DNA
B19V a DNA QS pomoci specifickych primerti. Amplikony se detekuji hybridizaci
specifickych oligonukleotidovych sond. Amplifikace, hybridizace a detekce

probihaji soucasné (30).

Reverzni transkripce a PCR amplifikace
Reverzni transkripce a amplifikace se provadi pomoci termostabilniho
rekombinantniho enzymu, Z05 DNA Polymerazy. Za pritomnosti manganu

(Mn2+), vykazuje Z05 DNA Polymeraza reverzni transkriptazu a polymerazové
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aktivity DNA. Diky tomu mtiZe reverzni transkripce a PCR amplifikace probihat
v téZe reakéni smési. Béhem PCR amplifikace dochdzi pri cyklovani ve stfidavé
vysoké teploté k denaturaci cilového a IC/QS amplikonu a vznika jednofetézcova
DNA. Z05 DNA Polymerdza prodluzuje napojené primery podél cilovych
templatt a vytvari dvouretézcovou DNA (amplikon). Tento proces se nékolikrat
opakuje a v kazdém cyklu se zdvojnasobuje mnozstvi amplikonu. Amplifikace
probihd pouze v oblasti cilovych genomli mezi primery; vSechny genomy

amplifikovany nejsou (37).

Prevence kontaminace pfi pfenosu

Kontaminaci amplikony pfi pfenosu je zabranéno pouzZitim enzymu
AmpkErase (uracil-N-glykosylazy) a deoxyuridin-trifosfatu (dUTP). Deoxyuridin se
v pfirodni DNA nevyskytuje, ale v amplikonu je vzdy pfitomen vzhledem k tomu,
Ze se v Master Mixu pouzivd jako jeden dNTP smeés deoxiuridintrifosfatu s
thymidintrifosfaitem. Proto pouze amplikon obsahuje deoxyuridin. Enzym
AmpErase rozpoznava a katalyzuje destrukci vldken DNA obsahujicich
deoxyuridin28 rozevienim deoxyribozového fetézce v poloze C1, ¢imz se DNA
stava neamplifikovatelnou. DNA obsahujici deoxythymidin nebo RNA obsahujici
ribouridin29,30 neni ovlivnénd. Béhem pocatecniho kroku reverzni transkripce
enzym AmpErase katalyzuje rozstépeni prenosového amplikonu v misté
deoxyuridinového zbytku. Enzym AmpkErase je neaktivni po delsi dobu, jakmile je

vystaven teplotdm nad 55 °C, a proto nerozkldda nové vznikly cilovy amplikon.

Detekce produktt PCR31, 32

Test cobas® TaqScreen DPX MMX obsahuje detekéni sondy specifické pro
nukleovou kyselinu HAV, IC, B19V nebo QS. Kazda detekéni sonda je oznacena

1) jednim ze ¢tyf oznamovacich fluorescencnich barviv a

2) dal$im barvivem, které je tlumici.
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Kazdé specifické oznamovaci barvivo je asociovano s odpovidajicim cilem a
méfeno pri definované vinové délce. Ve vSech sondach se pouziva jeden typ
tlumiciho barviva. Tento systém umozZnuje detekci vSech amplifikovanych ciléi pfi
riznych vinovych délkach. Pfed zacatkem PCR amplifikace jsou sondy intaktni a
oznamovaci fluorescenéni barvivo je potlaceno tlumicim barvivem kvuli vlivu
Forsterova pfenosu energie. Béhem PCR amplifikace sonda hybridizuje na
specifické jednovldknové fetézce DNA a ve stejnou chvili, kdy nastava
amplifikace, jsou rozstépeny 5' az 3' nukledzovou aktivitou Z05 DNA polymerazy.
Jakmile jsou oznamovaci a tlumici barviva timto Stépenim oddélena, dojde k
odmaskovani fluorescencni aktivity oznamovaciho barviva. U kazdého PCR cyklu
jsou generovana zvysSena mnozstvi rozstépenych sond a kumulativni signal
oznamovaciho barviva se postupné zvysuje. Detekce PCR produktti v redlném case
je provadéna nezavislym méfenim fluorescence uvolnénych oznamovacich barviv,

které predstavuji virové cile a dale IC a QS (37).

Rizeni dat pomoci softwaru PDM

Software Roche PDM umozZnuje uZivateli prohlizet a vytvaret hlaSeni
vysledku. Software Roche PDM oznacuje vysledky testu cobas® TaqScreen DPX
jako nereaktivni, reaktivni nebo neplatné na cil HAV a < mez, > mez nebo neplatné
na cil BI9V. Kromé vybirani a prohlizeni vysledkti PCR umoznuje software Roche
PDM obsluze tisknout zpravy, hledat vysledky, pfijimat vysledky darcti a jako
volitelné i odesilat vysledky do LIS (37).

Pracovni postup:
Pouzité pooly:

1. Metoda MPX ( pool 96 nebo minipool 1)
2. Metoda DPX (pool 480 nebo minipool 1)
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Principem poolovani je tzv.alikvotace plasmy darcti., kdy napf. u poolu 96 je
pouzito 96 plasem darcti v jedné PCR zkumavce, ktera je nasledné vySetfovana

jako tzv.pool.

Hodnoceni

— Vysledky vzorkli jsou platné, pouze pokud je platnd celd davka, ktera je
obsahuje. U kazdého vzorku jsou méfeny dva parametry, jeden pro cilovy virus
a druhy pro vnitini kontrolu.

— Konecné vysledky testu cobas® TaqScreen MPX v2.0 a DPX jsou vykazovany

pomoci PDM softwaru nasledovné: (30)

Stav Vyznam

Complete Darce je nereaktivni u testovaného analytu().

Non-Reactive

Complete Darce je reaktivni u testovaného analytu(i).

Reactive

Complete Doba zivotnosti vzorku darce vyprsela pred pridélenim
Unresolved stavu reaktivni nebo nereaktivni. U tohoto vzorku darce

nelze na systému provést dodatecné testovani. (30)

Darci vyZadujici dodatecné testovani:

A/ déarcovské pooly, u jejichZ smési je stav ,invalid” nebo individudlni stav vzorku

darce je ,invalid”, maji pfidélen stav , Repeat Needed”

B/ darcovské pooly zahrnuté v reaktivni smési maji stav ,,Resolution Needed” (30).

56



POSTUP PRI ZJISTEN{ JINEHO VYSLEDKU NEZ NEGATIVNIHO

Schématicky postup pri vysetreni (52)

-vyradit darce z evidence na 6

meésicu

Poslat tentyz vzorek
v dostate¢ném objemu do NRL

PCR

NEGATIVNiI POOL POZITIVNI POOL »INVALID“ POOL
(-) vysledek (+) vysledek nejasny vysledek

- Rozpoolovanim sestupnou Fadou se zjisti, jaky
- pFipravek k vzorek je reaktivni nebo invalid.
propusténi i L .
- darce zlistava v 2 X nové PCR — individualni vySetfeni z téhoz daného
evidenci inkriminovaného vzorku krve

PCR - PCR + PCR invalid

- pfipravek k -zlikvidovat pfipravky darce - zablokovat pripravky darce
propusténi z daného odbéru z daného odbéru
- darce z(stava v -fyzicky uschovat plazmu pro event. - vyzadan novy nabér

; i potifebu NRL
evidenci -Look-back hlaseni zpracovateli

plazmy
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NEGATIVNI

l

POKRACOVAT
V DARCOVSTVI

DalSi odbér
mozny po 6
mésicich od
odeslani
vzorku do NRL.

1. Konfirmace v NRL (53)

NEJASNY

POZITIVNI

|

Pozvat darce k odbéru
nového vzorku dle
poZzadavki NRL

|

Darce je pozvan k osobnimu
pohovoru
Je pfedan do péce na
specializované pracovisté
HIaSeni na Oddéleni nemocniéni
hygieny a BOZP UVN
Odebrat kontrolni vzorek dle
pozadavkd NRL

poslat do NRL vzorek
v dostate¢ném objemu

Poznamka:

oznameni vysledku zpracovateli plazmy

Plazma od
darce nebude
jiz nikdy
propousténa
pro frakcionaci.

|

TRVALE VYRADIT
Z DARCOVSTVI
(automaticky prenos do
Narodniho registru
vyfazenych darcd pro HBV,
HCV a HIV)
= TransReg

\

%

2. KONFIRMACE

v NRL

oznameni vysledku zpracovateli plazmy

oznameni vysledku zpracovateli plazmy
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POSTUP U vzorkd, které byly v laboratofi zjiStény jako reaktivni v sekci NAT (54)

(opakované konfirmacni vySetfeni z nového vzorku)

(NRL pro AIDS, NRL pro infekéni hepatitidy, Narodni referencni laboratofe pro zardénky, spalnicky,

parotitidu a parvovirus B19)

!

zaver

NE?ATI\{‘\‘

pred tim
vzorek
neni
reaktivni

o

Darce
muze

pokracovat
v
darcovstvi

- Darce znovu
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4 VYSLEDKY

Vysledky bakalafské prace obsahuji prehled poctu darcd, ktefi byli vysSetfeni
na OHKT vUVN v Praze. Je uveden statisticky piehled poctu jednotlivych
serologickych a NAT vySetfeni za rok 2016 a 2017. Déle je zde zaznamenan prehled
reaktivnich a konfirmované pozitivnich dérct, jak z UVN, tak i z NRL za ty to dva

roky.

Tab. 2 - Pocet jednotlivych vysetieni darcti z UVN za rok 2016

Serologické vysetfeni NAT vysetteni

UVN/2016 HBsAg HCV HIV Syph HBV HCV HIV HAV  PVB19

Leden 1643 1643 1643 1643 1638 1638 1638 1638 1638
Unor 1738 1738 1738 1738 1735 1735 1735 1733 1733
Bfezen 1664 1664 1664 1664 1662 1662 1662 1662 1622
Duben 1722 1722 1722 1722 1720 1720 1720 1720 1720
Kvéten 1730 1730 1730 1730 1731 1731 1731 1731 1731
Cerven 1686 1686 1686 1686 1686 1686 1686 1686 1686
Cervenec 1137 1137 1137 1137 1137 1137 1137 1137 1137
Zari 1755 1755 1755 1755 1326 1326 1326 1326 1326
Rijen 1503 1503 1503 1503 1750 1750 1750 1750 1750
Listopad 1690 1690 1690 1690 1503 1503 1503 1502 1502
Prosinec 1424 1424 1424 1424 1683 1683 1683 1683 1683
Celkem 17692 17692 17692 17692 17571 17571 17571 17568 17 568

Do konce roku 2016 bylo v UVN otestovdno pomoci NAT celkem 17 571 ddrcii krve
a jejich slozek, podrobnéjsi popis nize (12, s. 8-15).
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Tab. 3 - Pfehled déarcti odebranych na riiznych pracovistich CR vysetiené na UVN

Pocet vySetfeni darcii Serologické vysetfeni NAT (HBV, HCV, HIV,

z plazmacenterz CR ~ (HBsAg, HCV, HIV, Syph) HAYV, PV B19)
2016 2017 2016 2017
Leden 64 224 130 420 0 104 515
Unor 71 860 129 660 14 360 104 125
Bfezen 75 164 156 164 75 060 124 495
Duben 75 280 139 484 94 005 108 685
Kvéten 72 856 146 552 90 955 102 635
Cerven 86 504 140 472 105 930 99 390
Cervenec 108 040 120 132 93 800 86 110
Srpen 114 228 122 220 100 740 89 300
Zari 116 600 119 144 102 365 87 410
Rijen 123 572 123 860 103 010 88 340
Listopad 138 668 134 664 111 945 92 040
Prosinec 137 156 122 168 100 785 88 415
Celkem 1184 152 1584 940 992 955 1175 460
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Obr. 11 - Pocet serologického a NAT vySetieni za rok 2016
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Tab. 4 - Podet jednotlivych vysetieni darcti z UVN za rok 2017

Serologické vySetfeni NAT vysSetteni

UVN/2016 HBsAg HCV HIV Syph HBV HCV HIV HAV  PVB19

Leden 1685 1685 1685 1685 1682 1682 1682 1682 1682
Unor 1710 1710 1710 1710 1710 1710 1710 1709 1709
Bfezen 1942 1942 1942 1942 1940 1940 1940 1940 1940
Duben 1452 1452 1452 1452 1453 1453 1453 1453 1453
Kvéten 1669 1669 1669 1669 1669 1669 1669 1669 1669
Cerven 1773 1773 1773 1773 1774 1774 1774 1774 1774
Cervenec 1300 1300 1300 1300 1298 1298 1298 1297 1297
Zari 1767 1767 1767 1767 1766 1766 1766 1766 1766
IV{ijen 1750 1750 1750 1750 1749 1749 1749 1749 1749
Listopad 1765 1765 1765 1765 1764 1764 1764 1764 1764
Prosinec 1489 1489 1489 1489 1489 1489 1489 1489 1489
Celkem 18302 18302 18302 18302 18294 18294 18294 18292 18292

180000
160000
140000
120000

100000
80000
60000
40000
20000
0

bq,(\ 0{\0 & .y

N PSP SRS,

Pocet Vysetreni

Pocet vySetreni v roce 2017
M Serologické vys.
B NAT
> &

Q Qo Q Q < P\ Q
Q ‘QQ/ x@ < & () /\/’b () )

e
S N Q&
JQQ:‘ @Q’ ")&Q X \,OQ KO"\
© PR

Meésic v roce 2017

Obr. 12 - Pocet serologického a NAT vySetfeni v roce 2017



Tab. 5 - Pocet reaktivnich darcti konfirmovanych v NRL jako pozitivni za rok 2016

Pohlavi

Muzi Zeny Pozitivni konfirmovany

Infekéni nemoc

Reaktivni syfilis 2 3 1 muz
Reaktivni HsAg 1 2 0
Reaktivni a-HCV 3 4 0
Reaktivni HIV1+2,Agp24 7 2 0

Reaktivni parvovirus B19 1 1 muz
Reaktivni HAV 0 0 0

Tab. 6 - Pocet reaktivnich darct konfirmovanych v NRL jako pozitivni za rok 2017

Pohlavi

Muzi Zeny Pozitivni konfirmovany
Infekéni nemoc

Reaktivni syfilis 4 0 1muz
Reaktivni HsAg 1 0 0
Reaktivni a-HCV 8 4 0
Reaktivni HIV1+2,Agp24 9 0 0

Reaktivni parvovirus B19 1 0 1 muz
Reaktivni HAV 0 0 0
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Tab. 7 - Statistika reaktivnich darcti na UVN za rok 2016

Pohlavi Darci
. Pozitivni
. Muzi Zen
Typ reaktivniho y ) ) konfirmovany
Prvodarce Opakovany
onemocnéni
darce
Reaktivni syfilis 2 3 3 2 1 muz
Reaktivni HsAg 1 2 - 3 0
Reaktivni a-HCV 3 4 4 3 0
Reaktivni HIV1+2, 7 2 2 7 0
Agp24
Reaktivni 1 0 - - 1 muz
parvovirus B19
Reaktivni HAV 0 0 - - 0
Tab. 8 - Statistika reaktivnich pacienti na UVN za rok 2017
Pohlavi Darci
. Pozitivni
Typ reaktivniho Muzi Zeny
Prvodirce Opakovany  konfirmovany
onemocnéni
darce
Reaktivni syfilis + 0 1 2 1 muz
Reaktivni HsAg 1 1 - 0
Reaktivni a-HCV 8 4 6 6 0
Reaktivni 9 0 2 7 0
HIV1+2,Agp24
Reaktivni 1 0 - - 1 muz
parvovirus B19
Reaktivni HAV 0 0 - - 0
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Tab. 9 - Podet NAT reactive only vzorkii ze véech pracovist, ktera jsou vysetfovana v UVN

Rok
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5 DISKUZE

Tématem prace je popis vysetfovani infek¢énich markeri u darcti krve na
OHKT v UVN v Praze a problematika s tim spojena véetné statistické analyzy.
V soucasné dobé stdle aktualni téma, které reaguje na to, Ze pretrvavaji rizika
prenosu infekce transfuznimi pfipravky. Dle odhada Svétové zdravotnické
organizace (WHO) se rocné nakazi pres 160 tisic lidi. Jedna se zejména o prenos
HIV a hepatitidy B a C. V Ceské republice se dle vyhlasky 143/2008 Sb. povinné
vysettuji specifické sérologické markery infekce HIV, HBV, HCV a syfilis takto:
anti-HIV1 + anti-HIV2, HIV Ag p24, HbsAg, anti-HCV, protilatky proti ptivodci
syfilis. Tato screeningova vysSetfeni jsou soucasti kritérii pro propusténi

transfuznich pfipravk pro dalsi praci s nimi (48, 49).

V oblasti diagnostiky se objevuje dalsi problém, a to je infekéni nebo také
diagnostické okno. Jednd se o obdobi, kdy uz muze byt pacient nékolik tydnt az
meésict nakazen, ale télo onemocnéni nezaznamend. Tim se prodlouzi i tvorba
protilatek proti pfitomnému viru a detekce je prokazana déle. Pravé tim je infekéni
okno rizikové. Odebrand krev uz muze byt ve stddiu ndkazy infikovana, ale
sérologickeé testy pritomnost infekéniho markeru neprokdzou. Pokud by vSak testy
byly opakovany za nékolik tydnti, je velkd pravdépodobnost, Ze v téle budou
vytvofeny protilatky, které budou detekovatelné a bude tak mozné stanovit
reaktivitu daného infekéniho onemocnéni. V soudasné dobé v3ak existuji
technologie citlivéjsiho testovani krve, metoda nazyvana NAT. Tato metoda
vyuziva detekce pfimo nukleové kyseliny viru a je schopna detekovat onemocnéni
zhruba o mésic drive, tim se zkrati rizikové obdobi infekéniho okna. Pravé metoda
NAT by mohla sniZit pfenos napt. hepatitidy C aZ tfikrat a celkové by se sniZila
pravdépodobnost pfenosu infekce na zdravou populaci. V soucasnosti se
vySetfovani nukleovych kyselin provadi pouze na velmi malém mnozZstvi

pracovist (jedno z nich pravé UVN OHKT). Cilem odborné Spole¢nosti pro krevni

67



transfuzi je prosadit povinné testovani na nukleové kyseliny v Ceské republice a

zafadit toto testovani do legislativy (48, 49, 50).

Molekularné biologické metody, kterymi se zjiStuje pfitomnost nukleové
kyseliny daného viru (Nucleic acid testing — NAT), je v soucasné dobé velmi
prinosnou cestou, jak sniZit infekénost. Znacna cast zemi svéta proto v poslednich
15 letech zavedla k serologickym testim i rutinni vySetfeni NAT. NAT vySetteni
bylo poprvé zavedeno v Némecku v roce 1997. Dnes je celosvétové metodami NAT
testovano 66-70 % darcovské populace. V Evropé jde o 61 % darct, v Asii a Rusku
76 %, v Severni Americe 84 %, v Africe 13 % a v Australii a Oceanii 39 %. Jedna se o
metodu, kterd je ve svété pomérné rozsahld a tvori soucast rutinnich vySetfeni

Pocet a nérist serologického a NAT vysetieni se na pracovisti OHKT UVN
v Praze se kazdym rokem zvySuje. Ve své préci jsem se zabyvala pfehledem
statistiky za rok 2016 a 2017. V roce 2016 zde bylo sérologicky zpracovano mésicné
17 692 vzork, které byly vySetfovany na HBsAg, a-HCV, HIV1+2, Ag p24 a syfilis.
Z toho bylo pét darcti reaktivnich na syfilis a jeden byl skutecné v NRL pro syfilis
S7U v Praze konfirmovan jako pozitivni (3 prvodarci, 2 darci opakované darujici).
Do NRL pro hepatitity SZU v Praze byly dale zaslany vzorky reaktivni na HBV (3
opakovani darci, HCV (4 prvodarci, 3 darci opakovani darci). HIV jako
nejrizikovéjsi infekce nebyla prokdzdna u 9 faleSné reaktivnich vzork( darcti (2
prvodarci a 7 opakované darujicich). PV B19 skuteéné NRL pro zardénky,

spalnicky, parotitidu a parvovirus potvrzen u 1 darce (50, 51).

Co se tyka prevahy pohlavi u téchto onemocnéni, tak v roce 2016
prevazovali zejména Zeny s vyjimkou HIV, kde bylo 7 muzi reaktivnich. Metodou
NAT bylo vysetfeno za rok 2016 17 571 darci na HBV, HCV, HIV, HAV a PVB19.
Jedna se o pocty vysetfeni z center UVN. Jak jsem zmitiovala, v laboratoii jsou
vySetfovany i vzorky znékterych plazmacenter z Ceské republiky. Pocet
serologickych vySetfeni z externich vzorkti byl za rok 2016 1184152, NAT
metodou 992 955 (51).
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Za rok 2017 se pocty vySetfeni zvySily a reaktivity pacienti lehce ubyly. U
syfilisu byli 4 darci reaktivni a ztoho jeden pozitivné konfirmovany. Z téchto
hodnot byl 1 prvodarce. Za tento rok byl u HBsAg pouze jeden novy reaktivni
darce. U a-HCV byl pocet reaktivnich vyssi nez v predchozim roce a to 12, z toho 6
prvodarcti, u HIV stanoveno 9 faleSné pozitivnich vzorkti (2 prvodarci, 7
opakované darujicich). PVB19 byl prokazan u 1 muze. U téchto reaktivit pfevazuje
muzské pohlavi. Za rok 2017 bylo serologickou metodou vysetfeno 18 302 vzorkt
a metodou NAT 18 294. Pocet externich vzorki vySetfenych sérologicky byl
1 584 940 a metodou NAT 1 175 460_(51).

Rozsifené testovani molekuldrné biologickymi metodami je
v kazdém piipadé na misté. Promofenost ceské populace predstavuje pro
obyvatele epidemiologicky a transfuziologicky problém (HEV, PVB19 a dalsi). Co
se tyka rozsahu infekénosti mezi populaci, tak se udava napriklad u hepatitidy C
10 p¥ipadt na 100 tisic obyvatel. Od roku 1988 do konce roku 2015 bylo v Ceské
republice detekovano zhruba 54 HIV pozitivnich darcti krve s vysokym relativnim

poctem HIV pozitivnich osob mezi prvodarci (51).

Odhadované riziko prenosu infekce krevni transfuzi je v CR u virovych
hepatitid 1:300 000, u HIV 1:2 000 000 podanych transfuzi. Toho je dikazem
incident, ktery se stal v roce 2005, kdy byl nakaZen mlady muz HIV nechranénym
intimnim stykem s jinym muzem, HIV pozitivinim. Sérologickymi testy nebylo
mozné HIV detekovat, nebot darce daroval krev brzy po infekci v obdobi
diagnostického okna. Technologie NAT by pfitomnost HIV v jeho krvi prokézala a
nedoslo by tak k vydeji HIV pozitivniho transfuzniho pifipravku. Tento piipad je
uz 13 let stary a stale nedoslo ke zméné v legislativé, aby se NAT mohlo provadét
na vice mistech Ceské republiky a piispét tak ke snizeni rizika pfenosu infekéniho

onemocneéni_(48).
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7 ZAVER

Ve své bakalafské prace jsem se zabyvala problematikou infekénich
onemocnéni. Zabyvala jsem se darcovstvim krve a jejim vySetfenim na oddéleni
hematologie a krevni transftize v UVN v Praze. Toto pracoviété jsem si vybrala
zdavodu jeho zaméfeni na moderni technologie ve vySetfovani infekcnich
markerti, které je na takové arovni, Ze by mohla byt do budoucna prokazatelnym
dtikazem, pro¢ rozsifit serologicka vysetfeni o molekuldrné biologickou metodu

NAT po celé Ceské republice.

Svétova statistick4 data i data z UVN, kterd jsou zde uvedena, potvrzuji, Ze
s pfichodem NAT se pocet nakazenych pacienti mtize snizit diky vcasnému
odhalenim infekce u darce krve. Bohuzel, stdle se nepodarilo iplné vyloudit prenos
infekéntho onemocnéni transfuznim pripravkem, ale jestlize se nabizeji nové a

moderni technologie, které toto riziko mohou snizit, mély by byt vyuzity.

Na OHKT dnes vyuZivaji pro serologické vySetfeni imunochemicky
analyzator cobas® 8000 od spolecnosti Roche sklddajici se ze 6 modulti, které
zvladaji kazdodenni ndpor vzorkt s prehledem. Pro NAT vySetfeni vyuZzivaji
systém cobas® s201, Hamilton® MICROLAB STAR/STARlet IVD, cobas®
AmpliPrep a cobas® TagMan. Vsechny tyto ¢asti vytvareji prostfedi pro praci na
urovni molekuldrné biologické, kdy vyuZzivaji pfimo DNA ¢i RNA viru, a proto
jsou schopny zkratit diagnostické a okno a odhalit tak mnohem dfive pripadné

infekéni onemocnéni.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AIDS - Syndrom ziskané imunodeficience

Anti — HBc - Protilatka proti dfenovému antigenu viru hepatitidy B
Anti — HBe — Protilatka proti e-antigenu viru hepatitidy B

Anti — HBs - Protilatka proti povrchovému antigenu viru hepatitidy B
Anti — HCV - Protilatky proti viru hepatitis C

B19 NAT — Nucleid acid test — B19 lidsky parvovirus

CCK - Cesky cerveny kiiz

CSL JEP — Ceska lékai'ska spole¢nost Jana Evangelisty Purkyné
DNA - Deoxyribonukleova kyselina

EDTA - Kyselina ethylendiamintetraoctova

ELISA - Enzymové imunoanalyzy na pevné fazi

HAV - Virus hepatitidy A

HBYV — Virus hepatitidy B

HCV - Virus hepatitida C

HIV - Virus lidské imunitni nedostatecnosti

HBeAg — e-antigen viru hepatitidy B

HBsAg — Povrchovy antigen hepatitidy B

HBV NAT — Nucleic acid test — hepatitidy B

IgM — Imunoglobulin M

NAT - Nepfimy antiglobulinovy test

NRL - Narodni referen¢ni laboratof

OHKT - Oddéleni hematologie a krevni transfuze

PCR - Polymerazové fetézova reakce

PV B19 — Parvovirus B19

RNA - Ribonukleova kyselina

RIBA - Rekombinantni imunoblotovaci analyza

UVN - Ustfedni vojenska nemocnice
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