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1. UVOD

Virové hepatitidy jsou zdvaznym zdravotnickym problémem - akutni i chronické
formy jsou pfi¢inou vyznamné morbidity a mortality u nds 1 ve svété. V celosvétovém
méfitku jsou akutni virové hepatitidy nejcastéjSim jaternim onemocnénim a jsou pfic¢inou
umrti 1-2 miliéont osob ro¢né. Nekteré viry zpusobuji chronickou hepatitidu, jejimz
nasledkem pak mohou byt jaterni cirh6za a hepatocelularni karcinom. I pies pokrok
Vv diagnostice a terapii umira na nasledky chronickych forem ro¢né dalSich n€kolik miliént
osob. Nemocni lidé jsou c¢asto zdrojem ndkazy pro své okoli, zdravotnicky personal
nevyjimaje. Ro¢né je v nasi republice hlaSeno asi 1300 novych piipadii virovych hepatitid
A, B a C, z tohoto poctu pfipadd vice nez 800 piipadi na hepatitidu typu C (tab. 1).
Vzhledem Kk prubéhu onemocnéni virovou hepatitidou typu C lze vSak predpokladat,
ze celkovy pocet je jesté vyssi, protoze tfada pifipadi unikd spravné diagnoze. Neméné
dalezité jsou i ekonomické ztraty spojené s pracovni neschopnosti, 1é¢bou 1 eventualni
invalidizaci. Virové hepatitidy predstavuji velmi zavazny zdravotnicky problém, ktery

se tyka také nasi republiky (Husa, 2007).

Tab. 1 - Pocet hlagenych ptipad virovych hepatitid (VH) v Ceské republice v letech
1996 - 2006 (Husa, 2007)

1996 | 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006

VHA |2083|1195|904 |933 (614 |325 |127 |114 |70 |322 |132

VHB | 680 |564 |575 |363 |604 |457 |413 |370 |392 |361 |307

VHC | 279 |273 |448 |634 [637 |798 |858 |846 |868 [839 |1022

VHE |1 5 17 |5 12 |13 |12 |21 |36 |37 |35




2. CILE BAKALARSKE PRACE

Cilem této bakalaiské prace je vytvorit prehled laboratorni diagnostiky jednotlivych
typa virovych hepatitid. Prace nabizi ptehled hepatitid, zafazenych do dvou skupin, podle
prubéhu onemocnéni na akutni a chronické. Popisuje virus, ale pfedevsim vytvati piehled
stanovovanych markert, jejich prubéh a vzdjemné prolinani se béhem onemocnéni. Déle
se zminuje o metodach sérologickych a molekularné genetickych, které se v soucasné dobé
pouzivaji pii stanovovani jednotlivych typt hepatitid. Prace stru¢né€ popisuje principy
a zminuje se o hodnotach, pfi kterych je stanovovany vzorek bran jako reaktivni, tudiz
infekéni. Mimo jiné nabizi pfehled pouzivanych antivirovych preparatd, které se uplatiuji
pfi prevenci a 1écbg, dosud vSak zndmé jen u hepatitid A, B, C. Okrajové se zminuje

0 ucincich a moznostech kombinace preparatu.



3. VIROVE HEPATITIDY

Virové hepatitidy tvofi samostatnou skupinu infekci, vyvolanou nékolika pivodci.
Znamena to, Ze se jednd o riizna onemocnéni, i kdyz s podobnym klinickym obrazem
(f]. s podobnymi piiznaky). Vzity nazev "Zloutenka" (ikterus) vychazi z castého
pravodniho ptiznaku, tj. zlutého zbarveni klize a sliznic, zpisobené¢ho zlucovym barvivem
bilirubinem. Pfi¢iny Zloutenky jsou riizné, ale v pfipadé¢ virovych hepatitid se jedna
0 difuzni zénétlivé — nekrotickd poSkozeni jater. Podle pribéhu onemocnéni rozliSujeme
virové hepatitidy na akutni (A, B, C, D, E, G) a chronické (B, C, D) (Ehrmann a kol.,
2003).

3.1. AKUTNI VIROVA HEPATITIDA A

Virus hepatitidy A je maly neobaleny RNA virus o priméru 27-33 nm. Jde
0 prototypovy virus rodu Hepatovirus ¢eledi Picornaviridae. K ptenosu infekce dochazi
fekalné-oralni cestou. V pribchu inkubace, kterd trva 15-45 dnd, je virus prokazatelny
ve stolici a 14 dni pfed nastupem klinickych pfiznakt i v krvi pacienta. Virus se ziejmeé
nejprve replikuje v travicim traktu a pak teprve pronika k jaternim bunikam, kde se pomalu
mnozi v cytoplazmé hepatocytii. Replikace je provdzena vakuolizaci a degeneraci
infikovanych bunék a difuzni zanétlivou reakci. Chronicka hepatitida A s perzistenci viru
v organismu dosud nebyla popséana. Existuje vSak i netypicky protrahovany priibéh. Virova
hepatitida A se vyskytuje nacelém svété, vyssi vyskyty jsou v zemich s nizkym
hygienickym standardem. Ceska republika patii mezi zemé s relativné nizkym vyskytem
(tab. 1) (Husa, 2005).

Capsid

Single-Stranded RNA

Obr. 1 — Virus hepatitidy A (Anonym, 2004)



Hepatitida A je spontanné odeznivajici onemocnéni, ¢asto bez klinicky zjevnych
pfiznakl, zejména u déti. Protoze symptomatickou virovou infekci hepatitidy A (HAV)
nelze vzdy z klinického hlediska rozpoznat od virové infekce hepatitidy B nebo C,
je testovani vzorki séra dulezitym prostiedkem ke zjisténi spravné diagnozy. Béhem
akutniho stadia infekce HAV se v séru pacienta objevi protilatky proti viru hepatitidy A
ttidy IgM, které jsou témet vzdy detekovatelné pti nastupu symptoma (Husa, 2005).

Protilatky anti-HAV IgM v séru jsou relativné dostupnym testem pro diagndzu.
Vzestup protilatek vrcholi mezi 21. az 30. dnem onemocnéni, pozitivita pietrvava 2-4
mesice. Asi u 10-14 % pacientii pretrvava 6-7 mésicli. V pribé¢hu 12 mésici klesne
na nedetekovatelnou uroven. Koncentrace IgG rovnéz rychle stoupa a ve dvou tretinach
pfipadi dosahuje maxima kolem 80. dne onemocnéni. Pozitivita anti-HAV IgG pfetrvava
dlouho, mnohdy celoZivotng. Priikazem antigenu HAV ve stolici nebo jaterni tkani
je mozno rozpoznat kontaktem infikované osoby jest¢ pied klinickymi projevy
onemocnéni. VyluCovani viru svéd¢i o infekci pacienta. Pozitivita se objevuje 1-2 tydny
po zacatku infekce a miize trvat velmi kratce. Pfi zacatku klinickych projevii byva
pozitivita testu uz jen u 50 % piipadt (Masopust, 1998).

Mimo klinicky nélez je pro diagnézu typickd vysokd aktivita ALT a AST,
pfi cholestatické formé je zvysena aktivita ALP a GGT. Casté je zvyseni sérového Zeleza.
V krevnim obraze je lymfocyt6za (Ehrmann a kol., 2003).

Zavaznost onemocnéni zavisi na véku, ve kterém se ¢lovék timto virem infikuje.
Toplati také o vyskytu ikteru. Ikterus byva u HAV casto velmi vyrazny, ale ztidka
pretrvava déle nez 2 az 4 tydny. V piipadé relapsu HAV dochazi vétSinou jen k elevaci

aminotransferaz a hladiny bilirubinu zistavaji v mezich normy (Ehrmann a kol., 2003).
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Obr. 2 — Sérologické markery virové hepatitidy A (Anonym, 2004)



3.2. AKUTNI VIROVA HEPATITIDA B

[ 24

soucasnosti, a to ptfedevsim v rozvojovych zemich svéta. Odhaduje se, ze se béhem svého
zivota nakazi vice nez 2 miliardy osob virem HBV, a Ze v soucasnosti je chronicky
infikovano 350-400 miliont lidi (nejvétsi poet z nich Zije v Cing, Brazilii a Koreji).

Virus hepatitidy B je maly obaleny DNA virus o priméru 42 nm. Patfi do celedi
Hepadnaviridae. Virus se pienasi piedev§$im krvi, ale je piitomen i ve spermatu,
vaginalnich sekretech a v malé koncentraci i ve slindch a moci. Inkubac¢ni doba je 30-180
dni, vétSinou 2-3 mésice. Replikuje se pomoci reverzni transkripce. Je vSeobecné zndm
jako Daneova c¢astice. Strukturdlné se d€li na cast diefiovou (nukleokapsidu) a obal. Obal
obsahuje predevsim povrchovy (surface) antigen HBsAg, zndmy jako ,,australsky* antigen
a dale glykoproteiny, proteiny a lipidy. Soucasti nukleokapsidy je nukleova kyselina HBV
DNA. Struktura DNA je dvouvldknova, cirkuldrni s jednovldknovym usekem, ktery
obsahuje 600-2100 nukleotidi. Celkem se genom HBV sklada asi z 3200 nukleotidl
a predstavuje tak nejmensi genom ze zndmych DNA viri. Ddle nukleokapsida obsahuje
drenovy (core) antigen HBcAg a dal$i antigen nazyvany ,,e“ HBeAg, ktery je proteinovou
podjednotkou dfen¢ a dale nejdilezitéjsi virovy enzym DNA-polymerdzum

(Husa,05;Stransky, 2001).

= DNA
5 Polymerase

Double N
Stranded DNA %

Obr. 3 — Virus hepatitidy B (Anonym, 2005)

Po infekci virem hepatitidy B nastava po ur¢ité dob€ pomnozeni viru v jatrech
(replikace virové DNA). V té dobé lze v jatrech prokazat HBcAg. Proteinovy obal viru
se tvofi v endoplasmatickém retikulu a spolu s materialem HBcAg dava kompletni virové

Castice, které lze prokéazat v elektronovém mikroskopu jako Daneova ¢astice. Nadbyte¢na

10



tvorba proteinového obalu vede k vylu¢ovani HBsAg do krevni cirkulace a stava se tak
markerem infekce virem. HBcAg zGstava v jatrech, do krevniho ob&éhu neni vylucovan.
HBsAg obsahuje 3 rtizné virové proteiny a lipidy hostitelského piivodu. Proteiny jsou
produkty translace jediného genu a lisi se pouze mistem, ze které¢ho byl pfepis nastartovan.
Jsou oznacovany pismeny S, M, L. HBs obsahuje vSem kmentiim HBV spole¢nou antigenni
determinantu ,,a“ s alelovymi pary ,,d-y* a ,,w-r“. To je podkladem 4 antigennich subtypu:
adw, adr, ayw, ayr. Jejich ur¢eni mé epidemiologicky vyznam (Masopust, 1998).

Genom HBV obsahuje ctyfi geny, které koduji antigeny HBV, a to gen P, ktery
kéduje DNA polymerazu a obkruzuje vétSinu virového genomu, gen S, ktery koduje
HBsAg, jehoz usek pre-S1 se podili na rozpoznani viru receptory hepatocytu, gen C, ktery
koduje HBcAg, HBeAg a gen X, ktery ptsobi jako aktivator virové transkripce (Stransky,
2001).

Jednotlivé geny se vzajemné Casteéné prekryvaji. Tyto Ctyfi geny tvori kodujici
useky bez stop kodontl, nazyvanych oteviené ¢teci ramecky (open reading frames, ORF).
VSechny c¢tyfi ORF jsou na vldknu minus DNA, které je kompletni a koduje mRNA
pro odpovidajici proteiny HBc, HBe, pol, HBs a X. Vldkno plus je zpravidla inkompletni
(Masopust, 1998).

Obdobi replikace viru v hepatocytech je charakterizovano piitomnosti HBsAg,
HBeAg, VHB-DNA a DNA-polymerasy (markery replikace). Z hlediska organismu
pacienta mizeme rozliSit dvé varianty tohoto stadia:

a) imunoeliminaci, pfi niz cytotoxické lymfocyty rozpoznavaji infikované hepatocyty

(t. ty, které exprimuji na své membran¢ HBsAg) a navozuji jejich lyzu,

coz Se projevuje zvySenim hladiny nitrobuné¢nych enzymd v cirkulaci,

b) imunotoleranci, kdy lymfocyty (z dosud nejasnych davodi) nejsou schopny
rozpoznat ¢i lyzovat infikované hepatocyty, takze zvySeni enzymu v Krvi

se neobjevi (Masopust, 1998).

Sérologicka diagnostika VHB je pomérné¢ komplikovana, protoze se sleduje
pfitomnost fady virovych antigent a protilatek proti nim.

Metody na stanoveni antigenu HBsAg se pouzivaji ke screeningovému vySetieni
krve a krevnich derivata s cilem piedejit pfenosu viru hepatitidy B (HBV) na pfijemce.
Testy se bézné pouZivaji ke stanoveni diagndézy pii podezieni na infekci HBV

a k monitorovani stavu infikovanych jedinct, tj. zda infekce u pacienta odeznéla nebo zda
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se pacient stal chronickym nosi¢em viru. Dale se tato metody pouzivaji k vyhodnoceni
ucinnosti podavanych antivirovych 1€k, kdy se u pacienta pribézné¢ monitoruji hladiny
HBsAg. Organizace Centers for Disease Control and Prevention v USA doporucuje
prenatalni screening vSech téhotnych zen, aby mohla byt novorozenciim matek, které jsou
nosickami HBV, poskytnuta profylakticka péce. Antigen HBsAg se objevuje v krvi asi
za 6 tydnt po infekci a vétSinou vymizi do 3 mésict po klinickém onemocnéni. Perzistence
antigenu déle nez 6 mésict je zndmkou chronicity (Anonym, 2004; Husa, 2005).

Protilatky anti-HBs jsou pfitomny po infekci virem hepatitidy B nebo po vakcinaci
proti hepatitidé B. Metody k stanoveni protilatek anti-HBs se casto pouzivaji
K monitorovani UspéSnosti vakcinace proti hepatitidé B. Pfitomnost téchto protilatek
je dulezita pro ochranu pted infekci HBV. Ptitomnost protilatek anti-HBs po akutni infekci
HBV a vymizeni HBsAg jsou uzite¢nymi indikatory uzdraveni. Detekce protilatek
anti-HBs u asymptomatického jedince miize znamenat predchozi kontakt s HBV (Anonym,
2004).

Antigen HBeAg se pouziva pfi diagnostice a monitorovani prabchu virové
hepatitidy B. Objevuje se v ¢asné fazi infekce hepatitidy B, po nastupu povrchového
antigenu viru hepatitidy B. Titr téchto dvou antigenii v pribéhu virové replikace prudce
stoupa. Pritomnost HBeAg koreluje se zvySenym poctem infekénich virovych castic
(Daneova castice), vyskytem castic core v jadru hepatocytu a pfitomnosti virové specifické
DNA polymerazy v séru. V tomto obdobi jsou pfitomny také dalsi sérologické indikatory
jaterni patologie. V obdobi, kdy je pacient s hepatitidou B pozitivni na HBeAg, existuje
zvySené riziko ptrenosu viru HBV. Perzistence HBeAg u nosici HBV je ¢asto spojena
s chronickou hepatitidou (Anonym, 2004).

Pritomnost protilatek anti-HBe mlZe znamenat jak akutni, tak chronickou virovou
infekci hepatitidy B. Pfitomnost protildtek znamena snizenou hladinu infekéniho viru
v disledku poklesu virové replikace. Prestoze poté vétSinou nasleduje rekonvalescence,
muze se stat, Ze pretrvava stav nosi¢stvi HBsAg. Faze ,,sérokonverze® HBe na anti-HBe
nastdva normaln¢ za 2-4 mésice od pocatku akutni infekce, ale pii typické chronické
infekcei ji lze pozorovat tieba az za néckolik let. Piiblizné u 2/3 ptipadt dochazi 1 az 3
meésice pred sérokonverzi k vyraznému zvySeni katalytické koncentrace ALT a AST v séru
bez klinickych projevi zhorSeni nemoci. Je to zptisobeno imunitni reaket, pii které dochézi
K eliminaci viru, cozZ je provazeno zvysenou nekr6zou (Anonym, 2004; Masopust, 1998).

Antigen HBcAg nelze detekovat v cirkulujici krvi, detekovatelné jsou pouze

protilatky anti-HBc. Vysokeé titry protilatek anti-HBc IgM jsou nejdiilezitéjsi sérologickou
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znamkou akutni virové hepatitidy B. Tyto protilatky lze také pouzit k rozliSeni, zda
je akutni hepatitida zpisobena HBV nebo infekci jinym virem (Anonym, 2004).

Ptitomnost protilatek anti-HBc IgG miize znamenat jak akutni, tak i chronickou
infekci hepatitidy B. Pii akutni infekci jsou protilatky anti-HBc zjistény v séru kratce poté,
€0 se objevi povrchovy antigen viru hepatitidy B (HBsAg). Protilatky ptetrvavaji v dobé
mezi vymizenim HBsAg a objevenim se detekovatelnych protilatek proti HBsAg.
V piipadé, Ze nejsou Kk dispozici informace o Zadnych dalSich markerech viru HBV, musi
se vzit v uvahu, ze pacient s detekovatelnou hadinou protilatek anti-HBc miize byt aktivné
infikovan HBV, nebo ze u n¢j mohlo dojit k odeznéni infekce a pacient ziskal imunitu
(Anonym, 2004).

HBV DNA je nejcitlivéj§im ukazatelem virové replikace. Detekuje se molekularné
hybridizaénimi  metodami  nebo  polymerdzovou fetézcovou reakci (PCR).

DNA-polymerasa (prukaz v séru) slouzi jako test na infekciozitu pacienta (Husa, 2005).

priznaky
| HBeAg || anti-HBe
HBV DNA
. ___toﬂ anti-HBc

. anti-HBs

/ —

4 8 12 16 20 24 28 32 36 52 100
tydni po expozici

Obr. 4 — Sérologické markery akutni virové hepatitidy B (Anonym, 2004)

Onemocnéni probiha v détstvi vétSinou aniktericky, v dospélosti asi ttetina ptipadi
iktericky, tfetina pod obrazem nespecifickych chfipkovych pfiznaki a tietina zcela
asymptomaticky. Ikterus se vyviji vétSinou soucasné s poklesem intenzity prodromalnich
pfiznakti. Délka ikterického stadia je obecné¢ delSi nez u hepatitidy A. U vétSiny
nemocnych Zloutenkou a dal$i klinické projevy onemocnéni odeznéji za 1-3 mésice,

ale ani protahovanéjsi pribéhy nejsou vzacné (Ehrmann a kol., 2003).

13



3.3. AKUTNI VIROVA HEPATITIDA C

Existenci viru prokazal Houghton vroce 1989 originalnim klonovanim. Virus
hepatitidy C je maly obaleny RNA virus o velikosti 30-80 nm, ktery patii do celedi
Flaviviridae. Nejnovéji byl klasifikovan jako zatim jediny zastupce rodu Hepacivirus.
Geneticka variabilita HCV je obrovska a je pravdépodobné zptsobena velkou frekvenci
mutaci pti dlouhodobém pribéhu infekce a velmi rychlém obratu viru v organismu. Denni
produkce viru je obrovska a odhaduje se na 10 - 10% . Polo¢as Zivota VHC je pouze
2,7 hodiny, proto je pravdépodobnost vzniku ,,chyb® pfi piepisu genetické informace viru
znacna (Husa, 2005).

e
ée - § \ Qﬁf
p&‘* - aq

.

Obr. 5 — Virus hepatitidy C (Anonym, 2004)

Nejcasteji pouzivand Simmondsova klasifikace rozeznava Sest hlavnich genotypt
viru (1-6) a velké mnozstvi subtypt, zna¢enych malymi pismeny abecedy. Tato klasifikace
je zalozena na fylogenetické analyze. N&které genotypy (la, 2a a 2b) jsou rozsifeny
celosvetove, zatimco jiné (napt. 5a a 6a) lze nalézt jen v urcitych geografickych oblastech.
V Evropé a USA je nejrozsifenéjsi genotyp 1b. V Ceské republice jednoznaéné pievlada
infekce timto genotypem. Je to ov§em velmi nepfizniva situace, protoZe pacienti infikovani
timto genotypem viru nejhiife reaguji na antivirovou terapii (Stransky, 2001).

Virus hepatitidy C obsahuje jednovldknovou pozitivni RNA. Virovy genom
se sklada z 9379 nukleotidi a ma jeden dlouhy otevieny cteci ramecek (ORF).
Syntetizovany polyproteinovy prekurzor ma 3010-3030 aminokyselin. Tento meziprodukt
jerozstépen do nékolika strukturnich a nestrukturnich proteinii: dvou obalovych
glykoproteinit E1 a E2, nukleokapsidového proteinu (core-C) a n€kolika nestrukturnich
proteinti (NS1-NS5). Funkce nékterych nestrukturnich proteini HCV jiz byly objeveny.
NS3 ma helikdzovou a proteazovou aktivitu, zatimco protein NS5 obsahuje

RNA-dependentni RNA-polymerazu. VSechny tyto funkce jsou nezbytné pro mnozeni
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viru, vyvoj novych antivirovych preparati je cilen pravé proti t€émto nestrukturnim
proteinim HCV. Protein C pravdépodobné reguluje apoptdzu infikovanych bunék, a miize
se proto piimo uplatiiovat v patogenezi jaterni choroby, proliferaci bun¢k a vyvoji
hepatocelularniho karcinomu. Tento protein, stejné jako protein NS5A, pravdépodobné
interferuje s nitrobunéénym metabolismem lipidit a lipoproteinii a tim pifimo ovliviiuje
vznik steatdzy, jejiz pfitomnost je castym histologickym néalezem u nemocnych
s chronickou hepatitidou C. Protein NS5A navic obsahuje urcitou oblast, ktera piimo
reguluje bunécnou odpoveéd’ na interferon o (Husa, 2005).

Pribéh nemoci mize byt od samého pocatku asymptomaticky (az 50 %), takze
diagno6za je urcena az V chronickém stadiu. Asi u 5 % pfipadl se rozvine fulminantné
s vysokou mortalitou (80-90 %). Chronicka forma (vznikajici az v 80 % po infekci), muze
probihat jako relapsujici nebo jako kontinudlni, eventuelné jako bezptiznakové nosicstvi.
Asi 20 % pacientli progreduje do cirth6zy nebo hepatocelularniho karcinomu (Stransky,
2001).

Pro prukaz infekce virem hepatitidy C (soucasné nebo prob¢hlé) se rutinné pouziva
vySetfeni specifického IgG namifeného proti HCV-antigenu (anti-HCV IgG). Ptitomnost
protilatek anti-HCV IgG mize znamenat, bud’ piekonanou infekci HCV a zhojenou bez
nasledkl, probehlou infekci HCV s pfetrvavajici virémii a chudym klinickym
a laboratornim nélezem, nebo chronickou virovou hepatitidu C s odpovidajicim klinickym,
laboratornim a histologickym nalezem a pozitivitou testu HCV-RNA. Nepfimym ditkazem
akutni infekce je prikaz anti-HCV IgM, ktery vSak neni zatim rutinné dostupny. Viremii
je mozno s urcitosti stanovit vySetfenim virové RNA metodou PCR. Toto je nutné pied
rozhodnutim, zda nasadit 1écbu interferonem o (Masopust, 1998).

V piipadé prikazu protilatek anti-HCV je nutné doplnit vySetfeni na pfitomnost
VHC RNA v séru pomoci PCR, s dolnim detekénim limitem 50 mezinarodnich jednotek
(IU) na mililitr, ¢i metodou transcription-mediated amplification (TMA), ktera je schopna
detekovat naprosto minimalni hladinu HCV RNA, konkrétné¢ 5-10 [U/ml. Pfitom mohou
nastat dvé moZnosti, bud’ pozitivita anti-HCV i HCV RNA (nejcastéji jde o nemocného
s chronickou infekci HCV, méné Casto o akutni hepatitidu C), nebo pozitivita anti-HCV
anegativita HCV RNA (mnohem méné Casty nalez, ktery lze interpretovat jako stav
po akutni hepatitidé C, ktera neptesSla do chronicity, nebo jde o pacienta vyléCené¢ho
Z chronické infekce HCV) (Zima, 2007).

Pokud jde o pacienta imunosuprimovaného nebo je podezieni, Ze jde o akutni

infekci HCV, mé vyznam provadét prikaz HCV RNA 1 pfi negativité anti-HCV. V tomto
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ptipad¢ lze n¢kdy prokéazat pozitivni HCV RNA i bez ptitomnosti protilatek anti-HCV,
které se bud’ jesté nestaCily vytvofit, nebo je jejich tvorba tlumena pii imunosupresi
(Stransky, 1999).

HCV je virus pfendseny krvi, ktery uzce souvisi s krevni transfuzi. Sérologické
studie vyuzivajici EIA k detekci protilatek proti rekombinantnim antigenim HCV
prokazaly, ze virus HCV je pfi¢inou vétSiny non-A, non-B hepatitid, a to jak infekci
prenasenych krvi, tak infekci Sifenych v komunité. Pfitomnost protilatek anti-HCV
indikuje, ze jedinec muze byt nosi¢em infekéniho HCV. Ackoliv muze byt vétSina
infikovanych jedinc asymptomatickych, infekce HCV muze vést ke vzniku chronické
hepatitidy, cirh6zy nebo ke zvySeni rizika vzniku hepatoceluldrniho karcinomu.
Diferencidlné diagnosticky je tfeba odliSit pfedevsim autoimunitni hepatitidy (jedna
z kontraindikaci 1é¢by interferonem o, ktery je Iékem u chronické hepatitidy C,
je pozitivita protilatek proti hladké svalovin€) a metabolické jaterni choroby (Masopust,
1998).

Ikterus je vzéacny, v pribéhu akutni HCV se objevuje u méné nez 15% nemocnych

(Ehrmann a kol., 2003).

3.4. AKUTNI VIROVA HEPATITIDA D

Virus hepatitidy D je nekompletni virova castice majici 35 nm v priméru. Jde
0 unikétni infekéni agens, které je vice podobné virlim rostlin neZ jinym Zivo¢isnym virdm.
Podle poslednich poznatkti tvoii HDV samostatny rod celedi Deltaviridae. Jedna
se tzv. satelitni virus, coZ znamena subvirovou ¢astici, ktera obsahuje urcitou nukleovou
kyselinu, zejména RNA, a ktera potfebuje jiny pomocny virus pro svij pfenos a mnozeni.
Satelitni virus by mél mit nukleovou kyselinu podstatné odliSnou od nukleové kyseliny
pomocného viru. Konkrétné virus hepatitidy D neni schopen pienosu a mnozeni bez
pfitomnosti HBV. Mezi Zivo¢iSnymi viry neni zatim znam jiny satelitni virus nez HDV
(Husa, 2005).

Obal viru hepatitidy D tvoii povrchovy antigen HBV (HBsAg), v jadru je antigen
viru hepatitidy D (HDAg). Virus hepatitidy D obsahuje RNA, kterd koduje strukturalni
protein HDAg. Zatim byly identifikovany 3 genotypy HDV — I, Il a 1. Infekce genotypem

N4

je infekce genotypu II. Nejcastéji se vyskytuje genotyp I, ktery prevlada ve Stiedozemi,
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Vv Africe, Evropé a Americe. Inkubaéni doba hepatitidy D neni zatim pfesn¢ urcena.
Vzhledem K nutnosti soucasné ptitomnosti HBV se musi pohybovat v rozmezi inkubaéni
doby akutni HBV (Husa, 2005).

V praxi muze dojit ke dvéma klinicky riizn€ zavaznym situacim:

1. koinfekce HBV a HDV. Pacient se tomto pfipadé nakazi ve stejnou dobu obéma
viry. U infikované osoby muzeme postupné detekovat sérologické ukazatele
typické pro akutni hepatitidu B, nasledované vétSinou s nékolikadenni latenci
zjisténim protilatek anti-HDV IgM. Biochemicky se to projevi dvojfazovym
vzestupem aktivity ALT. Vysledek koinfekce je ptfiznivy a jen 2-7 % pacientl
ptechézi do chronicity;

2. superinfekce HDV na chronickou infekci HBV. V tomto ptipad¢é dojde u pacienta
s chronickou infekci HBV k akutni exacerbaci chronické hepatitidy, k rychlé
progresi do jaterni cirh6zy nebo k dekompenzaci jiz existujici cirhdzy. Velmi casta
a kol., 2003).

Akutni HDV miize probihat pod obrazem benigni akutni virové hepatitidy,
ikterické ¢i anikterické (Ehrmann a kol., 2003).

3.5. AKUTNI VIROVA HEPATITIDA E

Virus hepatitidy E (HEV) je neobaleny RNA virus o pruméru 27-34 nm. Byl
pivodné zafazen do celedi Caliciviridae, ale organizace jeho geonomu je odlisna
od ostatnich kalicivirt, takze nyni byva HEV uvadén jako taxonomicky nezafazeny virus.
Je podobny nékterym virlim rostlin a viru rubeoly. Znam je pouze jeden sérotyp HEV,
ale ¢tyfi hlavni lidské genotypy. Genotyp I je pravdépodobné africkym subtypem, genotyp
IT je znam z USA, genotyp 111 z Mexika a genotyp IV z Ciny. Virus hepatitidy E zptsobuje
epidemie i sporadicka onemocnéni v rozvojovych zemich. V Ceské republice ptichazi
hepatitida E v uvahu predevsim jako importovana nakaza, které zatim nelze predchazet
vakcinaci. Od roku 1998 do roku 2002 bylo v Ceské republice hlaseno 59 piipadi
hepatitidy E. Onemocnéni neptfechazi do chronicity. Velmi nebezpecné je onemocnéni
u té¢hotnych zen, kde se udava vice nez 20 % letalita. Inkuba¢ni doba 15-60 dni, vétSinou

kolem 40 dni (Husa, 2005).
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Iktericky pribéh onemocnéni je pro HEV typicky. Setkdvame se s nim u naprosté
vétSiny dospélych pacientt. U 20-25 % dospé€lych jde o vyslovené cholestaticky priitb¢h
onemocnéni s velmi vyraznym ikterem a svédénim kiize. Ikterus vétSinou ustupuje béhem

6 tydnii. U fulminantnich forem onemocnéni je ikterus pravidlem (Ehrmann a kol., 2003).

3.6. AKUTNI VIROVA HEPATITIDA G

Virus hepatitidy G (HGV) je zatim poslednim virem, ktery se fadi mezi pivodce
virovych hepatitid. V roce 1995 se podatilo vyklonovat geneticky material dvou vird, které
byly nazvany HGVB-C a HGV. Jedna se o identické¢ viry. Virus hepatitidy G
je jednovlaknovy RNA virus. Jeho genom obsahuje 9392 nukleotidi, které koduji
polyprotein o 2873 aminokyselinach. Patfi mezi Flaviviry a je vzdalené pfibuzny HCV,
snimZz ma 26 % homologii sekvenci nukleotidi. Nestrukturni Useky geonomu koduji
helikazu, dvé protedzy a RNA-dependentni polymerazu. Piendsi se predevsim parenteralni
cestou. Existuji dva hrani¢ni nézory. Prvni ndzor je zalozen na poznatku, ze akutni
hepatitida G je v podstaté¢ vzdy velmi mirna, asymptomaticka a pii dokumentované
dlouhodobé pozitivit¢ markert infekce HGV jsou biochemické a histologické nalezy ¢asto
zcela normalni (HGV neni hepatotropni agens). Druhy ndzor predpoklada, ze HGV miize
byt ptivodcem i fulminantni hepatitidy, nebot” néktefi autofi prokazali zndmky infekce
HGV u fady pacientli s fulminantnimi hepatitidami, pfi absenci zndmek infekce jinymi
moznymi puvodci. To by ukazovalo naopak na vyraznou agresivitu viru vici jaternim
bunikdm. Inkubac¢ni doba neni zatim piesn€ zndma, ale pravdépodobné bude podobna jako

u HCV. Vyznam infekce HGV nebyl zatim definitivné zhodnocen (Husa, 2005).
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3.7. CHRONICKE HEPATITIDY

Chronické hepatitidy jsou zanétliva onemocnéni jater, kterd trvaji bez znamek
zlepSeni minimalné 6 mésict. Jejich histologickym korelatem jsou chronické zanétlive-
nekrotické zmény v jatrech. Z etiologickych faktori je tieba jmenovat viry hepatitidy B, C,
D a s jistymi vyhradami 1 G a TTV, déle autoimunitni poskozeni a toxicky vliv 1€kt

a jinych xenobiotik (Horak a Sttitesky, 1999).

3.7.1. CHRONICKA HEPATITIDA B

U nemocného infikovaného ,,divokym* typem viru pietrvava pozitivita HBsAg,
HBeAg a HBV DNA vséru spolu se stiedné az vyrazné zvySenou aktivitou
aminotransferdz. V této fazi probiha aktivni virova replikace, vyviji se jaterni postizeni
anemocny je siln€é infekéni. V nasledujici fazi integrace je genom HBV integrovan
do genomu hostitele, dochazi k sérokonverzi HBeAg do anti-HBe, vymizi HBV DNA
ze séra, aktivita aminotransferaz klesa nebo se zcela normalizuje a intenzita jaterniho
zanétu se v histologickém obraze snizuje. Dojde-li K reaktivaci onemocnéni, obnovuje
se virova replikace a v séru se znovu objevuje HBeAg a HBV DNA. Ve fazi integrace
virova replikace na velmi nizké Grovni stale pretrvava (Ehrmann a kol, 2003).

S urcitym zjednodusenim Ize chronickou HBV rozdélit do dvou rtzné klinicky
zévaznych kategorii, a to nosi¢stvi HBsAg a chronické hepatitida B s pokracujici virovou
replikaci. Nosi¢stvi HBsAg je pfiznivéjsi, kdy nemocny ma v séru pozitivni HBsAg a anti-
HBe (HBeAg a HBV DNA jsou negativni), aktivita ALT je vétSinou normalni nebo jen
mirné zvySena a histologicky nalez je také vétSinou téméf normalni. K tomuto stavu
dochazi bud’ spontanné, nebo po antivirové terapii. Infekce se mize reaktivovat, zvlaste pii
imunosupresi, a virova replikace se obnovuje. Chronicka hepatitida B s pokracujici
virovou replikaci se od akutni HBV li§i jen nepfitomnosti protilatek anti-HBc IgM.
Pretrvava HBsAg, HBeAg a HBV DNA pozitivita, elevace ALT a jsou vyznamné
zanétlivé a pozdeji 1 fibrotické zmény v jaternim histologickém nalezu. Jde o mnohem
neptiznivé)si situaci, protoZe pii vysoké aktivité procesu se miize vyvinout jaterni cirhoza
jiz béhem 4-5 let (Ehrmann a kol., 2003).

V oblastech s nizkou prevalenci infekce HBV (véetn& Ceské republiky) ma jen 30 —
50 % pacientd s chronickou HBV v anamnéze akutni HBV. U ostatnich je nemoc

diagnostikovana az v chronickém stadiu. Pribéh chronické hepatitidy B mulze byt zcela
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asymptomaticky nebo pod obrazem jen nespecifickych symptomi, jako jsou unava a mirné
tlaky v pravém epigastriu. Pomémé cCasté jsou akutni exacerbace chronické HBV
provazené symptomy akutni hepatitidy (nechutenstvi, kloubni potize apod.) a laboratorné
charakterizované vyraznym vzestupem aminotransferaz (Horak a Sttitesky, 1999).

Se vzestupem sérovych hladin bilirubinu se miizeme obcas setkat v obdobi akutnich
exacerbaci chronické hepatitidy, i kdyz cCastéji dochdzi pouze ke vzestupu ALT, AST

a ikterus nevznikd. V pokrocilych stadiich choroby (tj. jaterni cirhoza, hepatocelularni

wrwe

akol., 2003).

3.7.2. CHRONICKA HEPATITIDA C

Pravdépodobnost piechodu infekce do chronicity u tohoto typu hepatitidy
je vysoka. VétSinou se v literatufe udava mezi 70-90 %. Naprosta vétSina nemocnych
se tedy z akutni hepatitidy nevyléci, ale ptejde do chronického stadia. Spontanni vymizeni
virové replikace je u chronické hepatitidy C krajné nepravdépodobné, proto onemocnéni
velmi pozvolna progreduje ze stadia chronické hepatitidy do jaterni cirh6zy. Béhem 10 az
20 let vznikne cirh6za zhruba u 20 % nemocnych s chronickou HCV. Rychlost progrese
do cirhozy je ovlivnéna vékem, ablizem alkoholu a pfipadné koinfekci s HBV ¢i HIV.
Hepatocelularni karcinom vznika roéné u 1-4 % nemocnych s jaterni cirhdzou. U pacientli
bez cirhdzy je vyskyt rakoviny jater jen vyjimecny (Ehrmann a kol., 2003).

Infekce HCV je v naprosté vétsiné piipadu diagnostikovana az ve stadiu chronické
hepatitidy, neziidka dokonce az jaterni cirhdzy nebo hepatocelularniho karcinomu.
Chronickd HCV acasto 1 jaterni cirhdza probihaji vétSinou asymptomaticky a jsou
odhaleny pfevazné ndhodou pifi preventivnich prohlidkach nebo pfi vySetfenich
zaméfenych na jind onemocnéni, vétSinou po mnoha letech od infikovani. Pokud
je chronickda HCV symptomaticka, projevuje se nespecifickymi projevy, jako jsou unava
a pobolivani kloubtli. Teprve dekompenzovana jaterni cirh6za a hepatoceluldrni karcinom
se vyraznéji klinicky manifestuji. Pomé&mé casto se objevuji extrahepatdlni projevy
onemocnéni. U 36-45 % nemocnych lze v séru prokézat kryoglobuliny (tato esencialni
smiSend kryoglobulinémie se manifestuje purpurou, slabosti a neuropatiemi) (Horak
a Stritesky, 1999).

V piipadé chronické hepatitidy C pretrvavaji v séru protilatky anti-HCV
a je pozitivni nukleova kyselina viru (HCV RNA). Sérova aktivita ALT byva ve vét§iné
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pfipadli zvySend na dvojndsobek az pétinasobek horni hranice normy. Vyssi elevace
aminotransferdz je prokazatelnd jen u malé casti nemocnych. Ikterus se objevuje az pfi

jaterni cirhdze nebo hepatocelularniho karcinomu (Zima, 2007).

3.8. MOZNOST OPAKOVANEHO ONEMOCNENI VIROVOU HEPATITIDOU

Imunita po prod€lané virové hepatitidé urcit¢ho typu nechrani pied infekci jinym
puvodcem virovych hepatitid. Proto muze c¢lov€k onemocnét postupné vSemi typy
virovych hepatitid, teoreticky vzato i vSemi typy naraz. Virus hepatitidy C se navic
vyskytuje v nékolika riznych subtypech a sou¢asna infekce dvéma subtypy viru je mozna.
Po probéhlé hepatitidé E neptetrvavaji vétSinou protilatky trvale, nova infekce timto virem
je pravdépodobné¢ mozna. Tato reinfekce podle nékterych zprav miize mit i horsi prabéh

nez prvni onemocnéni. Problém zatim neni definitivné vyiesen (Husa, 2005).
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Tab. 2 — Zakladni charakteristiky virovych hepatitid

HAV HBV HCV HDV HEV HGV
Celed’ Pl'cc.)rna- He'pgdna- Flaviviridae | Deltaviridae | nezafazeny | Flaviviridae
viridae viridae
Genom RNA DNA RNA RNA RNA RNA
Velikost 27-33 42 30-80 35 27-34 | neuvedeno
(nm)
Chronicita ne ano ano ano ne ano
Pienos feke,ﬂn?_ krev, sliny | krev, sliny krev feka,lln?_
oralni oralni
Inkubacéni
15-45 30-180 15-150 30-180 15-60 neuvedeno
doba (dny)
anti-HBc
i-HAV 1gM,
| ant|5|v| HBSAg, | anti-HCV | |
Irr]unologl- ' anti-HBs, 1gG, anti-HDV | anti-HEV HGV RNA
cké markery | JntiiHAV HBeAg, IgM IigM
celkové anti- HCV RNA
HBeAg,
HBV DNA
Bilirubin, Bilirubin, Bilirubin, .
Ikterus ALT, AST ALT ALT ALT Bilirubin ALT
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4. DIAGNOSTIKA VIROVYCH HEPATITID

Virové hepatitidy v soucasné dobé piedstavuji jednu z nejcastéjSich ptic¢in akutniho
a chronického onemocnéni jater. Presnd klasifikace stadia onemocnéni je nezbytnou
podminkou uspésné 1écby. Diagnostika je dnes opfena o kombinaci imunologickych

a molekularné genetickych metod (Zima, 2007).

4.1. IMUNOLOGICKE METODY

4.1.1. ENZYMOVA IMUNOANALYZA NA MIKROCASTICICH (MEIA)

Technologie MEIA je zaloZena na reakci antigenu s protilatkou. Vyuziva k méfeni
analytli roztok suspendovanych submikronovych latexovych ¢éstic. Tyto Castice jsou
potazeny zachytovymi molekulami specifickymi pro méfeny analyt. Uginny povrch
mikrocastic zvySuje kinetiku metody a snizuje dobu inkubace. Metody MEIA tedy trvaji
krat§i dobu nez jiné imunoanalyzy. V centru pro zpracovani vzorkil se vzorek a reagencie
pro jednu metodu pienesou do reakéni nadobky. Reakéni nédobka se pienese
do procesniho centra, kde se reagencie a vzorek inkubuji, aby dosahly reakcni teploty.
Vzorek se smicha s reagenciemi a vznikld reakéni smés se pienese na inertni sklenéna
vlakna matrice. Diky ireverzibilni vazbé mikro€astic je imunokomplex zachycen
na sklenénych vlaknech matrice, zatimco reakéni smés rychle protee velkymi pory
v matrici. Na sklenénd vldkna matrice se piida konjugat s alkalickou fofatdzou
a 4-methylumbelliferylfosfatu ~ (MUP).  Konjugat katalyzuje  hydrolyzu = MUP
na methylumbelliferon (MU). Nameéfend hodnota fluorescenéniho MU vytvoieného
na matrici je pfimo imérna koncentraci analytu v testovaném vzorku, viz. obr. 6 (Anonym,

2004).
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AxSYM™ HBsAg Schematic Reaction
Step 1 Sequence For HBsAg Positive Sample

@& T
Anti-HEs Coated HBsAg Anti-HBs: Biotin HBsAg
Microparticies Antibody-Antigen-Antibody Complex
o<
=<
L

Anti-Biotin Enzyme Labeled Complex
Alkaline Phosphate Conjugate

+@-—>

Methylumbeliferone (MU)
4-Methylumbeliferyl is fluorescent. Rate of
Enzyme Labseled Complex Phosphate (MUP) MU production is measured.

Obr. 6 — Prub¢h stanoveni antigenu HBsAg (Anonym, 2004)

4.1.2. IMUNOANALYZA VYUZIVAJICI FLUORESCENCI POLARIZACI
(FPIA)

r

Imunoanalyzy vyuzivajici fluorescenéni polarizaci kombinuji pifi stanoveni
koncentrace analytu kompetitivni reakci a fluorescenéni polarizaci.

Kompetitivni vazba vyZaduje dva antigenni (analytické) systémy: analyt ze vzorku
a analyt znaCeny fluorescenénim indikatorem, ktery je soucasti reagencii metody. Analyt
ze vzorku soutézi s analytem znacenym indikdtorem o vazebna mista na protilatce.
Jednotlivé analytické systémy se navazi na vazebnd mista v zavislosti na ptislusné relativni
koncentraci. Pii vysoké koncentraci analytu ve vzorku se na protilatky navaze vice analytu
ze vzorku, zatimco analyt znaceny indikatorem se nenavaze. Pfi nizké koncentraci analytu
ve vzorku se na protilaitky navaze méné analytu ze vzorku a vice analytu znaCeného

indikatorem (Anonym, 2004).
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Polarizované zafeni se pouziva k tvorbé polarizovaného fluorescenéniho zéfeni
emitovaného z indikatoru, kterym je znaCeny analyt. Primérna hodnota polarizace
emitované fluorescence je umérna rychlosti rotace molekuly. Rychlost rotace molekul
Vv kapalin€ je imérna velikosti molekuly. Malé, nenavazané analyty rotuji rychleji nez vétsi
komplex analyt-protilatka. Analyzator méfi zménu v polarizaci emitované fluorescence

po vytvofeni komplexu analyt-protilatka (Anonym, 2004).

4.1.3. REKOMBINANTNI IMUNOBLOTOVA ANALYZA (RIBA)

Metoda rekombinantniho imunoblotu (RIBA) stanovuje reaktivitu séra vic¢i peptidim
specifickym pro VHC (Zima, 2007).

V rekombinantnim imunoblotu RIBA-1 (Ortho) je uzivan rekombinantni antigen c100
exprimovany v kvasni¢nych bunkach (jako je to vtestu ELISA) a protein 5-1-1
exprimovany v E. coli (5-1-1 je mensi ¢ast c¢100-3). Oba antigeny jsou
na nitrocelul6zovém nosi¢i uspofadany v prouzcich. Reaktivni, hrani¢ni nebo negativni
vysledek je odecCitdn porovnanim barevného odstinu antigenniho pruhu s pozitivnimi
kontrolami. Pomoci RIBA-1 lze odlisit infek¢éni a neinfekéni darce krve (Stransky, 1999).

V rekombinantnim imunoblotu RIBA-2 jsou obsazeny zndmé proteiny 5-1-1 a ¢100-3
z oblasti NS4 a rekombinatni proteiny c33c¢ (z NS3) a c22-3 (z oblasti core). Prvni
zkusenosti s metodou RIBA-2 prokazaly dobrou korelaci s testem ELISA, aktivitou ALT
konfirmacni test u vSech pacientl, kteti maji reaktivitu v testu ELISA. U dércl s neurcitym
vysledkem v RIBA-2 lze také pouZzit suplementacni test InnoLIA firmy Innogenetics,
vyuzivajici syntetické peptidy. Pfi kombinovaném vySetfeni riiznymi soupravami ziistane
neurcitych jen asi 15 % vzorkd, ostatni jsou bud’ pozitivni, nebo negativni (Stransky,
1999).

Imunoblot RIBA-3 Ortho obsahuje dva rekombinatni antigeny (c33 a jeden odvozeny
zZ NS5) a dva syntetické peptidy: z nukleokapsidy (c22) a z oblasti NS4 (c100) genomu
HCV. Test byl vyzkousen ve skupiné 20 EIA-2 reaktivnich a RIBA-2 neurditych vzorkl
od narkomanti a muzskych homosexualti. VSechny vzorky reagovaly v RIBA-3 nejméné
se dvéma pruhy. Novy konfirma¢ni imunoblot RIBA-3 prokazal, ze vétSina neurcitych
vzorkll ve vysoce rizikovych populacich, byla skute¢né infikovana HCV (Stransky, 1999).

Pti porovnani konfirmaénich testi RIBA-2 a RIBA-3 bylo zjisténo, ze diagnosticky

pfinos spociva v eliminaci falesné pozitivnich reakci s c22-3 a ¢100-3. V testu RIBA-3
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muze byt také vysledek neurcity, v tomto ptipadé¢ je tieba patrat po jaternim onemocnéni
a vysetiit HCV RNA, protoze t¢émét 60 % jedinct s takovym nélezem je infikovano HCV
(Stransky, 1999).

4.2. MOLEKULARNE GENETICKE METODY

4.2.1. POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

Testy ELISA a RIBA zjistuji pouze ptitomnost protilatek proti proteinim HCV,
ale neumoznuji posoudit replikaci HCV. Na pocatku onemocnéni je obdobi 6-8 tydnt,
v némz lze infekci HCV prokéazat pouze stanovenim HCV RNA v séru anebo v jatrech pfi
pouziti technik polymerazové fetézové reakce (PCR) (Stransky, 1999).

PCR je znadma od roku 1985. Jejim principem je reverzni transkripce virové RNA
(izolované ze vzorku) na cDNA, nacez se provede selektivni zesileni virové cDNA
(tzv. amplifikace). Produkt PCR amplifikace je pak separovan gelovou elektroforézou
apruhy DNA jsou identifikovany bud’ obarvenim pomoci ethidium bromidu pro
zviditelnéni v UV svétle nebo vizualizaci pomoci specifické hybridiza¢ni sondy (Stransky,
1999).

Technika PCR ma n¢kolik vyhod: vyzaduje pouze malé mnozstvi materidlu (séra
nebo tkan¢), zesileni je obecn€ velmi vykonné (106 - 109krét), stanoveni je pomérné rychlé,
vyzaduje 2 - 3 dny (Stransky, 1999).

Vyznamné je, ze amplifikovana nukleova kyselina mize byt i klonovana a nebo
sekvenovana a dovoluje pfesnou charakterizaci HCV. PCR miize byt pouzita pro zjisténi
HCV RNA v séru, jatrech a v mononuklearech periferni krve. Uginnost detekce je zavisla
na odbéru a skladovani vzorkl, mnozstvi dostupného materidlu a na uziti specifickych
primerd (syntetickych oligonukleotidii). PCR umoziiuje pfimy prikaz viremie HCV.
U akutni infekce lze prokazat virémii HCV za 1 tyden po nédkaze. VétSina anti-HCV
pozitivnich pacientll s chronickou hepatitidou méa prokazatelnou HCV RNA v séru.
Pozitivni a negativni vldkna HCV RNA byla také nalezena v mononuklearech periferni
krve, coz svédc¢i o tom, ze HCV infikuje krevni elementy bilé fad. V hepatologii je PCR
nepostradatelné pro analyzu virovych infekei (Stransky, 1999).

PCR se uplatiiuje pii analyze genetické variability HCV. Hlavni klinické indikace
PCR u infekce HCV jsou nasledujici:
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diagnostika akutni infekce HCV,

anti-HCV negativni pacient s chronickou hepatitidou,

prukaz virémie u bezpiiznakovych darcii krve s normalni aktivitou ALT,
diagnoza anti-HCV pozitivni chronické hepatitidy s protilatkou anti-LKM
(mikrosomalni protilatka jatra-ledvina),

rozhodnuti, zda 1é¢it nebo nelé¢it nemocného interferonem,

hodnoceni infekce HCV po transplantacich organa, predevSim jater
a ledvin,

vySetieni ptenosu HCV z matky na dité,

kontrola protivirové 1é¢by (Stransky, 1999).

Technika PCR je v soucasné dobé nejcitlivéjsi metodou k prikazu HCV RNA.

Vybér primerit z nekoddujici 5°-oblasti vedl k podstatnému zlepSeni senzitivity testu.

Ptes ¢etné vyhody je rutinni uziti PCR omezeno, a to jak vykonem samotnym (jeho cenou

a efektivitou), tak interpretaci vysledkii. Stanoveni virové RNA je v soucasné dob¢ ,,zlatym

standardem* diagnostiky infekce HCV, pfestoze se i u této metody mohou vyskytnout

fale$né pozitivni 1 negativni vysledky. V kazdém piipadé by mély byt vysledky testi PCR

posuzovany spole¢n¢ se vSemi klinickymi, biochemickymi a histologickymi nalezy. U nas

je nejrozsitenéjsi souprava Amplicor HCV firmy ROCHE, ktera poskytuje spolehlivé
vysledky (Zima, 2007).
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4.3. IMUNOLOGICKE MARKERY

4.3.1. Protilatky anti-HAV IgM

Protilatky anti-HAV IgM se stanovuji metodou AXSYM HAVAB-M 2.0. Jde
0 MEIA metodu ke kvalitativni detekci protilatek proti viru hepatitidy A tiidy IgM
V lidském séru nebo plazmé. Pii této metod¢ se protilatky anti-HAV tfidy IgM ve vzorku
séra Ci plazmy piimo vazi s kozimi protildtkami proti lidskému IgM navéazaného
na mikroc¢asticich. Po té se pfida roztok s lidskym virem HAV a dochazi k reakci antigenu
lidského viru hepatitidy A v roztoku s protilatkami anti-HAV tfidy IgM navazanymi
na mikroc¢asticich, ¢imz vznikne komplex protilatka-antigen. Detekce imunokomplexu
tvofené¢ho protilatkami anti-HAV se provadi pfiddnim konjugétu mySich monoklonalnich
protilatek anti-HAV s alkalickou fosfatazou, ktery se navaze na komplex protilatka-antigen
na mikroc¢asticich, ¢imz vznikne komplex protilatka-antigen-protilatka. Promytim
se odstrani nevyvazany material a ptida se substrat (MUP). Pfitomnost ¢i nepiitomnost
protilaitek ve vzorku se urcuje na zdkladé porovndni rychlosti tvorby fluorescen¢niho
produktu s primérnou hodnotou reak¢ni rychlosti indexového Kkalibratoru, ktera
je vypoctena na zakladé diive provedené indexové kalibrace metody. Vzorky s hodnotami
indexu vys$imi nez 1,20 jsou povazovéany za reaktivni a s hodnotami niz§imi nez 0,80
za nereaktivni na protilatky anti-HAV IgM. Hodnota indexu se vypocte pro kazdy vzorek a
kontrolu na zaklad¢ reakéni rychlosti vzorku a primérné hodnoty reakéni rychlosti

indexového kalibratoru (Anonym, 2004).

4.3.2. Celkové protilatky anti-HAV

Celkove protilatky anti-HAV (tfidy IgM a IgG) se stanovuji metodou AxSYM
HAVAB 2.0. Metoda je zaloZena na technologii MEIA a vyuziva principu kompetitivni
vazby protilatek anti-HAV obsaZenych v séru ¢i plazmé a lidskych protilatek anti-HAV
v konjugétu s alkalickou fosfatdzou na antigen HAV na mikrocasticich. Pfitomnost ¢i
nepiitomnost protilatek anti-HAV v séru ¢i plazmé se urCuje na zékladé porovnani
rychlosti tvorby fluorescen¢niho produktu s hodnotou cutoff, ktera je vypoctena na zaklad¢
diive provedené indexové kalibrace metody. Je-li rychlost tvorby fluorescen¢niho produktu
V testovaném vzorku niZ§i nebo rovna hodnoté cutoff, je vzorek povaZovan za reaktivni
na celkové protilatka anti-HAV. Vzorky s hodnotami S/CO (S/CO vyjadiuje pomér mezi
reakéni rychlosti vzorku a hodnotou cutoff) v rozmezi 0,000 — 1,000 jsou povazovany

za reaktivni (Anonym, 2004).
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4.3.3. Antigen HBsAg

Antigen HBsAg se stanovuje metodou AXSYM HBsAg. Jde o enzymovou
imunoanalyzu na mikrocasticich treti generace ke kvalitativni detekci povrchového
antigenu viru hepatitidy B v lidském séru nebo plazmé.

Reakce probiha v nésledujicim potadi: Do reakéni jamky se napipetuje sérum nebo
plazma a mikroCastice potazené monoklonalnimi protilatkami anti-HBs. Pokud
je ve vzorku piitomen HBsAg, navaze se na protilatky anti-HBs na mikrocasticich
a po pridani roztoku s protilatkami anti-HBs znaenymi biotinem se v reakéni smési
vytvoii komplex protilatka-antigen-protilatka. Cast reakéni smési se prenese do reakéni
matrice. Zde se mikroc¢astice ireverzibilné vazi na sklenéna vlakna matrice. Do reakéni
matrice se pienese konjugat anti-biotinovych protilatek s alkalickou fosfatazou, ktery
se navaze na komplex na mikrocCasticich. Reakéni matrice se promyje, aby se odstranil
materidl nenavdzany na mikrocastice. Pfida se substrat 4-methylumbelliferylfosfat (MUP).
Alkalickd fofatdza, kterou je znaceny konjugat, katalyzuje odstépeni fosfatové skupiny
ze substratu za tvorby fluorescen¢niho produktu 4-methylumbelliferonu (viz. obr. 6). Tento
fluorescenéni produkt se méfi optickym systémem MEIA. Vzorky s hodnotami S/CO

vy$§imi nebo rovnymi 1,00 jsou povazovany za reaktivni (Anonym, 2004).

4.3.4. Protilatky anti-HBs

Protilatky anti-HBs se stanovuji metodou AxSYM AUSAB, kterd je zaloZena
na enzymové imunoanalyze na mikroc¢asticich ke kvantitativnimu stanoveni protilatek proti
povrchovému antigenu viru hepatitidy B (anti-HBS) v lidském séru nebo plazmé (princip
reakce jako u stanoveni HBsAg). Koncentrace protilatek anti-HBs se stanovi na zakladé
predem sestrojen¢ kalibracni kiivky. Je-1i koncentrace vzorku vyssi nebo rovna 10,0 [U/ml,

je vzorek povazovan za reaktivni na protilatky anti-HBs (Anonym, 2004).

4.3.5. Protilatky anti-HBc IgM

Protilatky anti-HBc IgM se stanovuji metodou AxSYM CORE-M. Jde 0 enzymovou
imunoanalyzu na mikrocasticich ke kvalitativnimu stanoveni protilatek tfidy IgM proti
core antigenu viru hepatitidy B (anti-HBc IgM ) v lidském séru ¢i plazmé.

Do reak¢éni matrice se nadavkuji mikrocastice potazené kozimi protilatkami proti
lidskému IgM. Zde se mikrocéstice ireverzibilné vazi na sklenéna vldkna matrice.
Do reakéni matrice se nadavkuje vzorek séra nebo plazmy ziedény roztokem na fedéni

vzorkd. Protilatky tfidy IgM pfitomné ve vzorku se navazi na mikrocCastice potaZzené
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kozimi protilatkami proti lidskému IgM. Reakéni matrice se promyje, aby se odstranil
nenavazany material. Dale s pfidd core antigen viru hepatitidy B se navaze na vSechny
protilatky anti-HBc tfidy IgM pfitomné ve vzorku, které se navazaly na mikrocastice, ¢imz
vznikne komplex protilatka-antigen. Do reak¢ni matrice se nadavkuje konjugat lidskych
protilatek proti core antigenu viru hepatitidy B s alkalickou fosfatdzou, ktery se navaze
na komplex na mikrocasticich. Reakéni matrice se promyje. Piida se substrat (MUP).
Vznika fluorescen¢ni produkt, ktery se méfi optickym systémem MEIA. Vzorky
S hodnotami indexu vys$S$imi nez 1,20 jsou povazovany za reaktivni na protilatky anti-HBc

ttidy 1IgM (Anonym, 2004).

4.3.6. Protilatky anti-HBc (1gG a IgM)

Protilatky anti-HBc (IgG a IgM) se stanovuji metodou AxSYM Core, coz
je enzymova imunoanalyza na mikroc¢asticich ke kvalitativni detekci protilatek proti core
antigenu viru hepatitidy B (anti-HBc) v lidském séru nebo plazmé. Tato metoda k detekci
protilatek anti-HBc pouziva mikrocéstice potazené rekombinantnim core antigenem viru
hepatitidy B (rHBcAg). Vzorky s hodnotami S/CO v rozmezi 0,000 az 1,000 jsou podle
kritérii metody AxSYM povazovany za reaktivni (Anonym, 2004).

4.3.7. Antigen HBeAg

Antigen HBeAg se stanovuje metodou AxSYM HBe 2.0. Je to enzymova
imunoanalyza na mikrocasticich ke kvalitativni detekci antigenu ,,e* viru hepatitidy B
V lidském séru nebo plazmé. Vyuzivd principu piimé vazby HBeAg ve vzorku
na protilatky anti-HBe na mikroc¢asticich. Navazany HBeAg je poté detekovan konjugatem
protilatek anti-HBe s alkalickou fosfatdzou. Vzorky s hodnotami S/CO vy$$imi nebo

rovnymi 1,00 jsou podle kritérii metody povazovany za reaktivni (Anonym, 2004).

4.3.8. Protilatky anti-HBe

Protilatky anti-HBe se stanovuji metodou AxSYM Anti-HBe, coz je enzymova
imunoanalyza na mikroc¢asticich ke kvalitativni detekci protilatek proti antigenu ,,e* viru
hepatitidy B v lidském séru nebo plazmé. Je zaloZzena na principu kompetitivni vazby mezi
protilatkami anti-HBe ve vzorku, protilatkami anti-HBe na mikrocésticich a protilatkami
anti-HBe konjugovanymi s alkalickou fosfatazou v prostiedi standardizovaném mnozstvi

neutralizujici reagencie (HBeAg pfipraveny z rekombinantni DNA-rHBeAg). Vzorky
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s hodnotami S/CO niz8imi nebo rovnymi 1,000 jsou povazovany za reaktivni (Anonym,

2004).

4.3.9. Stanoveni HBV DNA

Polymerazovou fetézovou reakci (PCR) — je nejcitliveéjsi a nejspecifictejsi metodou
stanoveni HBV DNA. V modifikované podobé¢ ji lze pouzit i pro kvantitativni stanoveni.
Umoziuje stanoveni i velmi nizkych titr 10-100 1U/ml.

Molekularni hybridizace bez amplifikace nebo s amplifikaci zaloZenou na technologii
rozvétvené¢ DNA (Quantiplex HBV DNA, Chiron Diagnostics). Jsou pouzivany pouze
ke kvantitativnimu stanoveni, nebot’ klasicka kvalitativni PCR je podstatné citliveéjsi
(klinicky vyznamna virémie =10° lU/ml);

Stanoveni HBV DNA metodou ligdzové fetézové reakce — osveédCuje se pii prikazu

pre-core mutant, senzitivita v porovnani s PCR je nizka (Zima, 2002).

4.3.10. Protilatky anti-HCV

Protilatky anti-HCV se nejcastéji stanovuji metodou HCV EIA 3.0 firmy Abbott.
Jedna se o enzymovou imunoanalyzu na mikrocasticich ke kvalitativni detekci protilatek
proti viru hepatitidy C (anti-HCV) v lidském séru nebo plazmé. Zjistuje protilatky
ke ¢tyfem rekombinantnim proteinim HCV: strukturnimu HC-34 (z oblasti core), HC-43
(z oblasti core a NS3), c100-3 (z oblasti NS4) a NS5. Vzorky s hodnotami S/CO vys$simi
nebo rovnymi 1,00 jsou povazovany za reaktivni (Anonym, 2004; Zima, 2007).

Dale soupravy: Monolisa anti-HCV firmy Sanofi Diagnostics Pasteur obsahuje dva
rekombinantni proteiny odpovidajici Casti oblasti NS3 a NS4 a dva peptidy odpovidajici
genomu kapsidové oblasti HCV. UBI HCV EIA 4.0 vyuzivéa syntetické peptidy nesouci
imunodominantni epitopy core, NS3, NS4 a NS5 oblasti HCV (Stransky, 1999).

4.3.11. Genotypizace HCV

Z pohledu rizika progrese onemocnéni a pravdépodobnosti odpovédi na interferon
je vyznamné urceni genotypizace HCV. Jednotlivé genotypy HCV lze stanovit
polymerazovou fetézovou reakci s typove specifickymi primery odvozenymi z core oblasti
genomu HCV. Jinou moznosti je pouziti sond imobilizovanych na nitrocelulozové
membrané a analyza polymorfismu délky restrikénich fragmenti (RFLP). Nejjednodus$im

prikazem je alternativni stanoveni sérotypl s pouzitim specifickych protilditek metodou
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ELISA. V Evropé a USA je dominujici genotyp 1 (74 %) s pfiblizn€ rovnomérnym
zastoupenim podtypu la a 1b, genotyp 2 je pfitomen asi ve 2-15 %, genotyp 3 se vyskytuje
v6 % a genotyp 4 v1 %. U nékterych nemocnych je mozno prokazat infekci nékolika

genotypy (Zima, 2007).

4.3.12. Pritkkaz hepatitidy D

Pro adekvatni diagnostiku infekce HDV je nutné vysetieni HBsAg (viz. kap.3.3.3.),
anti-HBc IgM (viz. kap.3.3.5.) acelkové anti-HDV protilatky. Ve specializovanych
laboratotich se provadi i prukaz antigenu hepatitidy D (HDAg), ktery se v séru objevuje
pfedevSim v akutni fazi hepatitidy, a nukleové kyseliny viru (HDV RNA), jejichz
pfitomnost v séru je ¢asnym a citlivym ukazatelem jak akutni, tak i chronické hepatitidy D

(Zima, 2007).

4.3.13. Priikaz hepatitidy E

Diagnoza hepatitidy E je zalozena na pritkkazu protilatek anti-HEV. V zemich, kde
se hepatitida E nevyskytuje endemicky, je tfeba hodnotit pozitivitu protilatek anti-HEV
s velkou opatrnosti. Nékteré pouzivané diagnostické testy mohou byt malo specifické
a falesné pozitivni vysledky jsou bézné.

Sérologické testy prokazuji ptfitomnost IgM anti-HEV, anti-HEV protilatky
(protilatky proti antigenu ORF2) (Zima, 2007).

4.3.14. Prukaz hepatitidy G

Az do roku 1998 byla jedinou moznosti prikazu HGV detekce ribonukleové kyseliny
viru (HGV RNA) pomoci polymerazové tfetézové reakce. Od té doby je mozny i prikaz
protilatek proti obalovému proteinu (E2) viru hepatitidy G. Tyto protilatky se objevuji
az po vymizeni HGV RNA ze séra a ukazuji na piekonanou infekci HGV. Zachyceni
soucasné pozitivity HGV RNA a anti-HGV je velmi malo pravdépodobné, protoze existuje

jen ve velmi kratkém obdobi (Husa, 2005).
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5. HEPATALNI IKTERUS

Pfi¢inou hepatalniho ikteru je hepatocelularni postizeni. Dochazi k poruseni nejen
konjugace, ale i vylu¢ovani konjugovaného bilirubinu na zlu¢ovém polu hepatocytu, proto
stoupd bilirubin konjugovany, ale 1 nekonjugovany. Je projevem metabolické
nedostatecnosti pii difuznim posSkozeni jater u fady chorob s velmi pestrym klinickym
a laboratornim nalezem. Muze se jednat o poSkozeni pii akutnich onemocnénich ¢i ve fazi
jaterni insuficience anebo o selhani pii chronickych jaternich chorobach (Ehrmann a kol.,
2003).

Bilirubin je organicky anion vznikajici po rozpadu cervenych krvinek a pfii
degradaci hemoglobinu. Mald ¢ast hemu pochazi z myoglobinu a cytochromii. Denné
se vytvoii 250-350 mg bilirubinu. Po odstranéni zeleza a otevieni porfyritového kruhu
vznika jako prvni zeleny pigment biliverdin, ktery je nasledné redukovan na bilirubin.
Uvolnény bilirubin je transportovan do jater vazany na albumin. Transport jatrni buiikou
je uskute¢nén specifickym pienaseCovym systémem a v jatrech je bilirubin pied exkreci
konjugovan UDP-glukuronosyltransferazou s kyselinou glukuronovou. Vznikly bilirubin
diglukuronid je aktivnim pienaSeCovym systémem vylucovan do zluci a déale do traviciho
ustroji, kde je bakteridlni mikroflorou nekonjugovdn na nekonjugovany bilirubin
a nasledn¢ redukovan na celou fadu produktl, souborné nazyvanych urobilinoidy. Z nich
mezi nejznamé;jsi patii urobilinogen a sterkobilinogen a jejich oxidacni derivaty urobilin,
respektive sterkobilin (Zima, 2007).

Koncentrace bilirubinu v séru je métena fotometricky jako azoderivat vznikajici pfi
Van den Bergové reakci. Podle priibéhu této reakce délime bilirubin na dvé frakce: ve vodé
rozpustny (konjugovany bilirubin) a v tucich rozpustny (nekonjugovany bilirubin) (Zima,
2007).

Bilirubin se snadno vaze k elastické tkani. Ktize, o¢ni skléra a krevni cévy maji
vysoky obsah elastické tkané€ a snadno se stavaji ikterickymi. To také vysvétluje nesoulad
mezi intenzitou Zloutenky kuze a hladinami bilirubinu v séru b&hem rekonvalescence
po hepatitidé a cholestaze. Bilirubin se objevuje v moc¢i pied nastupem ikteru. Pozdé&ji
vymizi, 1 kdyz hodnoty V séru zlstavaji zvySené. Urobilinogen v moc¢i se nachazi v pozdni
preikterické fazi. Hodnoty celkového bilirubinu v séru kolisaji v Sirokém rozmezi
(Sherlockova a kol, 2004).

Pro kvantitativni stanoveni nekonjugovaného bilirubinu v séru nebo plazmé

dospélych a novorozencit se pouziva Diazo-metoda systému COBAS INTEGRA. Celkovy
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bilirubin se v pfitomnosti vhodného solubiliza¢niho ¢inidla spojuje s diazoniovymi ionty
vsilngé kyselém prosttedi a vytvaii azobilirubin. Intenzita zabarveni vytvofeného
azobilirubinu je pifimo tmérna koncentraci celkového bilirubinu a mize byt zméfena
fotometricky. Fyziologické hodnoty celkového bilirubinu u dospélych jsou do 17,1 umol/
(Internet 2).

Konjugovany bilirubin a d-bilirubin, oznacovany také jako pfimy, reaguje piimo
s diazotovanou kyselinou sulfanilovou v kyselém prosttedi za vzniku ¢&erveného
azobarviva. Intenzita zabarveni je pfimo umérnd koncentraci konjugovanému bilirubinu
vV séru nebo plazmé a je méfen nartist absorbance ptfi 552 nm. Fyziologické hodnoty

konjugovaného bilirubinu jsou do 3,4 umol/Il (Internet 2).
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6. ENZYMOVA VYSETRENI U VIROVYCH HEPATITID

V oblasti testli prostupnosti a integrity membran, které vypovidaji o funk¢énim stavu
a integrit¢ celé jaterni bunky, se povazuje stale za nejcitlivéjsi a nejrychleji vypovidajici
stanoveni aminotransferdz, predevsim ALT. VySetfeni aminotransferdz v séru je uzite¢né
pro Casné stanoveni diagndzy a pro zjiSténi anikterickych ptipadt. ZvysSeni 3-20krat
je typické pro akutni a chronické hepatitidy, toxické poskozeni jater nebo u srde¢niho
selhani. (Ehrmann a kol., 2003; Zima, 2007).

Enzym aspartataminotransferaza (AST) je Siroce rozsifeny v mnoha tkanich,
predevsim vSak jater, srdce, svali a ledvin. ZvySené hladiny v séru jsou disledkem
postizeni téchto tkani pii onemocnéni. Hepatobiliarni choroby, jako jsou cirhoza,
metastazujici karcinom a virova hepatitida, rovnéz zvySuji hladiny AST v séru (Internet 2).

Aspartataminotransferdza se stanovuje metodou dle International Federation
of Clinical Chemistry s pyridoxal-5-fofatem. AST katalyzuje pfenos aminoskupiny mezi
L-aspartaitem a 2-oxoglutaratem za tvorby oxalacetditu a L-glutamatu. Oxalacetat,
vytvoteny reakci, je redukovan NADH v pfitomnosti malatdehydrogendazy na L-malat
a NAD". Pyridoxal fosfat slozi jako koenzym pfi pfenosu aminoskupiny v reakci. Zajistuje
aktivaci enzymi. Rychlost oxidace NADH je pfimo umérna katalytické aktivit¢ AST.
Stanovuje se méfenim poklesu absorbance pii 340 nm. Fyziologické hodnoty AST jsou
umuza 0,17 — 0,83 pkat/l u zen 0,17 — 0,58 ukat/l (Internet 2).

Enzym alaninaminotransferdza (ALT) je hojn€ pfitomny v rliznych tkanich.
Hlavnim zdrojem ALT jsou jatra, coZ vede ke stanoveni aktivity ALT pfi diagnostice
jaternich onemocnéni. ZvySené hodnoty se objevuji pifi virové hepatitidé, cirhdze
obstrukéni Zloutence, karcinomu jater a chronickém alkoholovém abusu (Internet 2).

Pro stanoveni alaninaminotransferdzy se pouzivd metoda dle International
Federation of Clinical Chemistry s pyridoxal-5-fosfatem. ALT katalyzuje reakci mezi
L alaninem a 2-oxoglutaratem. Vytvofeny pyruvat je pak redukovan NADH v reakci
katalyzované laktatdehydrogenazou na L-laktit a NAD®. Pyridoxal fosfit slouzi jako
koenzym pii prenosu aminoskupiny v reakci. Zajistuje uplnou aktivaci enzymil. Rychlost
oxidace NADH je pfimo imeérna katalytické aktivité ALT. Stanovuje se méfenim poklesu
absorbance pfi 340 nm. Fyziologické hodnoty ALT jsou u muzt 0,17 — 0,83 pkat/l a u zen
0,12 — 0,58 pkat/l (Internet 2).

Gama-glutamyltransferaza (GGT) je membranové vazany enzym pritomny

v epitelovych bunkach Zlucovych cest a vyvodu pankreatu a v mikrotomech hepatocytu.
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Je pouzivan v diagnostice a monitorovani hepatobilidrnich onemocnéni a také v souvislosti
se skrytym alkoholizmem. ZvySené aktivitu GGT vséru lze nalézt u pacientt,
podstupujicich dlouhodobou medikaci fenobarbitalu a fenytoinu (Hermann a kol.,2003).
Gama-glutamiltransferdzu stanovujeme enzymatickym kolorimetrickym testem.
GGT  prenasi  y-glutamylovou  skupinu  L-y-glutamyl-3-karboxy-4-nitronilidu
na glycylglycin. Mnozstvi uvolnéného 5-amino-2-nitrobenzoatu je pfimo umérné aktivité
GGT ve vzorku. Stanovuje se méfenim narGstu absorbance pii 409 nm. Fyziologické

hodnoty GGT jsou u muzt 0,17 — 1,10 pkat/l a u zen 0,08 — 0,65 pkat/l (Internet 2).
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7. PREVENCE

7.1. OBECNA PREVENTINI OPATREN{

Ze znalosti zpusobu Sifeni infekce vyplyvaji urCitd opatfeni a zplsoby chovani,
kterymi lze vyznamné snizit riziko infikovani. U hepatitid A a E je nejlepsi prevenci dobra
komunalni a osobni hygiena. Po strance komunalni je zakladnim pozadavkem zajiSténi
zasobovani obyvatelstva nezdvadnou pitnou vodou a potravinami a hygienické
odstranovani splaskt. Z hlediska osobni hygieny je nutné dbat na dikladné umyvani rukou,
zejména po pouziti socidlnich zafizeni. Naroky na osobni hygienu se zvySuji v piipade
kontaktu snemocnym s hepatitidou a pii cestich do zemi sniz§im hygienickym
standardem. V mnoha zemich existuji zna¢né rozdily v ekonomické a hygienické urovni
mezi mésty a venkovem, Casto staci vycestovat jen nékolik kilometri od metropole
a ¢loveék se ocita v naprosto jinych podminkach. Virus hepatitidy B se vyznamné casto
prenasi sexualni cestou. Riziko infikovani roste pii promiskuitnim chovani ¢i sexualnich
aktivitach spojenych s moznosti vzniku krvaceni. Pouzitim prezervativu se nebezpeci
prenosu infekce vyznamné snizuje. Hepatitidu B lze prenést i spoleCnym pouzivanim
ziletek, zubnich kartacku ¢i niizek s jinymi osobami (Husa, 2005).

Spolecné sdileni jehel a stiikaek mezi injekénimi uZivateli drog je v soucasnosti
Vv rozvinutych zemich svéta nejrizikovéjsim chovanim pro ptenos virovych hepatitid. Mezi
zavislymi se nejCastéji objevuje hepatitida C, ale ani hepatitidy A, B, D a G nejsou ni¢im
neobvyklym. Hepatitida A se vSak neptendsi krvi, ale pfimym ¢i nepfimym kontaktem
s vykaly nemocného cloveéka, pfi Casto niz§im hygienickém standardu ve spolecnosti
narkomant. PouZzivani nesterilnich nastrojii pfi tetovani a piercingu ma pro Sifeni virovych
hepatitid B, C, D a G podobny vyznam jako paj¢ovani jehel mezi narkomany. Ke snizeni
nebezpeci infikovani zdravotnikti a pacientt je nutné, aby pacient s chronickou hepatitidou
oznamil tuto skutecnost 1ékafi pied zakroky, pii kterych je moZnost pfenosu infekce. Jedna
se zejména o operacni vykony, endoskopické vySetfovaci metody , odbéry krve
a stomatologickd vySetfeni. Je samoziejmosti, Ze tyto osoby jsou vyfazeny z darcovstvi

krve (Husa, 2005).
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7.2. VAKCINACE VIROVE HEPATITIDY A

K aktivni imunizaci monovalentnimi vakcinami je u nas registrovano n¢kolik
inaktivovanych ockovacich latek, které se pouzivaji ve dvoudavkovém schématu. Jsou
to Havrix Junior Monodose, Havrix 1440, Avaxim, Vaqta Pediatric a Vaqta Adult. Jiz za
14 dnii po prvni dédvce vznika asi jeden rok trvajici imunita. Druhd dévka (booster davka
neboli pfeockovani) se aplikuje za 6 az 18 mésict po prvni davce (dle typu vakciny
a doporuceni vyrobce) a poskytne vice nez desetiletou ochranu pied nékazou. Podle
poslednich vyzkumt by ochranny uU¢inek mél byt dostateCny i1 po 15az 20 letech
od booster davky. Napftiklad prvni davka ockovaci latky Havrix 1440 chrani jiz od 14. dne
po aplikaci 96 % osob, 100 % osob je pak chranéno po 1. mésici. Protektivni hladina, ktera
chrani proti vzniku a rozvoji nemoci, musi byt vys$si nez 20 IU/ml. Prodélané onemocnéni
navozuje hladiny okolo 10 000 IU/ml a kompletni vakcinace okolo 5 000 [U/ml. Vedlejsi
ucinky ockovéani jsou zanedbatelné. Kontraindikaci ockovani je akutni horeCnaté
onemocnéni a piecitlivélost na nékterou slozku vakciny. Ockovani poskytuje nejen osobni
ochranu ockovanému, ale brani také importu ndkazy do zemé s vysokym podilem
vnimavych osob a v pfipadé vakcinace déti v rodin€ chrani téz vnimavé rodinné

prislusniky, ktefi na rozdil od déti udrzuji vyssi hygienicky standard (Beran, 2005).

7.3. VAKCINACE VIROVE HEPATITIDY B

K aktivni imunizaci virové hepatitidy B monovaletnimi vakcinami je u nas
registrovano né€kolik rekombinantnich oCkovacich latek, které¢ se podavaji v klasickém
ttidavkovém schématu (0, 1. 6. mésic). Jsou to Engerix B, H-BVAX Il a HBVAX PRO.
Velké obliby doznala vakcina Engerix B, ktera se v Ceské republice pouziva k vakcinaci
nejen rizikovych skupin, ale také pro pravidelné ockovéani novorozenci a déti starSich
12 let. Vakciny jsou vcelku dobie snaseny, vedlejsi ucinky jsou malo Casté a omezuji

se na lokalni bolestivost a zarudnuti. Aplikuji se intramuskularné (Beran, 2005).

38



7.4. MOZNOST DUALN{ PROTEKCE PROTI VIROVE HEPATITIDE A, B

Mnoho osob 1 v nasi populaci (cestovatelé, nékteii zdravotnicti pracovnici, uzivatelé
1.v. aplikace drog, osoby onemocnélé HCV, a predevSim pak naSe déti pii prechodu
do adolescence) je ohrozeno jak hepatitidou A, tak hepatitidou B. Tyto hepatitidy tvofi
napiiklad vice nez 75 % virovych hepatitid ziskanych béhem pobytu v zahrani¢i. Z divodu
kombinace rizika obou hepatitid u dospivajicich déti a dospélych je vyhodné aplikovat
kombinovanou ockovaci latku proti HAV a HBV. Oc¢kovaci latka Twinrix je prvni
dostupnou vakcinou na ¢eském trhu se soucasné dvoji ochranou jak proti virové hepatitidé
A (HAV), tak i proti virové hepatitidé B (HBV). V Ceské republice je registrovana dvoji
sila vakciny pod obchodnimi ndzvy Twinrix Adult a Twinrix Paediatric. Oc¢kovaci latka
Twinrix je kombinaci v soucasnosti ve svété velmi pouzivanych monovalentnich vakcin
proti HAV (Havrix) a HBV (Engerix B).

Aplikace vakciny se provadi intramuskuldrné, nejcastéji do deltového svalu v tii-
davkovém schématu (0, 1. a 6. mésic). Protektivni G¢innost proti HAV nastava u 91 %
ockovanych jiZ po prvni davce v 1. mésici, po druhé davce ve 2. mésici je chranéno 100 %
oc¢kovanych. Zajimavy je rychly nastup protektivni ucinnosti proti HBV u vakciny
Twinrix. Jiz po prvni davce v 1. mésici je chrdnéno 69 % osob, po druhé davce
ve 2. mésici je chranéno 98 % ockovanych, v 6. mésici po oCkovani je chranéno 100 %
oc¢kovanych. U dospélych je vyvoj a nastup protektivni u€innosti proti obéma antigeniim
podobny, pouze titry protilatek jsou o néco niz§i, avSak stdle n€kolikandsobné vyssi
nez po aplikaci monovakcin. Dospélym se muize vakcina aplikovat ve zrychleném
schématu den 0, 7 a 21. Ctvrta davka se aplikuje v 12. mésici. Vakcinace zajistuje
spolehlivou ochranu proti HAV na pfiblizné 15 az 20 let a proti HBV na cely Zivot. Pokud
se osoba po kompletni vakcinaci proti HAV setka s aktivné nemocnym c¢lovékem
(je vystavena antigennimu stimulu), pak tento kontakt ptisobi jako ptirozeny booster efekt
(pteockovani), ktery zvySuje a prodluzuje imunitni odpovéd. Nicméng, osoby které
se budou chtit pfeockovat proti HAV za 20 let, at’ tak ucini, ale jen monovalentni vakcinou
(Havrix, Vaqgta nebo Avaxim) (Beran, 2005).

Je nutné si uvédomit, Ze 1 pies velmi pozitivni roli statu v oblasti pravidelného
ockovani proti HBV (novorozenci, 12let¢ déti) je vakcinace rizikovych skupin

vvvvvv

do poptedi v souvislosti s cestovanim, provadénim tetovaze, piercingu, s injek¢ni aplikaci
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drog nebo v souvislosti s promiskuitnimi sexualnimi aktivitami. Zde musi sehrat svoji
dominantni roli prevence ve form¢ pifesné identifikace rizika, popf. rizikové skupiny
a doporuceni pro vakcinaci bud’ monovalentnimi vakcinami, nebo kombinovanou ockovaci

latkou proti HAV a HBV (Beran, 2005).
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8. TERAPIE AKUTNICH A CHRONICKYCH VIROVYCH HEPATITID

Diagnostika a 1é¢ba pacientil s virovymi hepatitidami je v Ceské republice na vysoké
urovni. Lécba u nés se nijak nelisi od 1écebnych postupli pouzivanych v nejvyspélejsich
statech svéta a podobné jsou i jeji vysledky. Lécba je dostupna pro vSechny pacienty, kteti
ji potfebuji a které je mozné timto zpisobem 1éCit, a je pln¢ hrazena zdravotnimi
pojistovnami. Hlavnim ukolem soucasnosti je aktivni vyhledavani a lé¢ba nemocnych
s chronickymi hepatitidami B a C dfive nez se u nich onemocnéni dostane do pokrocilych
stadii, kdy je jiz kvalita a délka jejich zivota vyrazné ovlivnéna a lécebné moznosti
omezené (Husa, 2005).

Lécba akutnich virovych hepatitid probihd za hospitalizace na infekénich oddélenich
a klinikach, nelisi se podle typa virovych hepatitid. Terapeutické pfistupy se nezménily jiz
nckolik desitek let a spocivaji ve fyzickém a psychickém zklidnéni pacienta, dieté
a podavani podpurnych 1éku, které maji zmirfiovat nepfiznivé projevy onemocnéni,

zabranit dal$imu poSkozovani jaternich bunék a pfispét k jejich regeneraci (Husa, 2005).

8.1. LECBA VIROVE HEPATITIDY B

Lécba chronické hepatitidy B prodelala v poslednich 15 letech bouilivy vyvoj.
V soucasnosti jsou ve Spojenych statech, zapadni Evropé a tad¢ dalSich ekonomicky
vyspélych statech svéta schvéleny pro lécbu chronické infekce HBV 4 preparaty —
pegylovany interferon (IFN) alfa-2a, konvenéni IFN alfa, lamivudin a adefovir dipivoxil.
Kazdy z uvedenych preparati ma urcité vyhody a nevyhody proti ostatnim a je velmi
pravdépodobné, Ze v blizké budoucnosti bude nariistat tendence k pouzivani ,lécby $ité
na miru“ (tailoring therapy) kazdému konkrétnimu pacientovi. Interferonové preparaty
maji vyhodu v Casové omezené dobé podavani a setrvalosti dosaZené suprese viroveé
replikace. Jejich nevyhodou je pomérné vysokd frekvence nezadoucich ucinka 1écby,
nemoznost 1éCit pacienty s pokrocilou jaterni cirhdézou a nékterymi dal§imi
kontraindikacemi, relativné vysoka cena a nutnost parenteralniho podavani. Pfi hodnoceni
ekonomicnosti 1écby chronické hepatitidy B je vSak nutné vzit v uvahu, ze 1écba

interferonovymi preparaty trvd maximaln€ 1 rok alécba ostatnimi léky je zpravidla
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na mnoho let, ¢i dokonce na cely zbytek Zivota, ¢imZz se pomér ndkladi na 1écbu zcela
zasadn¢ zméni (Husa, 2007).

Pegylovany IFN alfa-2a se podava jen jednou tydn¢ podkozné a je poné¢kud ucinné;si
nez konvencni IFN alfa, ktery je tfeba aplikovat tfikrat tydné podkozné. Proto
se v soucasnosti dava pegylovanému IFN alfa-2a piednost pfed konvenénim IFN alfa.
Doba 1é¢by pegylovanym IFN alfa-2a je 48 tydni. Mechanizmus ucinku IFN alfa
je predevsim imunomodulaéni, méné vyrazny je piimy antivirovy efekt (Sperl, 2008).

Vsechny ostatni preparaty se podavaji peroraln€, velmi dobie se snaseji, prakticky
nemaji kontraindikace (Ize je pouzit i u cirhotik®l) a maji velmi vyrazny piimy antivirovy
efekt. Jedna se o nukleosidova (lamivudin, adefovir dipivoxil) analoga. Lamivudin G¢iné
suprimuje replikaci HBV, jednoduse se uziva a nema zavazné nezadouci ucinky. Ro¢ni
1écba vede k supresi viremie a zlepSeni histologického nélezu. Lécba trvajici 2 roky je jesté
ucinngjsi, na druhou stranu je prodluzovani 1é¢by spojeno se strmym narGstem podilu
pacienti s mutaci rezistentni k lamuvidinu. Pro dlouhodobou 1é¢bu se naopak hodi
adefovir dipivoxil, u kterého je potencial pro tvorbu a selekci rezistentnich mutant HBV
vyrazn€é potlaten. Béhem prvniho roku 1écby adefovirem dipivoxilem se rezistentni
mutanty HBV neobjevuji a po 5 letech 1écby ma 29 % IéCenych prokazatelnou
genotypovou rezistenci, ale jen 16 % ma soucasn¢ vyznamny vzestup sérové HBV DNA
(virologickd rezistence). Adefovir je virologicky 1 klinicky U¢inny 1 u pacientl

s na lamivudin rezistentnimi mutacemi HBV (Husa, 2005; gperl, 2008).

8.2. LECBA VIROVE HEPATITIDY C

Virova hepatitida C je rozpoznana v akutnim stadiu jen velmi zfidka. Lécba akutni
hepatitidy C se nijak nelisi od 1é¢by jinych akutnich virovych hepatitid. V literatufe je fada
informaci o vyznamu antivirové 1é€by (konvencnim nebo pegylovanym IFN alfa
vV monoterapii ¢i v kombinaci s ribavirinem) pro zabranu pfechodu akutni infekce HCV
do chronicity, ale jednozna¢né neni zatim tato 1écba doporuCovana. Zatim neni jasné ani
optimalni davkovani a zejména doba podavani antivirovych preparatii (Urbanek, 2008).

VSsichni pacienti s chronickou infekci HCV jsou potencidlnimi kandidaty protiviroveé
1éCby. Terapie je jednoznacné doporucena pro pacienty se zvySenym rizikem vzniku jaterni
cirh6zy. Tito pacienti jsou charakterizovani prokazatelnou sérovou HCV RNA,

signifikantnim histologickym nélezem ve vzorku tkané ziskaném biopsii jater s portalni
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nebo premost’ujici fibrozou a s alespon stfedni aktivitou zanétu a stfednim stupném nekréz
a vétsina téchto pacientll ma také trvale vyssi aktivitu ALT (Husa, 2007).

U ostatnich pacienti nejsou rizika 1éCby a jeji pipadny prospéch pro pacienta natolik
jednoznacna, aby u nich §lo doporucit 1écbu pausalné, ale az po individudlnim posouzeni
kazdého konkrétniho piipadu. Uspé&snost 16¢by chronické hepatitidy C se hodnoti podle
trvalého vymizeni viru z krve. Béhem uplynulého desetileti vzrostla G¢innost 1écby
Z ptivodnich 5 % na sou€asnych 50-60 % u nemocnych infikovanych typem 1 viru a 80-
85 % u pacientll nakazenych typy 2 nebo 3. Tohoto vyborného lécebného uspéchu
je dosahovano pii pouziti kombinace pegylovaného interferonu a ribavirinu, ktery
je ve form¢ tablet nebo kapsli. Délka 1écby je 48 tydnu pfi infekci typem viru 1, ktery
Vv nas$i populaci jednoznacné ptevlada (u nds zhruba 80 % ptipadl). Pokud je pacient
infikovan relativné pfiznivymi typy viru 2 nebo 3, postacuje jen 24 tydnt 1écby (Husa,

2007; Urbanek, 2008).
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9. ZAVER

Virové hepatitidy jsou nejcastéjSim jaternim onemocnénim a jsou piicinou umrti
az 2 milionti osob ro¢né. Dosud zndmych a laboratorné stanovitelnych je 6 typt hepatitid
atoA,B,C,D,EaG.

Diagnostika virovych hepatitid je opfena o kombinaci imunologickych
a molekularné genetickych metod. Rutinni stanoveni markerti je pak vétSinou zaloZeno
na principu enzymové¢ imunoanalyzy na mikroc¢asticich.

Diive hojné se vyskytujici hepatitida A je prokazatelna ptitomnosti protilatek anti-

HAV tiidy IgM, které jsou specifické pro akutni prubeh infekce. Nyni se tato hepatitida
vyskytuje jen pii snizeném hygienickém standardu.
Sérologicka diagnostika virové hepatitidy B je pomérmné komplikovana, protoze se sleduje
fada antigenti a protilatek. Akutni forma je prokazatelna pfitomnosti antigenu HBSAg,
antigenu HBeAg a pfitomnosti protilatek anti-HBc tfidy IgM. Prestup infekce
do chronicity je pak mozné ur¢it pomoci protilatek anti-HBc tfidy IgG a anti-HBe. Prikaz
protilatek anti-HBs je specificky pro probchlou infekci nebo pro uspésné ockovani.
Nejcitlivéjsim ukazatelem virové replikace je stanoveni HBV DNA pomoci molekularné
hybridiza¢nich metod nebo polymerazovou fetézovou reakei.

Virova hepatitida C je ve vétSin€ piipadll diagnostikovana aZz ve stadiu chronické
hepatitidy. Rutinné se pouziva vysetfeni protilatek anti-HCV tiidy IgG. NejdulezitéjSim
konfirmacnim rutinnim testem u vSech pacientl, kteti maji reaktivitu v testu ELISA,
je rekombinantni imunoblotova analyza (RIBA-2). Pro uréeni akutni formy je nutné
vySetfeni virové RNA metodou PCR.

U viru hepatitidy D je typickym prikazem pfitomnost antigenu HBsAg spolecné
s protilatkami anti-HDV tfidy IgM. Ve specializovanych laboratofich se stanovuje antigen
HDAg a HDV RNA, urcujici akutni fazi hepatitidy.

V Ceské republice k méné se vyskytujicim patii hepatitidy E a G, jejichz prikaz
je zalozen na stanoveni protilatek anti-HEV tridy IgM a prikazu virové RNA u hepatitidy
G pomoci PCR.

Vétsina virovych hepatitid je v disledku poskozeni jaternich bun¢k doprovazena

zvySenymi hodnotami bilirubinu a aminotransferaz.
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Pocet virovych hepatitid A a B se postupem let snizuje z ditvodu preventivnich
opatieni a uspes$né vakcinace . Dostupné vakciny proti A jsou Havrix Junior, Havrix 1440,
Avaxim, Vaqta Pediatric a Vaqta Adult a dostupné vakciny proti B jsou Engerix B, H-
BVAX II a HBVAX PRO. Mimo to je mozné vyuzit i kombinované vakciny Twinrix
Adult a Twinrix paediatric.

Pacienti s virovymi hepatitidami jsou v Ceské republice 1é¢eni nejmoderngjsimi
dostupnymi prostfedky. Mezi nejpouzivanéjSi preparaty patii interferon alfa-2a. Lécba

U nas se nijak nelisi od 1écebnych postupti pouzivanych v jinych zemich.
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SEZNAM ZKRATEK
ALP

ALT

anti-HAV celkové
anti-HAV IgM

anti-HBc celkové

anti-HBc IgM
anti-HBe

anti- HBs
anti-HCV
anti-HDV celkové
anti-HDV IgM
anti-HEV
anti-HGV
anti-LKM
AST

DNA

EBV

ELISA

FPIA

GGT

HAV

alkalickd fosfataza

alaninaminotransferaza

celkové protilatky proti viru hepatitidy A (anamnestické)
protilatky proti viru hepatitidy A ve tiidé IgM (Casné)

celkové protilatky proti dfefiovému antigenu viru hepatitidy
B

protilatky IgM proti dfenovému antigenu viru hepatitidy B
protilatky proti »e« antigenu viru hepatitidy B

protilatky proti povrchovému antigenu viru hepatitidy B
protilatky proti viru hepatitidy

celkové protilatky proti viru hepatitidy D (anamnestické)
protilatky proti viru hepatitidy D ve tiidé IgM (Casné)
protilatky proti viru hepatitidy E

protilatky proti obalovému proteinu viru hepatitidy G
mikrosomalni protilatka jatra-ledvina
aspartataminotransferaza

deoxyribonukleova kyselina

virus Epsteina-Barrové

enzymatickd imunosorp¢ni analyza

Fluorescence polarization immunoassay
y-glutamytransferaza

virus hepatitidy A
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HBCcAg
HBeAg
HBsAg
HBV DNA
HBV
HCV RNA
HCV
HDAg
HDV
HEV
HGVB-C
HGV RNA
HIV

IFN

MEIA
MRNA
MU

MUP

NRL

ORF

PCR
rHBcAg

RIBA

dfenovy (core) antigen viru hepatitidy B

»e« antigen viru hepatitidy B

povrchovy (surface) antigen viru hepatitidy B
deoxyribonukleova kyselina viru hepatitidy B
virus hepatitidy B

ribonukleova kyselina viru hepatitidy C
virus hepatitidy C

antigen viru hepatitidy D

virus hepatitidy D

virus hepatitidy E

virus hepatitidy GB-C (totozny s HGV)
ribonukleova kyselina viru hepatitidy G
virus lidské imunodeficience

interferon

Microparticle Enzyme Immunoassay
informacni ribonukleova kyselina
methylumbelliferon
4-methylumbelliferylfosfat

narodni referen¢ni laboratot

otevieny ¢teci ramecek

polymerdzova fetézova reakce
rekombinantni core antigen viru hepatitidy B

rekombinantni imunoblot
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RNA

SOD

TMA

TV

VH

ribonukleova kyselina
superoxiddismutdza
transcription-mediated amplification
TT virus

virova hepatitida
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