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MOLEKULARNA DIJAGNOSTIKA HEPATITISA C

MOLECULAR DIAGNOSIS OF HEPATITIS C INFECTION

Blazenka Grahovac', Ita HadZisejdic'

SAZETAK

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) prepoznala je
hepatitis C kao svjetski problem. Na osnovi procjena iz
godine 1999., 170 milijuna ljudi bilo je kroni¢no infici-
rano hepatitis C virusom (HCV). HCV vodedi je
¢imbenik neizljecivih oboljenja jetre, ukljucujudi karci-
nom jetre. Za otkrice HCV-a godine 1989., zasluzni su
molekularno-bioloski postupci na kojima se zasniva
suvremena dijagnostika hepatitisa C. Dijagnosticki tes-
tovi dijele se na seroloske testove kojima se dokazuju
anti-HCV protutijela, te na molekularne testove kojima
se u inficirane osobe dokazuje, odreduje i obiljezuje
HCV-RNA genom. Kvalitativni molekularni testovi
primjenjuju se za potvrdivanje infekcije, te u kontroli
darivane krvi. Praéenjem broja virusnih kopija, kvanti-
tativni HCV-RNA testovi daju podatke o odgovoru na
antivirusnu terapiju. HCV jest heterogeni virus koji se
na osnovi genomske promjenljivosti svrstava u 6
osnovnih genotipova, te u vise podtipova. HCV geno-
tipizacija bitna je za klinicara, budu¢i da se prema
pojedinome genotipu moze procijeniti odgovor na anti-
virusnu terapiju, a odredivanjem HCV genotipa odabire
se optimalni terapijski postupak vezan uz duljinu raz-
doblja terapije i dozu ribavirina.
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ABSTRACT

The World Health Organization recognized hepatitis C
(HCV) as a global health problem estimated that in
1999, over 170 million people were chronically infected
with HCV. HCV is leading cause of end-stage liver dis-
ease and hepatocellular carcinoma. The discovery of
hepatitis C virus (HCV) in 1989 using molecular biol-
ogy methods has led to the rapid evolution of the field
of HCV diagnostics. Diagnostic tests for HCV can be
divided into serological assays that detect antibody to
HCV and molecular assays that detect, quantify and
characterize HCV-RNA genome within infected patient.
Qualitative molecular nucleic acid tests are used for
confirmation of HCV infection and for screening blood
donation. Quantitative HCV-RNA tests provide prog-
nostic information for monitoring the response to anti-
viral therapy. HCV is heterogeneous virus with six dis-
tinct genotypes and numerous subtypes. HCV genotype
tests are important clinically because they predict most
accurately the chance of antiviral response and are rou-
tinely used for selecting treatment regimens regarding
the duration of interferon therapy and ribavirin dosage.

Key words: hepatitis C virus (HCV), HCV-RNA, HCV

genotypes, molecular diagnostics

UvOD

Hepatitis C prvi je put prepoznat kao zasebna bolest
godine 1975., kada je ustanovljeno da priblizno
90% slucajeva poslijetransfuzijskoga hepatitisa nije
uzrokovano tada poznatim virusima hepatitisa A ili
B. Alter i suradnici bolest su nazvali non-A, non-B
hepatitisom (NANB)"2. Uspjesnim prenosenjem
NANB hepatitisa s inficiranih bolesnika na ¢impan-
ze, stvoren je model za daljnja istrazivanja. Tijekom
godine 1988., Choo i suradnici slozenim su postup-
cima kloniranja iz plazme pokusno inficiranih ¢im-
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panza, uspjeli izolirati virusnu nukleinsku kiselinu?.
Taj postupak bio je prvo uspjesno izoliranje novoga
virusa, bez modela porasta virusa u kulturi tkiva, te
bez potvrde o gradi virusa elektronskim mikrosko-
pom*.

NANSB virus preimenovan je u hepatitis C virus
(HCV). Na osnovi genetskih i virologkih osobitosti,
taj je virus uvrsten u porodicu Flaviviridae, te obu-
hvaca zasebni rod Hepacivirus®.

Prema procjenama Svjetske zdravstvene organiza-
cije (WHO), priblizno 3% svjetskoga stanovnistva,
odnosno priblizno 170 milijuna ljudi, zarazeno je
hepatitis C virusom (HCV). Hepatitis C jest krvlju
prenosiva bolest, i do otkriéa virusa kao etiolosko-
ga agensa zaraznoga hepatitisa, uglavnom je preno-
$en virusom inficiranim transfuzijama, odnosno
krvnim pripravcima®”8.

Pocetkom godine 1993. u Hrvatskoj je uvedeno
obvezno testiranje krvi dobrovoljnih davatelja na
anti-HCV protutijela, i otada su transfuzije kao
uzro¢nik prijenosa HCV-a, epidemioloski gotovo
isklju¢ene. Danas u Hrvatskoj rizik za prijenos
HCV-a krvlju iznosi tek 1:200.000, i to u sluéaju
kada se davatelj krvi nalazi u fazi akutne supklinicke
infekcije, kada se jo$ nisu razvila anti-HVC protu-
tijela (prije serokonverzije)’. Najucestaliji prijenos
infekcije jest unutravensko uzimanje droge, te je
prevalencija infekcije HCV-om medu narkomani-
ma od 48% do 90%"°.

MOLEKULARNE METODE ZA
DOKAZIVAN]JE VIREMIJE

Hepatitis C jest maleni jednolan¢ani RNA virus
promjera 30 nm — 50 nm, s lipidnom ovojnicom.
Genom sadrzi priblizno 9500 nukleotida, s 5°- i 3’-
nekodirajué¢im regijama. Na 5’ kraju nalazi se regija
s priblizno 340 nukleotida, koja pokazuje priblizno
92%-tnu homologiju medu razli¢itim HCV tipo-
vima. Zbog visoke postojanosti, regija je prikladna
za molekularno dokazivanje virusnoga genoma, i
to je uglavnom ciljna regija ve¢ine komercijalnih
testova koji se zasnivaju na analizi virusnoga geno-
ma'"!2. Dokazivanje HCV-RNA zasniva se na kom-
binaciji amplifikacijskih metoda (polimerazna lan-
¢ana reakcija, PCR) i detekcijskih metoda (hibridi-
zacije HCV-specifi¢nim probama obiljezenim kro-
mogenim ili fluorescentnim bojama, koje omogu-
¢uju kvantifikaciju viremije). U primjeni je danas
nekoliko komercijalnih testova koji omogucuju
kvalitativno odredivanje HCV-RNA (kvalitativni
PCR, TMA amplifikacija zasnovana na transkripci-
ji), te kvantitativno odredivanje (kvantitativni
PCR, real-time PCR i bDNA-amplifikacija signala
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vezanog uz DNA). U tablici 1. navedene su indika-
cije, interpretacija, te preporuceni testovi'?.

MOLEKULARNE METODE ZA
UTVRDIVANJE HCV GENOTIPOVA

Hepatitis C virus jest heterogeni virus. Heteroge-

nost je posljedica mutacija koje se dogadaju tije-

kom replikacije virusa. Replikacijski ciklus ovisi o

RNA ovisnoj RNA polimerazi kojoj nedostaje

aktivnost provjere prepisivanja, sto objasnjava viso-

ku razinu zamjene nukleotida i genomsku raznovrs-
nost HCV-a. Udio je spontanih zamjena nukleoti-
da visok, s procijenjenom frekvencijom od 102 do

107 zamjena nukleotida u virusnomu genomu tije-

kom godine dana''. Medu svim poznatim izolati-

ma, HCV genom pokazuje priblizno 70% homo-
lognosti'®. HCV izolati pokazuju genetsku hetero-
genost na Cetirima razinama: genotipovi, suptipovi,

izolati i kvazispecijesi, kao posljedica pogreske u

RNA replikaciji i imunosupresivnoj aktivnosti

domacina u prethodnoj selekciji virusnih klonova

tijekom kroni¢ne HCV infekcije'®. Prema nukleo-
tidnomu sastavu genoma, virus se svrstava u 6 glav-
nih genotipova®.

Za analizu HCV genotipova, primjenjuju se tri
molekularne metode. To su:

— PCR hibridizacijska metoda (INNO-LiPA
HCV II, Bayer, Njemacka), koja se zasniva na
amplifikaciji, te se potom PCR produkt veze
(hibridizira) uz genotip specifi¢ne probe nanese-
ne na posebne trake za testiranje

— PCR restrikcijska metoda koja uklju¢uje PCR,
te nakon toga restrikciju enzimima koji cijepaju
PCR produkt na genotip-specifi¢nim mjestima,
a rezultati se oditavaju nanoSenjem produkata
na agarozni gel obojen etidijevim bromidom i
izlozen u UV svjetlu

— sekvencijska metoda koja je takozvani zlatni
standard, kojom se odreduje nukleotidni slijed
PCR produkta, te se primjenjuje u odredivanju
genotipova, a manje u rutinskomu radu

KLASIFIKACIJA HCV GENOTIPOVA

Simmondsov opéeprihvadeni klasifikacijski sustav za
HCV genotipove, zasniva se na nukleotidnoj homo-
lognosti u bar dvjema regijama, $to je potvrdeno i
filogenetskim stablom'*">. HCV je razvrstan u Sest
glavnih genotipova, te na niz podtipova. Glavni
genotipovi oznacdeni su arapskim brojevima od 1 do
6, a podtipovi malim slovima a, b, c... Dvije se regije
uglavnom koriste za odredivanje genotipova, i to 5’
nekodirajuca regija, te NS-5 regija virusa.
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Tablica 1. Preporuke za testiranje HCV-RNA*

Table 1 Recommendations for HCV-RNA testing®
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Klini¢ki pokazatelji

Preporuceni test

Tumacenja i primjedbe

Suspektna akutna
infekcija

Kvalitativni PCR ili
real-time PCR

* Provjeriti HCV-RNA i anti-HCV protutijela 4-6 tjedana

nakon infekcijom virusom
e Provjeriti HCV-RNA izmedu 8. i 12. tjedna; ako je nalaz

pozitivan, razmotriti terapiju

* Provjeriti HCV-RNA i anti-HCV protutijela 4-6 mjeseci

nakon infekcije virusom

Suspektna kroni¢na
infekcija

Anti-HCV protutijela
pozitivna

Kvalitativni PCR ili
real-time PCR

* HCV-RNA pozitivan: bolesnik kroni¢no inficiran
e HCV-RNA negativan: bolesnik najvjerojatnije nije

inficiran, ali je moguca i intermitentna viremija niske
razine. Ponoviti HCV-RNA test za 6-12 mjeseci

Anti-HCV protutijela
negativna, neobjasnjena
jetrena bolest, ili
imunokompromitirani

bolesnik

Kvalitativni PCR ili
real-time PCR

* HCV-RNA pozitivan: bolesnik kroni¢no inficiran, izuzev
ako akutnu HCV infekciju ne podrzava klinicka slika

* HCV-RNA negativan: bolesnik vjerojatno nije inficiran, ali
je moguda i intermitentna viremija niske razine. Ponoviti

HCV-RNA test za 6-12 mjeseci.

Anti-HCV protutijela
i HCV-RNA pozitivni,

potrebna je terapija

Kvantitativni test
(kvantitativni PCR,
bDNA ili real-time
PCR

* Vise od 800.000 IU/ml visok je nalaz i teze se lijeci

* Preporuceno koriStenje uvijek istoga kvantitativnoga testa.
Odrediti razinu viremije prije terapije, te izmedu 4. i 12.
tjedna provjeriti terapijski odgovor.

Rodeno dijete HCV-
-RNA pozitivne majke;
dijete pozitivno na
anti-HCV 18 mjeseci
nakon rodenja

Kvalitativni PCR ili
real-time PCR

* HCV-RNA pozitivan: bolesnik kroni¢no inficiran

* HCV-RNA negativan: bolesnik vjerojatno nije inficiran, ali
je moguda i intermitentna viremija niske razine. Ponoviti

HCV-RNA test za 6-12 mjeseci.

* Preporuke preuzete iz rada Scott, i sur. 2007.
* Recommendations taken from Scott, i sur. 2007.

Rasprostranjenost HCV' genotipova u svijetu,
ustanovljena je na osnovi ispitivanja dobrovoljnih
davatelja krvi u razli¢itim zemljama'®'>1¢1718 Poda-
ci o rasprostranjenosti HCV genotipova ukazuju
na virusno podrijetlo, na migracije stanovnistva, te
na putove prijenosa bolesti, ali ujedno daju podat-
ke vazne za proucavanje virusne replikacije, za tijek
bolesti, antivirusnu terapiju, te za razvoj cjepi-
va'®!. Dok su pojedini HCV genotipovi (1a, 1b,
2a, 2b) rasprostranjeni $irom svijeta, genotipovi 5a
i 6a nalaze se jedino u odredenim podrudjima.
HCV genotip 1 uzrokuje 40% — 80% svih infekci-
ja HCV-om u Sjevernoj i Juznoj Americi, Europi i
u ve¢em dijelu Azije. Dok se genotip 2 nalazi se na
istim podrué¢jima, ali s manjom prevalencijom,
genotip 3 prevladava u Indiji, Pakistanu i na Taj-
landu, a genotip 4 prevladava u Africi ( Zair i Egi-
pat), te na Srednjem istoku. Genotip 5 naden je
uglavnom u Juznoj Africi, a tip 6 u Aziji ( Hong
Kong, Makao i Vijetnam)'*'5.
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Istrazivanja provedena u razdoblju 1998. —
2000., pokazala su da je najées¢i genotip u Hrvat-
skoj 1b, zastupljen u 42% bolesnika s kroni¢nim
hepatitisom C, te u 67% anti-HCV pozitivnih
dobrovoljnih davatelja krvi'”'®. Drugi je po ucesta-
losti genotip 3a, s 27,8% zastupljenosti u bolesni-
ka, te s 11,6% u dobrovoljnih davatelja krvi, pri
¢emu valja istaknuti da je ve¢inom zastupljen u
skupini narkomana mlade dobi koji uzimaju drogu
unutarvenski'’. Na podrudju Hrvatske, u manjem
su postotku ustanovljeni takoder HCV genotipovi
la, 2c i 4718,

MOLEKULARNE METODE U PRACEN]JU
UCINKA INTERFERONSKE TERAPIJE

Terapija izbora za lijecenje hepatitisa C, jest kom-
binirana terapija pegiliranim interferonom i ribavi-
rinom*. Molekularne metode omogudile su izrav-
no praéenje ucinka interferonske terapije. Uspjes-
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nost terapije procjenjuje se na osnovi negativnoga
nalaza HCV-RNA u perifernoj krvi, 6 mjeseci
nakon zavr$etka terapije. Prema tom kriteriju, uz
kombiniranu terapiju pegiliranim interferonom i
ribavirinom, u prosjeku uspjesno je zalije¢eno 55%
bolesnika, pri ¢emu je uspjesnost terapije 45% u
bolesnika s infekcijom genotipom 1, a uspjesnost
terapije u bolesnika s genotipovima 2 i 3 cak je
80%. Prema prihva¢enim algoritmima lijedenja
hepatitisa C, za genotipove 2 i 3 preporucuje se
terapija interferonom u trajanju od 6 mjeseci, a za
genotipove 1, 4, 5 i 6 preporucuje se terapija
tijekom 12 mjeseci?®*'.

Nalaz HCV-RNA u krvi, osjetljiviji je pokazatelj
vra¢anja bolesti nakon zavrSetka interferonske
terapije, negoli je to povisenje vrijednosti ALT-a.
Negativni nalaz HCV-RNA nije uvijek i znak
nestanka virusa, buduéi da virus moze opstati u
jetri, u mononuklearima periferne krvi, ili u plazmi,
kada je razina viremije ispod granica otkrivanja
primijenjenim postupkom?’. Preduvjet za bolji
terapijski odgovor jesu niza razina viremije prije
pocetka terapije, svi genotipovi izuzev genotipa 1,
kra¢e trajanje bolesti, manje osteéena jetra, te
mlada Zivotna dob**?'.

ZAKLJUCAK

Osnovna dijagnostika virusnih hepatitisa zasniva
se na trima vrstama laboratorijskih testova?>23%4,
Za diferencijalnu dijagnozu dovoljan je uzorak od
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10 ml periferne krvi, koji se uzima iz lakatne
vene.

1. Ustaljeni laboratorijski testovi funkcije jetre

Provodi se odredivanje jetrenih enzima aminotran-
sferaza, napose alanin-aminotransferaze (ALT) i
bilirubina, te ostalih jetrenih enzima. Odreduju se
pokazatelji upalnoga procesa u jetri: gama-gluta-
miltransferaze (GGT) i alkalne fosfataze (AF).
Kada se u nalazu pojave patoloske, povisene vrijed-
nosti, postavlja se sumnja na hepatitis, te se provo-
de daljnji testovi.

2. Seroloski testovi

Na osnovi serologkih testova, utvrduje se o komu
se virusnome hepatitisu radi, te se procjenjuje je li
hepatitis akutan ili kroni¢an. Seroloski testovi pri-
padaju skupini imunoloskih testova. Testni je rea-
gens jedan virusni antigen-dio virusnih proteina
(najéesée ovojnice, ili proteinske jezgre virusa koji
su umjetno proizvedeni), ili vise tih dijelova koji
kada se izloze serumu bolesnika vezu specifi¢na
protutijela iz seruma. U sljede¢em koraku testa,
sklop antigen — antitijelo dokazuje se jednim od
ustaljenih postupaka. Na osnovi seroloskih testova
moze se dokazati radi li se o hepatitisu A, B, C, D,
ili E, te jednako tako na osnovi vrste protutijela u
serumu bolesnika, moze se razluditi akutna infekci-
ja od kroni¢ne infekcije. Medutim, ti testovi imaju
bitni nedostatak — specifi¢na protutijela pojavljuju

Tablica 2. Dijagnostika hepatitisa C i preporuc¢ena primjena u klinici
Table 2 Hepatitis C diagnostics and recommended clinical implementation

Vrsta testa Primjena

HCV-protutijela,
imunoenzimski test (EIA)

Test probira za dokazivanje akutnoga i kroni¢noga hepatitisa C

HCV-protutijela, rekombinantni
imunoblot test (RIBA)

Potvrdni test za pozitivne nalaze EIA testova, kojim se odreduju tri vrste
nalaza: pozitivan, negativan, neodredeni nalaz

HCYV genotipizacija °

Predvida tijek i uspje$nost terapijskoga odgovora

e Odreduje trajanje terapije

HCV-RNA, kvalitativna analiza °

Otkriva akutnu infekciju prije serokonverzije (prije pojave
HCV-protutijela), 2-3 tjedna nakon infekcije virusom

e DPotvrduje dijagnozu u imunosuprimiranih bolesnika
e Rjesava neodredeni RIBA test
e Razlikuje aktivne i prosle infekcije

e Dokazuje tijek infekcije pra¢enjem viremije

HCV-RNA, kvantitativni test °

Predvida odgovor na antivirusnu terapiju

e Razlikuje nepostojanje terapijskoga odgovora od djelomi¢noga odgovora
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se s odgodom od nekoliko tjedana do nekoliko
mjeseci. Ta se pojava naziva serokonverzijom, a vri-
jeme od infekcije do pojave protutijela, naziva se
dijagnostickim prozorom (engl. window period), i
to je razdoblje kada je krv nositelja virusa vjerojat-
no zarazna®. Dijagnosticki prozor odgovoran je za
jos uvijek prisutan rizik prijenosa hepatitisa C
dobivanjem zarazene, ali anti-HCV negativne krvi,
stoga se govori o ostatnomu riziku prijenosa virusa
krvlju, sto u Hrvatskoj iznosi priblizno 1:200.000°.
Za hepatitis C virus prosjecno trajanje dijagnosti¢-
koga prozora iznosi 3 mjeseca — 6 mjeseci. Vilo
rijetko, u pojedinih se bolesnika uopée ne razvije
imunoloski odgovor, pa je HCV infekcija bez anti-
HCV prisutnih protutijela.

3. Molekularni testovi za dokazivanje HCV viremije

Da bi se dijagnosticki prozor skratio, a time i rizik za
prijenos infekcije, uvedene su molekularno-bioloske
metode koje se zasnivaju na dokazivanju dijelova
virusnoga genoma u perifernoj krvi (viremija, HCV-
RNA). Bududi da se tim postupcima viremija moze
otkriti ve¢ 15 do 20 dana nakon infekcije, bitno je
smanjen rizik prenoSenja virusa transfuzijom. Od
godine 1999., u vedini zemalja Europske Unije
(uklju¢ujudi Sloveniju) postupno je uvedeno obve-
zno testiranje krvi dobrovoljnih davatelja na HCV-
RNA, molekularnim NAT metodama (engl. Nucleic
acid test). U klinickoj dijagnostici primjenjuje se
veéi broj molekularnih metoda za koje je vazno da
su standardizirane, te da su dobile certifikat ustano-
va zaduzenih za odobravanje dijagnosti¢kih testo-
va'>?. Ti se postupci zasnivaju na nacelima amplifi-
kacijske metode (PCR metode) i hibridizacijske
metode. Podatke koje tim metodama dobivamo,
jesu dokazivanje viremije (pozitivna HCV-RNA),
odredivanje broja virusnih cestica u odredenome
volumenu krvi (vazno za procjenu uspjesnosti pro-
tuvirusne terapije interferonom), te odredivanje
genotipa virusa (la i 1b, 2a, 2b, 2¢, 3a, 4, 5, 6), $to
je bitno za planiranje duljine terapije i predvidanje
brzine i uspjesnosti odgovora na interferonsku tera-
piju.
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