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POVZETEK

Virus hepatitisa B povzroc¢a akutni in/ali kroni¢ni hepatitis B. Kljub Stevilnim ukrepom
proti Sirjenju okuzbe je z njim $e vedno okuzen precejSen del svetovne populacije. Vedno
ve¢ raziskav kaze na doloceno povezanost med posameznimi genotipi virusa hepatitisa B
in klini¢nim potekom bolezni ter odzivom na protivirusno zdravljenje. Do danes je bilo

odkritih in potrjenih osem genotipov od A do H, ki so znacilno geografsko porazdeljeni.

Namen nase raziskave je bil doloCiti deleZze okuzbe s posameznimi genotipi virusa
hepatitisa B pri krvodajalcih v Sloveniji. Virusno DNA smo osamili iz arhiviranih vzorcev
plazme krvodajalcev, ki so jih na Zavodu RS za transfuzijsko medicino zbrali med leti
2000 in 2012. Za dolocanje genotipov virusa hepatitisa B smo uvedli in optimizirali

metodo, ki temelji na verizni reakciji s polimerazo v realnem ¢asu.

Rezultati genotipizacije so pokazali, da je z genotipom D okuzenih 84 %, z genotipoma A
in B pa 8 % oziroma 2 % krvodajalcev. MeSani okuzbi D/A in A/C pa smo odkrili pri
preostalih 6 % krvodajalcev. Nasi izsledki se dobro ujemajo z geografsko lego Slovenije na
prehodu med Sredozemljem in srednjo Evropo, kjer mo¢no previladuje okuzba z genotipom

D ob manjsem do zmernem delezu okuzbe z genotipom A.

Klju¢ne besede: virus hepatitisa B, genotipizacija, krvodajalci.



ABSTRACT

Hepatitis B virus can cause acute and/or chronic hepatitis B and in spite of numerous
interventions still infects a considerable amount of world population. An association
between hepatitis B virus genotypes and clinical outcome, as well as response to antiviral
therapy is being reported repeatedly over the last decade. By now, eight genotypes from A

to H with distinctive geographical distribution have been recognised.

In Slovenia, the distribution of hepatitis B virus genotypes in blood donor population has
not been determined yet, therefore our goal was to perform the viral genotyping. Viral
DNA was isolated from blood donor plasma samples that have been archived between
years 2000 and 2012. A genotyping method has been developed and optimized, based on
the TagMan real-time PCR.

Results revealed that genotype D infects 84 % of the analysed blood donor population,
while genotypes A and B account for 8 % and 2 % of infections, respectively. The
remaining 6 % of blood donors were infected by mixed genotypes, i.e.: D/A and A/C. Our
results correspond well to Slovenian geographical location being on the edge of
Mediterranean and Middle Europe, where predominant infection with genotype D and only

minor to moderate infection with genotype A is expected.

Key words: hepatitis B virus, genotyping, blood donors.
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1 UVOD

1.1 Virus hepatitisa B

Virus hepatitisa B (HBV) so prvi¢ prepoznali leta 1965, danes pa Vv svetu velja za najbolj
raz§irjen virus hepatitisa, ki ga taksonomsko uvrséamo v druzino Hepadnaviridae in rod
Orthohepadnavirus. Gre za majhen virus z deoksiribonukleinsko kislino (DNA) dolzine
3200 nukleotidov in nenavadnimi lastnostmi, ki spominjajo na retroviruse. Glede na
razlike v epitopih antigenov, ki so prisotni na proteinih ovojnice, lo¢imo Stiri glavne
serotipe: adr, adw, ayr in ayw. Glede na podobnosti v nukleotidnem zaporedju virusa pa
lo¢imo osem genotipov od A do H.

Okuzba s HBV, ki je bila neko¢ zelo pogosta, lahko pri ¢loveku povzroci akutni ali
kroni¢ni hepatitis. Po podatkih je na svetu Se vedno vec¢ kot 240 milijonov kroni¢nih
nosilcev, okrog 600.000 ljudi pa letno umre zaradi posledic akutne ali kroni¢ne bolezni.
Zadnjih trideset let je na voljo varno in ucinkovito cepivo, Ki je izdatno prispevalo k
zmanjSanju Stevila novih okuzb s HBV. Velik problem pa $e vedno predstavljajo
ozdravitev kroni¢nih okuzb, prepoznava okultnih okuzb, reaktivacija virusa in nepopolna

zascita po cepljenju [1-4].

1.1.1 Zgradba

Z elektronskim mikroskopom lahko lo¢imo tri morfoloske oblike delcev HBV (Slika 1).

HBsAg ;" i .
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Slika 1: Morfoloske oblike virusa hepatitisa B. A — celotni virus, B — filamentozni delec, C — sferi¢ni delec

in D — prosti proteini ovojnice, HBsSAg. Povzeto po [3].
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Dve od teh sta sestavljeni samo iz fosfolipidnega dvosloja in proteinov zunanje ovojnice
(HBsAQ). Ker ne vsebujeta nukleinske kisline, nista kuzni. Pod mikroskopom ju vidimo
kot manjse kroglaste strukture s premerom 20 nm in v obliki razli¢no dolgih filamentov
Sirine 22 nm. Za kuznost je odgovorna tretja oblika, neko¢ poimenovana Danejevo telesce,
ki je kroglaste oblike, s premerom 42 nm. V notranjosti ima virusno DNA in polimerazo,
Ki jo obdajata ikozaedri¢na nukleokapsida sestavljena iz jedrnega antigena (HBCAQ) ter
lipidna ovojnica s proteini ovojnice HBsAg. Celotnih virusov je v serumu bolnikov
obi¢ajno tudi do 10.000 krat manj kot sferi¢ne in filamentozne oblike. Poleg omenjenih
treh morfoloskih oblik HBV lahko v serumu dokazemo tudi proste delce HBsAg [5].

Genom HBV je sestavljen iz delno dvovija¢ne, delno pa enovijaéne krozne nukleinske
kisline z okrog 3,2 kilobaznimi pari. Imenujemo jo spros¢eno krozna DNA, vsebuje pa $tiri
prekrivajoce se bralne okvirje S, C, P in X (Slika 2).

3211
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Slika 2: Genom HBYV in bralni okvirji S, C, P, X v obliki kovalentno zaprte krozne DNA (genotip A,
3221 baznih parov). Povzeto po [3].



Podrocje S lahko strukturno in funkcionalno razdelimo na regije pre-S1, pre-S2 in S, ki
kodirajo proteine ovojnice HBsAg. Podro¢je C kodira protein nukleokapside HBcAg, ki ga
najdemo le v jetrih, in njegovo topno razli¢ico HBeAg, ki se nahaja v serumu. Strukturno
je podro¢je C sestavljeno iz jedrne (angl. core) in nadjedrne (angl. precore) regije.
Preostala bralna okvirja P in X pa kodirata polimerazo in proteine HBxAg [4].

1.1.2 Zivljenjski cikel

Zivljenjski cikel HBV (Slika 3) se pri¢ne z vezavo zrelih virionov na specifi¢ne receptorje
¢loveskih hepatocitov. Sledi vstop v celico z endocitozo in slacenje zunanje virusne
ovojnice. Nukleokapsida nato potuje do jedrnih por, kjer virusna DNA preide v celi¢no
jedro. Celi¢ni dejavniki v jedru dopolnijo enovija¢ni del DNA tako, da iz spro§¢eno krozne
DNA nastane stabilna dvovijatna DNA imenovana kovalentno zaprta krozna DNA

(cccDNA). Ta se prepise v subgenomske in pregenomske mRNA, ki nato potujejo v
citoplazmo.

vstop virusne
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PERNA v reDNA

jedrni
proteini

Slika 3: Shematski prikaz pomnoZevanja HBV. cccCDNA — kovalentno zaprta krozna DNA; pgRNA —
pregenomska RNA; rcDNA — spros¢eno krozna DNA; HBs — proteini ovojnice; GA — Golgijev aparat; ER —
endoplazmatski retikulum. Povzeto po [3].



Subgenomska mRNA se v endoplazmatskem retikulumu prevede v proteine, ki se sestavijo
v HBsAg in izloCijo skozi Golgijev aparat. Isto¢asno se pregenomska RNA v citosolu
prevede v jedrne proteine HBcAg in DNA-polimerazo. Jedrni proteini se nato s pomocjo
celi¢nih prenaSalnih molekul (angl. chaperons) sestavijo v nukleokapsido, ki obda
pregenomsko RNA in virusno DNA-polimerazo. Pregenomska RNA se v nukleokapsidi
prepiSe v genomsko DNA s pomocjo virusne polimeraze, ki ima sposobnost reverzne
transkripcije. Tako nastali zreli jedrni delci se z brstenjem v lumen endoplazmatskega
retikuluma obdajo z zunanjo ovojnico in izlocijo iz celice ali pa potujejo nazaj k jedrnim

poram, Kjer se virusna DNA ponovno vrne v jedro in pretvori v cccDNA [3].

1.1.3 Patogeneza okuzbe s HBV in klini¢na slika

Nekaj tednov po okuzbi se virus hepatitisa B zac¢ne hitro pomnoZevati, koncentracija
njegove DNA pa doseze 102 in ve¢ kopij/ml plazme. Posledi¢no pride do izrazitega
celicnega imunskega odziva gostitelja, ki ne zavira le razmnoZevanja virusa, ampak

povzro¢i tudi poSkodbe hepatocitov.

Inkubacijska doba traja od 45 do 180 dni, nato pa sledi simptomatski ali asimptomatski
akutni hepatitis. Pri bolnikih z izrazenim akutnim hepatitisom B se sprva pojavijo prebavne
teZzave in izpusc€aji, sledijo utrujenost, poviSana telesna temperatura, slabost in bruhanje,
nato pa Se zlatenica. Simptomi izginejo v pozni akutni fazi, ko se pojavijo nevtralizirajoca
protitelesa proti antigegnom HBV, ki prepreCujejo okuzbo novih celic in povzrocajo

dolgoletno klini¢no remisijo.

Ce je koncentracija HBV DNA takoj po okuzbi nizka, lahko imunski odziv pravo&asno
zaustavi virusno pomnozevanje, ko je prizadetih Se relativno malo celic. Pri manj kot
odstotku bolnikov pa se razvije fulminantni akutni hepatitis, ki povzro¢i obsezne poskodbe

hepatocitov in v zelo kratkem ¢asu oslabi jetrno funkcijo.

Kljub »zazdravitvi« hujSega ali blazjega akutnega hepatitisa ostane nekaj virusnega
genoma skritega v jetrih in sicer v obliki cccDNA. Koncentracije HBV DNA v serumu so
v tem primeru pogosto tako nizke, da jih ne moremo zaznati. Preiskovanci so lahko hkrati
seronegativni za vse oznacevalce okuzbe s HBV ali pa imajo protitelesa proti HBcAg
(anti-HBc) in/ali proti HBsAg (anti-HBs). Tak tip okuzbe imenujemo okultna okuzba s
HBV, ki v vecini primerov ne vpliva na bolnikovo zivljenje. Problemati¢na je predvsem

pri osebah z oslabljenim imunskim sistemom, saj lahko pri njih pride do reaktivacije



okuzbe in posledi¢no do hude oblike hepatitisa. Pri presaditvah jeter pa se lahko zgodi

prenos bolezni iz darovalca na prejemnika.

V¢asih pri akutnem hepatitisu imunski odziv ne uspe omejiti pomnozevanja HBV DNA,
HBSsAQ pa se ne ocisti iz telesa v Sestih mesecih, temve¢ ostane prisoten v serumu daljsi
Cas. V takem primeru lahko posumimo na kroni¢no okuzbo, ki je znacilna predvsem za
osebe, ki so se s HBV okuzile bodisi od matere med porodom ali pa od druzinskih ¢lanov v
zgodnjem otrostvu. Pogosta je tudi pri bolnikih z oslabljenim imunskih sistemom. Pri
kroni¢ni okuzbi prihaja so¢asno do citotoksi¢nega celinega imunskega odziva CD8+
limfocitov T in dolgotrajnega hitrega pomnozevanja DNA, kar vodi v vztrajajoco vnetno
bolezen, progresivno fibrozo jeter in vcasih tudi v jetrnoceli¢ni karcinom. Dejavniki, ki
vplivajo na razvoj in posledice kroni¢nega hepatitisa B so genotip HBV, virusno breme,

specifi¢ne virusne mutacije ter starost, spol in nacin zivljenja bolnikov [3—6].

1.1.4 Mikrobioloska diagnostika okuzbe s HBV

Dokaz okuzbe z virusom in postavitev diagnoze temeljita na pravilni interpretaciji
kombinacije klini¢nih znakov ter rezultatov mikrobioloskih, biokemijskih in histoloskih
preiskav. V okviru mikrobioloske diagnostike izvajajo tako molekularno-bioloske kot
seroloske preiskave. S hitrimi encimsko-imunskimi testi v serumih bolnikov doloc¢ajo
protitelesa anti-HBs, anti-HBe, imunoglobuline M anti-HBc (anti-HBc IgM) ter celokupna
protitelesa anti-HBc in virusna proteina HBsAg in HBeAg. Poleg tega pogosto dolocajo
tudi prisotnost in koncentracijo HBV DNA z verizno reakcijo s polimerazo v realnem Casu

in z metodo razvejane DNA.

Posamezni oznacevalci okuzbe s HBV imajo znaCilen vzorec pojavljanja v serumu
okuzene osebe. Najprej lahko dokazemo HBV DNA, ki se v krvi pojavi 1-2 tedna po
okuzbi. Identifikacija HBV DNA v serumu omogoca diagnosticiranje hepatitisa v obdobju
prvega diagnosticnega okna, Se preden se pojavi HBsAg ter v obdobju drugega
diagnosticnega okna, ko izgine HBsAg in Se ne moremo zaznati protiteles anti-HBs.
Virusna DNA je pomembna tudi pri opredelitvi okuzb z mutiranimi razli¢icami HBV, ki
jih s standardnimi seroloskimi testi ne moremo dolociti. Kvantitativno dolocanje HBV
DNA pa velja za nepogresljivo orodje za oceno virusne aktivnosti in kuznosti bolnika.

Vecinoma ga uporabljamo za spremljanje ucinkovitosti protivirusnega zdravljenja in



razreSevanje nekaterih diagnosti¢nih problemov, v primerih, ko seroloske raziskave ne

zadostujejo.

Pojavu HBV DNA v krvi sledita proteina HBsAg in HBeAg. Prvega lahko vcasih
dolo¢imo Ze 1-2 tedna po okuzbi, v¢asih pa Sele po treh mesecih. Skupaj s HBV DNA je
obicajno V telesu zaznan le okrog Sest mesecev o0ziroma do okrevanja od akutne bolezni,
zato njegova dolgotrajnejsa prisotnost v serumu pomeni kroni¢no obolelost. HBeAg je
topna oblika jedrnega proteina, ki se v krvi pojavi le nekaj dni za HBsSAg. Povezan je s
stopnjo virusnega pomnozevanja in s tem s kuznostjo bolnika. Visja koncentracija HBeAg
torej pomeni hitrejSe pomnozevanje HBV DNA in ve¢jo kuznost bolnika. HBeAg pri
vecini bolnikov izgine iz krvi po nekaj tednih akutne bolezni. Izjema so tisti, pri katerih se
akutna okuzba razvije v kroni¢no in je HBeAg prisoten v krvi daljsi ¢as. Pri kroni¢nih
bolnikih serokonverzija v protitelesa proti HBeAg (anti-HBe) obi¢ajno pomeni umiritev

jetrnega vnetja in upoc€asnitev virusnega pomnozevanja.

Med protitelesi se najprej pojavijo anti-HBc tipa IgM, tem pa sledijo imunoglobulini G
anti-HBc. Protitelesa anti-HBe lahko dolo¢imo kmalu po tem, ko iz krvi izgine HBeAg, to
pa je pogosto na vrhuncu bolezni. Kot zadnja se ze v fazi okrevanja pojavijo protitelesa
anti-HBs, to pa se lahko zgodi tudi leta po tem, ko se telo ocisti HBSAg. Pomembno je, da
V serumu ostanejo prisotna daljsi ¢as, saj gre za protitelesa, ki so odgovorna za imunost,
medtem ko imunoglobulini anti-HBc in anti-HBe niso za$¢itni. Pri 10-20 % bolnikov pa
protiteles anti-HBs v serumu ne moremo zaznati. Ti imajo prisotne samo imunoglobuline
anti-HBc kot znak prejSnje okuzbe s HBV. Dolocitev protitels anti-HBc je tako najbolj
zanesljiva ocena stare okuzbe s HBV, identifikacija in kvantifikacija imunoglobulinov

anti-HBs pa najboljsi nacin, s katerim ocenimo stopnjo imunosti in odziv na cepivo [3-5].

1.1.5 Epidemiologija

HBV je visoko endemicen v Aziji, na pacifiskih otokih in v Afriki, kjer okuzbe zajemajo
8—20 % prebivalstva. Vecina okuzb v Aziji poteka vertikalno pri otrocih, starih od ni¢ do
dve leti, medtem ko gre v Afriki in zahodnih drzavah obicajno za horizontalen prenos.
Ceprav se HBV prenasa zgolj s krvjo in telesnimi izlo¢ki, ki vsebujejo kri, ga je mogoce

zaznati v skoraj vseh telesnih tekoc¢inah.

V vzhodni Evropi oznacevalce okuzbe zaznajo pri 2—7 %, v severni, srednji in zahodni

Evropi pa pri < 1 % prebivalstva. V Sloveniji natan¢nega podatka o pogostosti okuzbe v



splosni populaciji ne poznamo, je pa njena frekvenca prav tako ocenjena na manj kot
odstotek prebivalstva. Letna pojavnost novih akutnih okuzb je v zadnjih nekaj letih okrog
ena na sto tiso¢, pojavnost novih kroni¢nih okuzb pa okrog dve na sto tiso¢ prebivalcev

Slovenije [2, 6, 7].

Okuzbe s HBV se zaenkrat Se ne da pozdraviti, zato je veliko truda vloZenega v
preprecevanje in omejitev Sirjenja okuzbe. Poleg stroge higiene pri invazivnih medicinskih
posegih in ustreznega zivljenjskega stila je cepljenje najucinkovitejSe sredstvo za
preprecevanje okuzbe. Danes uporabljamo cepivo, ki vsebuje rekombinantni HBsAg.
Cepljenje obicajno poteka po shemi 0, 6, 12 mesecev, alternativno pa tudi v krajsih
razmakih. Cepimo se lahko v kateremkoli starostnem obdobju, vendar je ucinkovitost
cepljenja sorazmerna starosti osebe. Posledi¢no je v nekaterih drzavah, vklju¢no s
Slovenijo, cepljenje otrok proti HBV del obveznega ali priporo¢enega nacionalnega
programa. K prepreéevanju hepatitisa B v Sloveniji uspesno pripomore tudi obvezno
presejalno testiranje vseh krvodajalcev, nosecnic in partnerjev oseb, ki so pozitivne na
HBsAg [5, 8].

1.1.6 Genotipi HBV

Edinstven nacin pomnozevanja HBV DNA vodi v zelo pogoste tockaste mutacije, delecije
in insercije. Virusna reverzna transkriptaza namre¢ generira visoko frekvenco napak, ki jih
ne popravlja, kar genomu HBV omogoca hiter razvoj. Posamezna mutacija pa lahko vpliva
na razli¢ne gene, ker se bralni okvirji prekrivajo. Evolucija je tako pripeljala do danasnjega
obstoja razli¢nih genotipov, subgenotipov, mutantov, rekombinantov in genetsko zelo

sorodnih razli¢ic (angl. quasispecies) HBV.

Z analizo razlik v zaporedjih nukleotidov so zaenkrat dolo¢ili osem genotipov (A—H), ki se
med seboj razlikujejo v vsaj 8 % genoma. Loc¢imo pa tudi subgenotipe z razlikami v 4-8 %
nukleotidnega zaporedja: A1-7, B1-9, C1-16, D1-9 in F1-4. Razvrs¢anje v subgenotipe
je sicer Se vedno predmet razprave, saj naj bi bili nekateri od teh samo rekombinantne

razli¢ice drugih (sub)genotipov [6, 10].

Danes poznamo Ze precej natan¢no geografsko porazdelitev posameznih genotipov (Slika
4). Genotip D tako najdemo povsod po svetu, medtem ko so ostali bolj ali manj omejeni na

posamezne kontinente.
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Slika 4: Geografska porazdelitev posameznih genotipov HBV in pogostost okuzbe s HBsAg. Povzeto po
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Genotip A moc¢no prevladuje v severni in zahodni Evropi ter subsaharski in zahodni Afriki,
genotipa B in C pa v azijsko-pacifiskih regijah, pri ¢emer je razmerje med okuZenimi z
genotipom B in tistimi z genotipom C med drzavami razli¢no. Genotip D je najpogostejsi v
Afriki, Evropi, Sredozemlju in Indiji, genotip E je omejen na zahodno Afriko, genotip F pa
na srednjo in juzno Ameriko. O okuzbah z genotipom G so porocali v Franciji, Nem¢iji in
ZDA, z genotipom H pa Vv juzni Ameriki. V zadnjem ¢asu naj bi izolirali $e nepotrjena

genotipa | v Vietnamu in Laosu ter J na Japonskem [12-18].

Vedno ve¢ S§tudij kaze na pomen genotipov HBV pri razvoju bolezni in njenem
zdravljenju. Ker pa vec¢ kot tri Cetrtine vseh bolnikov s hepatitisom B zivi na obmogjih
vzhodne Azije, je vecina raziskav, informacij in znanja v povezavi s HBV zasnovana na
genotipih B in C ter na primerjavah med bolniki iz Azije (genotipa B in C) ter tistimi iz
Evrope in ZDA (genotipa A in D).

Studije bolnikov s kroni¢nim hepatitisom so pokazale, da okuzbi z genotipoma C in F
pogosteje kot pri ostalih genotipih vodita v hudo obolenje jeter in jetrnoceli¢ni karcinom.
V podsaharski Afriki pa je subgenotip A1 HBV bolj povezan z nastankom jetrnoceli¢nega
karcinoma kot ostali genotipi in subgenotipi. Genotip D povzroca hujse poSkodbe jeter kot
genotip A, prav tako pa naj bi bilo pri genotipu A daljse obdobje remisije in hitrejsi ocistek

HBsAg pri akutni bolezni. Vendar pa v primeru genotipa A prihaja pogosteje do razvoja



kroni¢ne bolezni kot pri genotipu D. Za slednjega je tudi bolj kot za vse ostale genotipe
znacilno, da se razvije HBeAg-negativni kroni¢ni hepatitis, pri katerem ostane virusna in
imunska aktivnost visoka kljub serokonverziji HBeAg, bolezen pa ima neugodno prognozo
[20—-26].

Trenutno se za zdravljenje kroni¢nega hepatitisa uporabljata dve vrsti terapije: interferon
alfa (IFN-0) in njegova pegilirana razli¢ica ter nukleotidni in nukleozidni analogi
lamivudin, telbivudin, entekavir, adefovir in tenofovir. Znano je, da genotip HBV vpliva
na odziv na zdravljenje z IFN-o. Pri bolnikih okuZenih z genotipoma A ali B so tako 6-12
mesecev po koncani terapiji z interferonom ugotovili boljsi odziv na zdravljenje glede na
nizje vrednosti alanin aminotransferaze in ugodnejSo serokonverzijo HBeAg kot pri tistih
okuzenih z genotipoma C ali D. Tudi zadnje metaanalize potrjujejo, da Se pacienti okuzeni

z genotipoma A in B v splosnem bolje odzivajo na terapijo z interferonom [26—28].

Zelo majhne pa so razlike v odzivu na terapijo z nukleozidnimi in nukleotidnimi analogi
pri bolnikih okuzenih z razlicnimi genotipi HBV. Izjema je le lamivudin, pri katerem naj bi
obstajala povezava med zgodnjim razvojem rezistence in genotipom B. Veéja pogostost
mutacij v promotorskih regijah »core« in »precore« povezanih z rezistenco na lamivudin

pa naj bi bila prisotna tudi pri genotipu A v primerjavi z genotipom D [29-31].
1.2 Genotipizacija virusa hepatitisa B

Danes obstajajo Stevilne metode za genotipizacijo HBV, ki imajo razli¢éno ob¢utljivost,
specificnost, stroske in Cas izvajanja. Zlati standard ostaja sekvenciranje celotnega
genoma, ki mu sledi filogenetska analiza. Gre za zelo zanesljivo in obcutljivo metodo, ki
ne omogoca samo prepoznave poznanih, ampak tudi identifikacijo novih in
rekombinantnih genotipov. Slabosti sekvenciranja so visja cena v primerjavi z ostalimi
metodami, tezavna uporaba v $tudijah z velikim $tevilom vzorcev in slabsa u¢inkovitost pri
prepoznavanju mesanih genotipov v serumu. Poleg sekvenciranja se zelo pogosto
uporablja tudi metoda PCR v realnem casu, ki omogoca socasno doloCanje genotipa in
koncentracije DNA. Zagotavlja tudi nizko navzkrizno kontaminacijo, kratek ¢as izvedbe,
dobro obcutljivost, avtomatizacijo in boljSe prepoznavanje meSanih genotipov kot
sekvenciranje. Ostale uporabljene metode so Se multipla PCR, metoda dolo¢anja
polimorfizmov dolzin restrikcijskih fragmentov (RFLP), hibridizacijska metoda INNO-

LiPA, doloc¢anje serotipov, mikromreze idr. [32, 33].



1.2.1 PCR v realnem ¢asu

Verizna reakcija s polimerazo ali PCR (angl. Polymerase Chain Reaction) v realnem ¢asu
temelji na metodi, ki jo je v osemdesetih razvil Kary Mullis s sodelavci. Ta izkoris¢a
sposobnost toplotno stabilne DNA-polimeraze, da pomnozi zelena podro¢ja molekule
DNA z uporabo para specifi¢nih zacetnih oligonukleotidov in termi¢no dobro regulirane

reakcije, ki se zaporedoma ponovi v 30—40 ciklih [34].

PCR v realnem casu (QPCR) so prvi¢ predstavili Higuchi in sodelavci v zacetku
devetdesetih let. Sprotno spremljanje pomnozevanja DNA so dosegli z dodatkom
etidijevega bromida, ki poveca fluorescenco ob vezavi na DNA, in izvedbo reakcije pod
UV lug¢jo. S kombiniranjem znanj o fluorescenéni kemiji in snemanju reakcij v realnem
Casu pa so razvili tehnologijo, ki je danes komercialno dobro razsirjena. S€asoma so Se
poleg etidijevega bromida pojavili novi nadini oznacevanja reakcijskega produkta, ki se
medsebojno precej razlikujejo v mehanizmu delovanja, vendar je vsem skupna sposobnost
povezave pomnozevanja DNA s spremembo v fluorescenci. Med pogosto uporabljane
spadata barvili SYBR Green | in Il, hidrolizirajoce in hibridizacijske sonde ter molekularna

svetila (angl. molecular beacons) idr. [35—37].

Metoda gqPCR, pri kateri produkt DNA oznacujemo s hidrolizirajo¢imi sondami, tako kot
klasicna PCR, temelji na uporabi specificnih zacetnih oligonukleotidov. Poleg tega pa
izkoris¢a edinstvene lastnosti sonde TagMan in 5-3' eksonukleazno aktivnost Tag-
polimeraze. Sonda TagMan je strukturno sestavljena iz kratkega oligonukleotida s
specifiénim zaporedjem, Ki je na obeh koncih oznaceno s fluorescen¢nimi barvili. Barvilo
na 3' koncu je poimenovano dusilec (angl. quencher), barvilo na 5' koncu pa reportersko
barvilo (angl. reporter). Ker sta dusilec in reporter vezana na isti oligonukleotid in zato v
medsebojni neposredni blizini, dusilec absorbira spros¢eno svetlobo reporterske molekule.
Tak princip prenosa energije z donorske na akceptorsko molekulo je poimenovan prenos
fluorescenéne resonancne energije ali FRET (angl. Fluorescence Resonance Energy

Transfer).

Primer pogosto uporabljenega dusilca je tetrametilrodamin (TAMRA), v zadnjem Casu pa
se uporabljajo tudi nefluorescencni dusilci, na katere so pripete molekule MGB (angl.
minor groove binder), ki stabilizirajo vezavo sonde na DNA in tako izbolj$ajo sekvencno

specificnost. Kot reporterski fluorescenéni molekuli se pogosto uporabljata 6-
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karboksifluorescein (FAM) in tetraklorofluorescein (TET), na voljo pa so Se Stevilne
druge.

Na zacetku reakcije se zacetna oligonukleotida in sonda TagMan prilegajo verigi taréne
DNA, Tag-polimeraza pa za¢ne med vezanima zacetnima oligonukleotidoma sintetizirati
komplementarno verigo DNA v smeri 5'-3". Ko doseZe sondo, jo s svojo endonukleazno
aktivnostjo hidrolizira, zaradi ¢esar se dusilec in reportersko barvilo lo¢ita. Dusilec zaradi
povecanja razdalje ne absorbira ve¢ svetlobe reporterske molekule, zato lahko zaznamo

povecéevanje fluorescence med samim potekom reakcije.

Slika 5 prikazuje spreminjanje fluorescence s Stevilom cikla reakcije gPCR. Kot lahko
vidimo, je produkta v zacetnih ciklih pomnoZevanja malo, zato Se ni mogoce lo¢iti signala
fluorescence od ozadja. S povecevanjem Stevila pomnozenih odsekov DNA pa signal
eksponentno raste. Pri popolni u¢inkovitosti reakcije bi zato v reakcijski zmesi moralo po
vsakem ciklu biti dvakrat ve¢ specificne DNA, v realnosti pa zmanjka reagentov in zato
reakcija doseze plato. Konéni rezultat, ki ga podamo s stevilom cikla ali Ct-jem (angl.
treshold cycle), pri katerem zaznamo porast fluorescence v eksponentni fazi reakcije PCR,

je sorazmeren koli¢ini nastalega produkta [37—39].
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Slika 5: Signal fluorescence pri reakciji PCR v realnem ¢asu.
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2 NAMEN DELA

Namen naSega dela je uvesti metodo za genotipizacijo HBV in doloditi porazdelitev
genotipov HBV pri krvodajalcih v Sloveniji. Na podro¢ju Slovenije zaenkrat $¢ nimamo
podatkov 0 okuzbi s posameznimi genotipi za krvodajalce ali za splosno populacijo,
temveC je po neobjavljenih podatkih zaenkrat okvirno znana le porazdelitev genotipov
HBV znotraj majhne populacije bolnikov s hepatitisom B.

Nacdrtovanje eksperimenta

Med leti 2000 in 2012 so na Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko medicino pri
rutinskem testiranju krvi na patogene odkrili okuzbo z HBV pri 54 krvodajalcih. Okuzbe
so potrdili s seroloskimi (prisotnost HBsAg ter protiteles anti-HBc in anti-HBe ali HBeAg)
in molekularno-bioloskimi testi (HBV DNA).

Iz omenjenih arhiviranih vzorcev plazme bomo osamili HBV DNA s komercialnim
sistemom za izolacijo virusne DNA. Na enak na¢in bomo pripravili tudi kontrolne vzorce s

poznanimi genotipi HBV, ki jih bomo uporabili za potrditev rezultatov genotipizacije.

Metodo za genotipizacijo bomo zasnovali na tehniki PCR v realnem casu, ki jo poleg
dobre obcutljivosti in dostopnosti v laboratoriju, odlikuje tudi kratek ¢as izvedbe, nizka
navzkrizna kontaminacija in dobro prepoznavanje meSanih genotipov. Uvedeno metodo

gPCR bomo s pomocjo kontrolnih vzorcev optimizirali in ovrednotili.

V zadnjem koraku bomo z uvedeno in optimizirano metodo doloéili genotipe HBV DNA
izolirane iz 54 vzorcev plazme krvodajalcev in dolo¢ili porazdelitev okuzbe s posameznimi

virusnimi genotipi pri krvodajalcih v Sloveniji.

Hipoteza

Glede na pogostost pojavljanja posameznih genotipov HBV v sosednjih drzavah in pri
bolnikih okuzenih s HBV v Sloveniji sklepamo, da bo tudi v nasih rezultatih prevladoval

genotip D.
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3 METODE

3.1 Odvzem in shranjevanje vzorcev

3.1.1 Vzorci krvodajalcev
Uporabili smo vzorce plazme krvodajalcev, ki so jim med leti 2000 in 2012 pri rutinskem
testiranju na Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko medicino v Ljubljani odkrili

okuzbo s HBV. Vzorce so vse do naSe raziskave hranili zamrznjene pri temperaturi -80 °C.

Celokupno smo analizirali 54 vzorcev krvodajalcev s stalnim prebivaliS¢éem v Sloveniji
(starost pri odvzetju: 18-59 let, moski/Zenske: 40/14). Pri 37 krvodajalcih je bila navedena
drzava rojstva Slovenija, pri enajstih Bosna in Hercegovina, pri dveh Makedonija, pri dveh
Srhija, pri enem Ceska in pri enem Moldavija.

Z rutinskimi trojnimi presejalnimi testi NAT (Nucleic Acid Testing, sistem Procleix Tigris)
za HBV, HIV in HCV so v 52 vzorcih dokazali prisotnost virusne DNA, nato pa z
razreSitvenimi testi NAT dolo¢ili HBV DNA. En vzorec je bil pozitiven samo v
presejalnem testu, en pa samo v razreSitvenem testu in sicer v eni od treh ponovitev. V
vseh 54 vzorcih so zaznali seroloske oznacevalce HBsAg in protitelesa anti-HBc, v 49 od

teh so identificirali Se anti-HBe, v petih pa HBeAg.

3.1.2 Kontrolni vzorci

Za uvedbo in optimizacijo metode qPCR za dolocanje genotipa HBV smo uporabili
kontrolne vzorce iz programa EQA (angl. External Quality Assessment) naroene pri
organizaciji QCMD (Quality Control for Molecular Diagnostics) iz Velike Britanije.
Uporabili smo jih tudi kot pozitivne kontrole pri genotipizaciji HBV DNA iz vzorcev
krvodajalcev. Gre za vzorce plazme in seruma, ki vsebujejo klini¢ne izolate HBV, za
katere so z ve¢ molekularno-bioloskimi metodami dolo¢ili genotipe HBV (A—E in H) in
koncentracije prisotne virusne DNA. Kontrolni vzorec za genotip F v ¢asu nase analize pri
QCMD ni bil na voljo.

Uporabili smo naslednje kontrolne panele pripravljene v letih 2007 (serum), 2011 (plazma)
in 2013 (plazma):

= HBV QCMD 2007 Hepatitis B Virus Genotyping HBVGO7 Proficiency Programme,
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= EQA Programme 2011 Hepatitis B Virus Genotype HBVGT11,
= Hepatitis B Virus Genotype 2013 EQA Programme QAV064118 (HBVGT13).

Vzorci QCMD posameznih panelov, ki smo jih uporabili, so prikazani v Tabeli I. Med

analizami smo jih hranili zamrznjene pri temperaturi -20 °C.

Tabela I: Kontrolni vzorci QCMD.

GENOTIP HBVGO7 HBVGT11 HBVGT13
A QCMD 07-02 QCMD 11-05 QCMD 13-06
B QCMD 11-04 QCMD 13-04
C QCMD 07-03 QCMD 11-01
CMD 11-02
D SCMD 11.06 QCMD 13-01
E QCMD 07-01
G QCMD 07-08
H QCMD 11-08 QCMD 13-02

3.2 lzolacija virusne DNA

Reagenti in materiali

= Sestav za izolacijo EZ1 Virus Mini kit v2.0 (Qiagen, Nemcija).

= Naprava za izolacijo nukleinskih kislin BioRobot EZ1 (Qiagen, Nem¢ija).

= Vibracijski mesalnik Yellowline TTS2 (IKA, Nemcija).

= Centrifuga Minispin plus (Eppendorf, Nemcija).

= Pipete Eppendorf Research: 0,1-2,5 ul (Eppendorf, Nemcija).

= Pipete Eppendorf Reference: 2—-20 ul, 10-100 pl in 100-1000 ul (Eppendorf,
Nemcija).

= Nastavki za pipete ep.T.I.P.S. Eppendorf Dualfilter: 0,1—10 pl, 2-20 ul, 2-100 pl in
50—1000 pl (Eppendorf, Nemcija).

Vzorce krvodajalcev in kontrolne vzorce smo odmrznili na sobni temperaturi (20—25 °C),
jih dobro premesali z vibracijskim mesalnikom Yellowline TTS2 in 10 sekund
centrifugirali s centrifugo Minispin plus pri 14500 obratih/s. Po navodilih proizvajalca smo
v mikroepruveti pripravili raztopino »carrier« RNA ter jo skupaj s pripravljenimi vzorci in
kartusami z reagenti iz sestava EZ1 Virus Mini Kit v2.0 vstavili v nosilce naprave za
izolacijo nukleinskih kislin BIOROBOT EZ1. Protokol za izolacijo virusne DNA smo
dolocili s pomocjo kartice EZ1 Virus Card v2.0.
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Pri vzorcih, ki smo jih uporabili za optimizacijo nase metode, smo uporabili nastavitev

elucije iz zacetnih 400 pl plazme v konéni volumen 150 pl oziroma iz 400 pl v 90 pl.

Vse vzorce, ki smo jih uporabili za genotipizacijo HBV, smo sprva eluirali iz 400 pl v 150

pl. Tiste, pri katerih je bil signal fluorescence po reakciji qPCR slab ali celo negativen, pa

smo nato ponovno izolirali in sicer iz 400 pl v 90 pl in iz 400 pl v 60 pl.

3.3 Verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu

Reagenti in materiali

Reakcijski sestav TagMan Universal MasterMix 11 with UNG (Applied Biosystems,
Velika Britanija).

Reakcijski sestav TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied Biosystems, Velika
Britanija).

Zacetni oligonukleotidi; oligonukleotidna zaporedja v Tabela X (Applied Biosystems,
Velika Britanija).

Fluorescenéne sonde TagMan: oligonukleotidna zaporedja v Tabela X (Applied
Biosystems, Velika Britanija).

Destilirana voda brez RNaze in DNaze (Gibco by Life technologies, ZDA).

Naprava za gPCR ABI PRISM Sequence Detection System 7900HT (Applied
biosystems, Velika Britanija).

Zascitna komora (BIOSAN, Latvija).

Vibracijski meSalnik Lab dancer (IKA, Nemcija).

Centrifuga H-6161 (Costar, Corning, ZDA).

Centrifuga PLC-322 (Tehtnica Zelezniki, Slovenija).

Mikrotitrska ploscica s 96 vdolbinicami Optical Reaction Plate (ABI PRISM, Applied
Biosystems, ZDA).

Mikrocentrifugirke: 1,7 ml (Costar, Corning, ZDA).

Pipete Eppendorf Research: 10—100 pl in 100—1000 pl (Eppendorf, Nemcija).

Pipete Eppendorf Reference: 0,1-2,5 pl, 2-20 pl, 10-100 pl in 100-1000 pl
(Eppendorf, Nemcija).

Pipeta Eppendorf Research pro: 5—100 ul (Eppendorf, Nemcija).

Nastavki za pipete ep.T.l.P.S. Eppendorf Dualfilter: 0,1-10 pl, 2—20 ul, 2-100 pl in
50—1000 pl (Eppendorf, Nemcija).
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Reakcijske mesanice za qPCR smo pripravili tako, kot je za posamezne sklope raziskave
opisano Vv naslednjih poglavjih. Do nanaSanja na mikrotitrske plos¢ice smo jih shranili v
temi. Zacetne oligonukleotide in sonde smo do uporabe hranili pri temperaturi -20 °C,

reakcijska sestava pa pri 0-5 °C.

Mikrotitrsko ploséico s 96 vdolbinicami, Optical Reaction Plate, smo najprej polnili z
HBV DNA izolirano iz preiskovanih in kontrolnih vzorcev oziroma z vodo za PCR. V
vdolbinice smo nato dodali pripravljeno reakcijsko mesanico za qPCR, tako da je bil
celokupen reakcijski volumen 50 pl. Napolnjeno ploscico smo prekrili z opti¢no folijo, jo
centrifugirali 1 min pri 2500 obratih/s in vstavili v napravo za PCR v realnem ¢asu ABI
PRISM Sequence Detection System 7900HT.

Za spremljanje, pregled in obdelavo rezultatov reakcije smo uporabili programsko opremo
SDS 2.1 proizvajalca Applied Biosystems. Izbrali smo program za reakcije gPCR z oznako
absolutna kvantifikacija ter nastavili termo program, ki je predstavljen na Sliki 6.

1. FAZA 2. FAZA 3. FAZA
95 °C 95 °C
10 min 15s
60 °C
50 °C 1 min
2 min
45 ponovitev

Slika 6: Izbrani termo program reakcije gPCR.

3.4 Uvedba in optimizacija metode gPCR za genotipizacijo HBV

Uvedbo metode za genotipizacijo HBV DNA smo zasnovali na ¢lanku Malmstroma in
sodelavcev [40]. V ¢lanku je opisana metoda gPCR, s katero lahko s stirimi multiplimi
reakcijami dolo¢imo osem genotipov HBV (Tabela Il). V vsaki od teh reakcij pride do
razlikovanja posameznih genotipov HBV na podlagi bodisi specificnih zacetnih

oligonukleotidov ali sond ali pa obeh.
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Tabela 11: Sistem multiplih reakcij qPCR, [40]. Sestavi za genotipizacijo so poimenovani tako, da prva
¢rka oznacuje genotip, ¢rke c, s in ps pa regije V genomu, na katere se zacnejo prilegati istosmerni zacetni
oligonukleotidi. ¢ — regija core; s — regija S; ps — regija pre-S; FAM — 6-karboksifluorescein; VIC in NED —

fluorescenéni barvili, ki pripadata proizvajalcu Applied Biosystems.

QPCR | As+Bps+Cps = E+G+FH | Ac+Bs Cs+D | F | H
Sestav As Bps Cps ‘ E G FH ‘ Ac Bs ‘ Cs D F ‘ H
sBoar"]r(\j/élo FAM VIC NED ‘VIC FAM NED FAM VIC ’FAM VIC NED | NED

Odseke na genomu, ki jih pomnoZujejo posamezni Sestavi za genotipizacijo HBV,

prikazuje Slika 7.

- 3 lc
[ B ] ] e ] FH
i
[ ]o
= S lc
B
B B ]
As Ac ] A
| |
EcoRI EcoRI
1kb INS: 36 bp (G)| 2 kb TNS: 6 bp (A) DEL:33bp (D)| 3 kb

DEL: 3 bp (E/G)

" |

P
[
X
[ I——
precore core
I O — I
preS2 S preS1

Slika 7: Shema genoma virusa hepatitisa B in odsekov v genomu, ki jih posamezni sestavi za
genotipizacijo HBV pomnoZzujejo. Geni so prikazani v obliki horizontalnih pus¢ic pod odebeljeno
horizontalno ¢rto, ki oznacéuje celotni genom HBV. Z vertikalnimi ¢rtami so oznacene insercije in delecije,
znalilne za posamezne genotipe. KrajSe horizontalne ¢rte nad genomom prikazujejo oligonukleotidna
zaporedja v genomu, ki jih specificno pomnozujejo genotipizacijski sestavi. ECORlI — mesto cepitve z

encimom EcoRlI; INS — insercija; DEL — delecija.

Reakcijske meSanice za multiple reakcije smo sprva pripravili po protokolu iz omenjenega
Clanka (Tabela Ill). Zaradi slabih kon¢nih rezultatov smo morali reakcijsko meSanico
optimizirati, lociti multiple reakcije in spreminjati elucije virusne DNA pri izolaciji, pri
¢emer smo v vseh korakih obdrzali enaka nukleotidna zaporedja zacetnih oligonukleotidov

in sond.
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Tabela I11: Reakcijska meSanica za reakcijo qPCR, [40]. Sestava volumsko zado$¢a za analizo enega

vzorca. Konéni koncentraciji zac¢etnih oligonukleotidov in sond sta v vseh sestavih po 200 nM.

Sestava Volumen
HBYV DNA 10 ul
TagMan Universal MasterMix 1l 25 ul
zacetni oligonukleotidi 1pl
sonde TagMan 1pl
destilirana voda brez RNaze in DNaze do 50 pl
Skupni volumen 50 pl

3.4.1 Koncentracije zacetnih oligonukleotidov in sond pri multiplih reakcijah gPCR

V prvi fazi optimizacije smo primerjali fluorescenéne signale posameznih reakcij qPCR pri
uporabi razli¢nih kombinacij konénih koncentracij zacetnih oligonukleotidov in sond. V
mikrocentrifugirki smo pripravili reakcijske mesanice s po 25 pl TagMan Universal
MasterMix 1l, 10 pl HBV DNA izoliranih iz kontrolnih vzorcev in povecanimi kon¢nimi
koncentracijami zacetnih oligonukleotidov in sond ter razlicnimi razmerji med njimi
(Tabela 1V), nato pa jih dopolnili z destilirano vodo brez RNaze in DNaze do celokupnega

volumna 50 pl.

Tabela 1V: Kombinacije konénih koncentracij zacetnih oligonukleotidov in sond za multiple reakcije

gPCR ob uporabi reakcijskega sestava TagMan Universal MasterMix Il.

gPCR As+Bps+Cps| E+G+FH Ac + Bs Cs+D F H
Sestav As Bps Cps| E G FH | Ac Bs | Cs D F H
Kombinacija 200/200 200/200 200/200 200/200 | 200/200 | 200/200
IHEI 350/300 350/300 500/300 600/300 | 600/300 | 600/300
oligonukl./

sonda (nM) 400/200 400/200 600/200

3.4.2 Volumen virusne DNA

Obcutljivost metode smo poskusili izboljsati s povecanjem volumna virusne DNA v
reakcijski mesanici in sicer iz 10 na 12,5 pl. Povecanje koli¢ine HBV DNA se je izkazalo
za dobro, zato smo ga uporabljali pri vseh naslednjih korakih.
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3.4.3 Komercialna reakcijska meSanica za qPCR

Nadalje smo rezultate reakcije qPCR poskusali izboljsati z zamenjavo reakcijskega
kompleta TagMan Universal MasterMix Il (2X) z reakcijskim kompletom TagMan Fast
Virus 1-Step MasterMix (1X), ki je v nasprotju s prvim izdelan posebej za dolocanje
virusne DNA. Ponovno smo testirali razlicne kombinacije koncentracij zacetnih
oligonukleotidov in sond. Reakcijske mesSanice smo pripravili z 12,5 pl TagMan Fast Virus
1-Step MasterMix, 12,5 pl HBV DNA in volumnom zacetnih oligonukleotidov in sond, ki
je ustrezal Zeleni koncentraciji za posamezno reakcijo gPCR (Tabela V) ter dopolnili z
destilirano vodo brez RNaze in DNaze do skupnega volumna 50 pl. Reakcijo E+G+FH in

dodatno reakcijo za razlikovanje genotipa F smo v tej fazi izlo¢ili.

Tabela V: Kombinacije kon¢nih koncentracij zacetnih oligonukleotidov in sond za multiple reakcije

gPCR ob uporabi reakcijskega sestava TagMan Fast Virus 1-Step MasterMix.

gPCR As + Bps + Cps Ac + Bs Cs+D H
Sestav As Bps Cps Ac Bs Cs D H
200/200 200/200 200/200 200/200
Kombinacija
. . 400/200 400/200 400/200 400/200
Zacetni
oligonukleotidi/ 600/200 600/200 600/200 600/200
sonda (nM)
900/250 900/250 900/250 900/250

3.4.4 Locitev multiplih reakcij gPCR
Vse multiple reakcije, As+Bps+Cps, E+G+FH, Ac+Bs in Cs+D, smo lo¢ili na posamezne

reakcije qPCR.

Locitev multiplih reakcij nam je omogo¢ila, da smo uvedli moé¢nejse fluorescenéno barvilo
FAM namesto VIC za sonde v sestavih Bps, Bs in E ter tudi namesto NED za sonde
sestavov Cps, Cs in H.

3.4.5 Koncentracije zacetnih oligonukleotidov in sond Vv lo¢enih reakcijah gPCR

Po locitvi multiplih reakcij na enojne reakcije qPCR, smo v vseh sestavih (As, Ac, Bs, Bps,
Cs, Cps, D, E, G in H) optimizirali razmerja med koncentracijami zacetnih
oligonukleotidov in sonde TagMan (Tabela VI). Preostala reakcijska meSanica pa je

vsebovala 25 pl reakcijskega sestava TagMan Universal MasterMix Il in 12,5 ul HBV
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DNA, dopolnjenih z destilirano vodo brez RNaze in DNaze do celokupnega volumna 50

pl.

Tabela VI: Kombinacije kon¢nih koncentracij zacetnih oligonukleotidov in sond Vv lo¢enih reakcijah

gPCR ob uporabi reakcijskega sestava TagMan Universal MasterMix Il.

gPCR As‘Bps‘Ac‘Bs‘Cs‘Cps‘D‘E‘G’H

Sestav As‘Bps‘Ac‘Bs‘Cs‘Cps‘D‘E‘G’H
200/200

Kombinacija

zacetni 400/200

oligonukleotid/ 600/200

sonda (nM)
900/250

3.4.6 Uvedba multiplih reakcij qPCR: As + Bps in Ac + Bs

V naslednjem koraku smo uvedli multipli reakciji As+Bps in Ac+Bs ter optimizirali
razmerja uporabljenih koncentracij posameznih reagentov (Tabela VII). Reakcijsko
mesSanico smo pripravili iz 25 pl TagMan Universal MasterMix 1l in 12,5 ul HBV DNA,

dopolnjenih z destilirano vodo brez RNaze in DNaze do celokupnega volumna 50 pl.

Tabela VII: Kombinacije kon¢nih koncentracij zacetnih oligonukleotidov in sond v multiplih reakcijah

gPCR As + Bps in Ac + Bs, ob uporabi reakcijskega kompleta TagMan Universal MasterMix I1.

gPCR As + Bps Ac + Bs

Sestav As Bps Ac Bs
Kombinacija 400/200 200/200 400/200 200/200
Zacetni 400/200 400/200 400/200 400/200
oligonukleotid/

sonda (nM) 400/200 600/200 400/200 600/200

3.4.7 Volumen elucije pri izolaciji virusne DNA

Ze uvedeno in optimizirano metodo qPCR, ki je opisana v naslednjem poglavju, smo
uporabili za primerjavo rezultatov, ki smo jih dobili s spreminjanjem elucijskega volumna
pri izolaciji virusne DNA. Uporabili smo devet naklju¢nih vzorcev krvodajalcev in
primerjali izolacijo iz 400 pl plazme v 150 pl eluata, z izolacijo enakega volumna vzorca v
90 pl.
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3.5 Kon¢na metoda za genotipizacijo HBV

Po zakljuceni optimizaciji, smo postavili sistem osmih reakcij gPCR, ki nam omogocajo
lo¢evanje sedmih genotipov: A, B, C, D, E, G in H (Tabela VIII).

Tabela VII1I: Sistem osmih reakcij qPCR za genotipizacijo HBV (kon¢na metoda).

gPCR Ac + Bs As + Bps Cs Cps D E G H
Genotip A B A B C C D E

Sestav Ac Bs As Bps Cs Cps D E G H
SBoanr(\j/;IO FAM VvViC | FAM VIC | FAM | FAM | FAM | FAM | FAM | FAM

Splosno sestavo reakcijske mesanice Smo prikazali v Tabeli 1X.

Tabela 1X: Reakcijska meSanica za reakcijo qPCR (kon¢na metoda). Sestava volumsko zados$¢a za

analizo enega vzorca.

Sestava Volumen
HBV DNA (kontrolni vzorci) 12,5 ul
TagMan Universal MasterMix 1l 25 ul
zacetni oligonukleotidi (Tabela X)
sonde TagMan (Tabela X)
destilirana voda brez RNaze in DNaze do 50 pl
Skupni volumen 50 pl

Konéne koncentracije zacetnih oligonukleotidov in sond v reakcijski meSanici se med
sestavi razlikujejo, zato smo jih prikazali posebej v Tabeli X, kjer smo navedli tudi

oligonukleotidna zaporedja posameznih zacetnih oligonukleotidov in sond.
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Tabela X: Zaporedja zacetnih oligonukleotidov in sond ter njihove kon¢ne koncentracije uporabljene

v reakcijah gPCR. Delno povzeto po [40].

Ime Koncéna
gPCR  Genotip | oligonukleotida Nukleotidno zaporedje (5'-3") konc.
in oznaka barvila [nM]
AcF AAATGCCCCTATCTTATCAACACTTC 400
A AcR TGCGAGGCGAGGGAGTTCT 400
Ac MGB (FAM) CTCKGTYCGTCGTCTAA 200
Ac + Bs
BsF AGACTCGTGGTGGACTTCTCTCA 400
B BsR CCAGGACAAATTGGAGGACAAC 400
Bs MGB (VIC) CCAAATCTCCAGTCACTC 200
AsF CATCTTCTTRTTGGTWCTTCTGGAT 400
A AsR GCAKGGTCCCGTRCTGGTT 400
As MGB (FAM) CTCTAATTCCAGGATCMACA 200
As + Bps
BpsF GCATGGGGACAAATCTTTCTGTC 200
B BpsR AATCTGGATTKTCTGAGTTGGCTTT 200
Bps MGB (VIC) CCCTGGGATTCTTC 200
CsF GTATGTTGCCCGTTTGTCCTCTAC 400
Cs C CsR GGARTCGTGCAGGTCTTGCA 400
Cs MGB (FAM)  CAGGAACATCAACTACCAGC 200
CpsF TGCACCGAACATGGAGATCAC 200
Cps C CpsR TCTGTGGTATTGTGAGGATTCTTGTC 200
Cps MGB (FAM) ACCCCTGCTCGTGTTA 200
DF CTCATTTTGTGGGTCACCATATTC 200
D D DR GGTCGGGAAAGAATCCCAGA 200
D MGB (FAM) CAGAATCTTTCCACCAGCA 200
EF CCTCATTTTGTGGGTCACCWTATTC 900
E E ER CCATTCGAGAGGGACCGTC 900
E MGB (FAM) AGCCCCATGATGTAGC 250
GF GAAACCGCCATGAACACCTCT 400
G G GR CCGGTTGTTGACATAACAAACAGT 400
G MGB (FAM) TCTGCCAAGGCAGTTAT 200
FHF CCGACTATTGCCTCTCTCACATCA 400
H H HR GGGGTCCTAGGAGTCCTGATGT 400
FH MGB (FAM) CCCTGCTATGAACATGGA 200
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3.6 Ucinkovitost in ob¢utljivost metode za genotipizacijo HBV

Posameznim sestavom za genotipizacijo HBV smo za vrednotenje ucinkovitosti metode
gPCR dolocili standardne krivulje. Kontrolne vzorce QCMD z osnovno koncentracijo
HBV DNA priblizno 10* IU HBV DNA/mI smo red¢ili z destilirano vodo brez DNaz in
RNaz v razmerju 1:10 tako, da smo pridobili red¢itve s koncentracijami 104, 103, 107, 10*
in 10° 1U/ml. Reakcije gPCR smo izvedli v trojniku skladno s protokolom metode za
genotipizacijo HBV.

Za oceno obcutljivosti reakcij smo pripravili ve¢ red¢itev kontrolnih vzorcev in sicer 100,
75, 50, 25, 10, 7.5, 5, 2.5in 1 IU HBV DNA/mI. Vsako reakcijo g°PCR smo vedno izvedli

v trojniku.

3.7 Genotipizacija vzorcev HBV

Po koncani optimizaciji metode za genotipizacijo HBV smo dolo¢ili genotipe 54 vzorcev

HBV DNA izolirane iz plazme krvodajalcev.

Na eni mikrotitrski plos¢ici smo v vsaki vrstici pripravili eno pozitivno kontrolo (kontrolni
vzorci), eno negativno kontrolo (destilirana voda brez RNaze in DNaze) in deset vzorcev

krvodajalcev.
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4 REZULTATI

4.1 Uvedba in optimizacija metode gPCR za genotipizacijo HBV

S kontrolnimi vzorci QCMD, ki vsebujejo poznane genotipe HBV in z vodo kot negativno
kontrolo, smo skladno s clankom [40] izvedli PCR v realnem casu z uporabo
hidrolizirajo¢ih sond TagMan. Vse vzorce z genotipi A—E in H ter vodo kot negativno
kontrolo smo testirali z vsemi Stirimi reakcijami qPCR. Rezultati reakcij qPCR pred

optimizacijo so prikazani v Tabeli XI.

Tabela XI: Rezultati reakcij gPCR pred optimizacijo. Reakcije z ustrezno krivuljo so oznacene z rumeno

barvo, tiste z neustrezno krivuljo z modro, negativne pa niso obarvane.

gPCR ‘ As+Bps+Cps ‘ E+G+FH ‘ Ac+Bs ‘ Cs+D H F ‘ H
Sestav ‘ As Bps Cps ‘ E G FH ‘ Ac Bs ‘ Cs D H F ‘ H
Signal

oo | AN AR A IO 1 0 ) L O

Metodo smo vrednotili na podlagi grafi¢nega prikaza signalov posameznih reakcij, saj
lahko le tako ugotavljamo njeno specifi¢nost, obcutljivost in uéinkovitost. Na
multikomponentnem grafu, ki prikazuje stopnjo fluorescence v odvisnosti od ¢asa, smo
zeleli krivulje ¢im bolj sigmoidne oblike. Konéna fluorescenca vzorca je morala biti visja
od krivulje pasivne reference (6-karboksi-X-rodamin ali ROX). Poleg oblike in visine
krivulje smo spremljali tudi vrednosti Ct, ki oznacujejo Stevilo cikla, pri katerem zaznamo

porast fluorescence v eksponentni fazi reakcije.

Pri multipli reakciji As+Bps+Cps smo dobili ustrezno krivuljo samo s sestavom za
genotipizacijo Bps, v reakciji Ac+Bs samo pri Ac in v reakciji Cs+D samo pri D. V reakciji
E+G+FH pa nismo zaznali pozitivnih signalov. Kljub temu je izmerjeni signal ustrezal
nas§im zahtevam v dodatni reakciji dokazovanja genotipa H. V dodatni reakciji za
doloc¢anje genotipa F po pri¢akovanju ni bilo pozitivnega signala, saj zanj nismo imeli na
razpolago kontrolnega vzorca. Slika 8 prikazuje multikomponentne grafe fluorescence v

odvisnosti od ¢asa, ki smo jih dobili pri uporabi sestavov za genotipizacijo As, E, Cps in G.
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Slika 8: Multikomponentni grafi, ki prikazujejo intenziteto fluorescence v odvisnosti od ¢asa pred
optimizacijo metode gPCR. Sonda As je oznaéena s FAM, E z VIC, Cps z NED in G z VIC. mse — srednja

kvadratna napaka.
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Vidimo, da se je fluorescenca samo v primeru As dvignila nad ROX, a je bila e vedno
Sibka. Pri Cps in E opazimo sibko dvigovanje krivulje, ki pa ne preseze ROX, pri Cps pa
niti bazne linije fluorescence barvila FAM. V primeru G vidimo, da do povecanja

fluorescence sploh ne pride.

V nobeni od reakcij gPCR ni bilo lazno pozitivnih rezultatov. Vse reakcije smo namrec
izvedli s kontrolnimi vzorci z vsemi razpolozljivimi genotipi HBV DNA (z izjemo F).
Izmerjeni signali so bili pozitivni le pri tistih reakcijah, ki dejansko dolo¢ajo posamezni

genotip.

Zaradi razmeroma slabih rezultatov genotipizacije, ki smo jih dobili po uporabi protokola

opisanega v ¢lanku Malmstroma [40], smo se odlo¢ili za korenito optimizacijo.

4.1.1 Koncentracije zacetnih oligonukleotidov in sond v multiplih reakcijah gqPCR

V prvi fazi optimizacije smo zeleli primerjati signale posameznih reakcij po uporabi
razli¢nih kombinacij preiskovanih koncentracij zacetnih oligonukleotidov in sond.
Osnovno kombinacijo konéne koncentracije zacetnega oligonukleotida in sonde 200/200
nM iz ¢lanka [40] smo primerjali z razliénimi kombinacijami, v katerih smo povecali

koncentraciji obeh.

Izkazalo se je, da signalov v nobenem primeru nismo izboljsali s pove¢anjem koncentracije
sonde na 300 nM. Pri reakciji E+G+FH namre¢ Se vedno nismo zaznali pozitivnih
signalov. V primerih As in Bps se je razmerje 400/200 izkazalo kot najboljse, signali
ostalih reakcij pa so bili z vsemi uporabljenimi kombinacijami zacetnih oligonukleotidov

in sond slabsi ali enaki kot pri osnovni kombinaciji (200/200).

4.1.2 Volumen virusne DNA
Obcutljivost metode smo skusali izboljsati tudi s poveCanjem volumna virusne DNA v
reakcijski mesanici in sicer iz 10 pl na 12,5 pl. Pri vseh reakcijah gPCR se je oblika krivulj

na grafu izboljSala, vrednosti Ct pa so bile nizje.

4.1.3 Komercialna reakcijska mesanica za gPCR
V naslednjem koraku optimizacije smo zamenjali komercialni sestav TagMan Universal
MasterMix II, ki je dvakrat koncentriran, s sestavom TagMan Fast Virus 1-Step Master

Mix, ki je Stirikrat koncentriran in izdelan posebej za dolo¢anje virusne DNA. Pri testiranju
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novega komercialnega kompleta smo uporabili tudi razlicne kombinacije zacetnih

oligonukleotidov in sond ter pove¢an volumen virusne DNA.

Signali reakcij so bili ve¢inoma primerljivi s tistimi, ki smo jih dobili pri uporabi starega
komercialnega sestava za gPCR. Pri kompletih za genotipizacijo Bps, Cs in D pa so bile

krivulje celo slabse. Pri vseh reakcijah so se znizale vrednosti Ct.

4.1.4 Locitev multiplih reakcij gPCR
Vse multiple reakcije gPCR smo nato locili na posamezne in pri sondah Bps, Bs, Cps, Cs,
E in FH zamenjali fluorescenc¢ni barvili NED in VIC s FAM.

Z genotipizacijskima sestavoma E in G smo nato prvi¢ dobili pozitivna signala, ki sta
imela tudi primerno obliko. Signali so se precej izboljsali tudi pri Cps, Cs, D in H, le

nekoliko pa pri As, Ac, Bps in Bs.

4.1.5 Koncentracije zacetnih oligonukleotidov in sond V lo¢enih reakcijah gPCR

Po lo¢itvi multiplih reakcij qPCR in menjavi sond smo Vv vseh genotipizacijskih sestavih
(As, Ac, Bs, Bps, Cs, Cps, D, E, G in H) optimizirali razmerja med koncentracijami
zacetnih oligonukleotidov in sond. V Tabeli XII smo oznadili kombinacije kon¢nih
koncentracij zacetnih oligonukleotidov in sond v reakcijski mesanici qPCR, s katerimi smo

dobili krivulje primerne za dolo¢anje genotipov.

Tabela XII: Kon¢ne koncentracije za¢etnih oligonukleotidov in sond v posameznih reakcijah gPCR.

Optimalne kombinacije koncentracij so oznacene z rumeno barvo.

gPCR As Bps Ac Bs Cs Cps D E G H
o 200/200 | 200/200 | 200/200 | 200/200 | 200/200 | 200/200 | 200/200 | 200/200 | 200/200 | 200/200

Kombinacija

zadetni 400/200 | 400/200 | 400/200 | 400/200 | 400/200 | 400/200 | 400/200 | 400/200 | 400/200 | 400/200

oligonukl./ 600/200 | 600/200 | 600/200 | 600/200 | 600/200 | 600/200 | 600/200 | 600/200 | 600/200 | 600/200

sonda (nM)

900/250 | 900/250 | 900/250 | 900/250 | 900/250 | 900/250 | 900/250 | 900/250 | 900/250 | 900/250

4.1.6 Uvedba multiplih reakcij qPCR: As + Bps in Ac + Bs

Pri primerjavi rezultatov loCenih reakcij As, Bps, Ac in Bs z multiplima reakcijama As+Bps
in Ac+Bs smo opazili, da lo¢ene ne generirajo bistveno boljsih krivulj. Zato smo v sistem
reakcij za genotipizacijo uvedli multipli reakciji As+Bps in Ac+Bs, v katerih smo uporabili
prvotne sonde in zato barvilo FAM za As in Ac ter VIC za Bs in Bps.
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V naslednjem koraku smo optimizirali razmerja koncentracij posameznih zacetnih
oligonukleotidov in sond v multiplih reakcijah As+Bps in Ac+Bs. Njihove optimalne
koné¢ne koncentracije so navedene v Tabeli XIII. V sestavih za genotipizacijo As in Ac smo
najboljSo kombinacijo koncentracij dolocili Ze prej, ker sonde nismo spreminjali. Zato smo

spremenili samo $e razmerja oligonukleotidnih zacetnikov in sond v sestavih Bs in Bps.

Tabela Xl111: Koné¢ne koncentracije zacetnih oligonukleotidov in sond v multiplih reakcijah As+Bps in

Ac+Bs. Optimalne kombinacije koncentracij so oznaéene z rumeno barvo.

gPCR As + Bps Ac + Bs

Komplet As Bps Ac Bs

S aotni 400/200 200/200 400/200 200/200
acetni

oligonukleotid/ 400/200 400/200 400/200 400/200

sonda (nM) 400/200 600/200 400/200 600/200

4.1.7 Volumen elucije pri izolaciji DNA
Po zakljuCeni optimizaciji reakcij qPCR smo primerjali rezultate, ki smo jih dobili s
spreminjanjem volumna elucije pri izolaciji virusne DNA iz devetih naklju¢no izbranih

vzorcev plazme krvodajalcev.

Pri sedmih vzorcih z elucijskim volumnom 90 pl je bil Ct za 1-2 cikla nizji, fluorescenca
pa nekoliko visja kot pri tistih z elucijo v 150 ul. Preostala dva vzorca sta bila negativna
pri vseh reakcijah qPCR.
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4.2 Kon¢na metoda za genotipizacijo HBV

Po zakljuceni optimizaciji Smo postavili sistem osmih reakcij gPCR, ki so specifi¢ne za
genotipe A, B, C, D, E, G in H. Prikazan je v Tabeli XV, vklju¢no s kon¢nimi

koncentracijami posameznih zacetnih oligonukleotidov in sond.

Tabela XIV: Sistem reakcij qPCR za genotipizacijo HBV (kon¢na metoda) z optimiziranimi

koncentracijami za¢etnih oligonukleotidov in sond.

gPCR Ac+Bs As+Bps Cs Cps D E G H
Sestav Ac Bs As Bps Cs Cps D E G H
50%’20 FAM VIC | FAM VIC | FAM | FAM | FAM | FAM | FAM | FAM
Zacetni

oligonukl./ | 400/200  400/200 | 400/200  200/200 | 400/200 | 200/200 | 200/200 | 900/250 | 400/200 | 400/200
sonda (nM)

Multikomponentna grafa, Ki prikazujeta intenziteto fluorescence v odvisnosti od ¢asa za

optimizirani multipli reakciji g°PCR Ac+Bs in As+Bps, sta prikazana na Sliki 9.
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Slika 9: Multikomponentni grafi spreminjanja intenzitete fluorescence v odvisnosti od ¢asa v

optimiziranih reakcijah gPCR Ac+Bs in As+Bps. Sondi Ac in As sta oznaéeni s FAM, Bs in Bps pa z VIC.

29



Grafe spreminjanja intenzitete fluorescence v odvisnosti od ¢asa za lo¢ene reakcije qQPCR
D, E, G, H predstavlja Slika 10, za Cs in Cps pa Slika 11.
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Slika 10: Multikomponentni grafi spreminjanja intenzitete fluorescence v odvisnosti od ¢asa v
optimiziranih reakcijah gqPCR D, E, G in H. Sonde D, E, G, H so ozna¢ene s FAM.
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Slika 11: Multikomponentni grafi spreminjanja intenzitete fluorescence v odvisnosti od ¢asa v

optimiziranih reakcijah gPCR Cs in Cps. Sondi Cs in Cps sta oznaceni s FAM.

Glede na rezultate izvedenih reakcij qPCR smo se odlo¢ili uporabljati reakcijski sestav
TagMan Universal MasterMix I, izolacijo virusne DNA iz 400 pl plazme v 150 pl eluata

in uporabo 12,5 pl virusne DNA.

Metoda, ki smo jo uvedli, omogoca testiranje najve¢ desetih preiskovanih vzorcev na eni

mikrotitrski plos¢ici s 96 vdolbinicami.

4.3 Ucinkovitost in obc¢utljivost metode za genotipizacijo HBV

Za oceno zmogljivosti in u¢inkovitosti reakcije QPCR smo posameznim sestavom dolo¢ili
standardno krivuljo. Pri tem imamo na x-osi logaritemske vrednosti koncentracij vzorcev,
na y-osi pa vrednosti Ct. Reakcijo smo vrednotili s pomoc¢jo parametrov umeritvene
krivulje. Za dobro to¢nost in ponovljivost reakcije velja, da mora biti naklon krivulje v
obmoc¢ju med -3,10 in -3,58. Primerno linearnost umeritvene krivulje pa zagotavlja
korelacijski koeficient, ki ima vrednost > 0,98. Parametri nasih standardnih krivulj so pri
vseh reakcijah v zelenih intervalih. Kot primer smo na Sliki 12 prikazali standardno

krivuljo in na Sliki 13 amplifikacijski graf za reakcijo G.
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Slika 12: Standardna umeritvena krivulja za reakcijo gPCR G. Naklon premice: -3,43; R?= 0,9899.
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Slika 13: Amplifikacijski graf reakcije gPCR G. ARn — normalizirano razmerje intenzitete fluorescence.

Za dolocanje obcutljivosti reakcij gPCR smo pripravili ustrezne red¢itve in reakcije izvedli
v trojnikih. Mejo detekcije smo postavili na najnizjo koncentracijo, pri kateri sta bili vsaj

dve od treh reakcij pozitivni.

Meje detekcije in obmocja linearnosti za posamezne reakcije qPCR so prikazani v Tabeli
XV.
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Tabela XV: Obmodja linearnosti in meje detekcije optimiziranih reakcij qPCR. Vse vrednosti so
podane v IU HBV DNA/m.

Sestav Ac Bs As Bps Cs Cps D E G H
ﬁr?e”;‘:f?e 102-10% | 10%-10* | 10-10% | 10™-10% | 10-10* | 102-10% | 102-10* | 10%-10* | 10-10% | 10210
Meja 100 10 25 10 25 25 50 25 5 100
detekcije

4.4 Genotipizacija vzorcev HBV

Porazdelitev okuzbe z genotipi HBV v populaciji slovenskih krvodajalcev

Genotipizirali smo 54 vzorcev HBV DNA izoliranih iz plazme krvodajalcev, ki so jim med
leti 2000 in 2012 pri rutinskem testiranju odkrili okuzbo s HBV. Genotip HBV smo
dolo¢ili v 49 vzorcih, pet pa je bilo negativnih pri vseh reakcijah gPCR. Pri opredelitvi
porazdelitve okuzbe s posameznimi genotipi HBV, ki je predstavljena v Tabeli XVI, smo

upostevali vse pozitivne vzorce.

Tabela XVI: Stevilo in deleZi okuZb s posameznimi genotipi HBV pri slovenskih krvodajalcih.

Prevladujoca genotipa A in D sta ozna¢ena z rumeno barvo, meSani okuzbi pa z modro.

Genotip A B C D E F G H D/IA | AIC

delet okuzib | gor | 504 84 % 4% | 2%

Genotipi A,BinD

Za dolocanje genotipov A, B in C smo uporabili dva sestava za genotipizacijo HBV, ki pa
ne doloc¢ata vedno istih subgenotipov. Sestav Ac omogoca dolocanje subgenotipov Al, A2
in A3, As pa le Al in A2. S sestavom Bs dolo¢imo vseh osem subgenotipov, z Bps pa samo
B1, B2, B4 in B6. Oba sestava Cs in Cps omogocata doloc¢anje subgenotipov C1, C2,
vecine sevov C6, C7 ter nekaterih sevov C3 in C4. Pri genotipih D, E, G in H pa imamo

samo en sestav za genotipizacijo HBV D, E, G in H, ki doloca vse subgenotipe.

Okuzbo z genotipom A smo dvakrat potrdili v treh vzorcih, ki so imeli pozitivne reakcije

gPCR As in Ac. Cetrti vzorec je imel trikrat pozitivno reakcijo As, vendar pa tudi negativno
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reakcijo Ac. Z reakcijo Ac sicer dolo¢imo vse genotipe A, vendar pa je reakcija As
obcutljivejsa. Vzorec z genotipom B je imel v dveh ponovitvah nedvoumno pozitiven

rezultat z nizko vrednostjo Ct in ustrezno krivuljo in sicer tako pri reakciji Bs kot Bps.

Genotip D smo dolo¢ili v 41 vzorcih, pri ¢emer smo haceloma vsak vzorec genotipizirali
enkrat. Pri dvajsetih naklju¢no izbranih vzorcih, v katerih smo pri prvem dolo¢anju dolo¢ili
okuzbo z genotipom D, smo rezultate enkrat do trikrat potrdili s ponovno genotipizacijo
HBV DNA.

Mesani okuzbi A/CinD /A

Genotip C smo v enem vzorcu doloéili v obliki meSane okuzbe A/C. V dveh ponovitvah je
bila reakcija pozitivna samo s sestavom Cps, s Cs pa obakrat popolnoma negativna. Poleg
reakcije Cps sta bili pozitivni tudi As in Ac. Vrednost Ct pa je bila pri reakciji Cps precej

visja kot pri Ac in As.

Mesano okuzbo D/A smo dolocili v dveh vzorcih in jo pri vsakem potrdili trikrat. V prvem
vzorcu je imela reakcija s sestavom za genotipizacijo As dokaj visoko vrednost Ct, reakcija
D nekaj ciklov nizjo, reakcija Ac pa je bila negativna. Slednja je bila negativna tudi pri
drugem vzorcu, reakcija As je v tem primeru imela povpre¢no vrednost Ct, reakcija D pa

precej nizjo kot pri ve€ini preiskovanih vzorcev.

Negativni vzorci

Sedem od 54 vzorcev plazme krvodajalcev je bilo pri prvem doloCanju genotipa HBV
negativnih z vsemi osmimi reakcijami qPCR. Pri vseh sedmih smo zato genotipizacijo
ponovili $e vsaj dvakrat, pri ¢emer pa smo prilagodili izolacijo HBV DNA tako, da smo

400 pl vzorcev eluirali v 60 ali 90 pl, da bi kar ¢im bolj skoncentrirali virusno DNA.

Pri $tirih vzorcih so bile reakcije qPCR za vse genotipe negativne tudi v dodatnih dveh
ponovitvah. Pri enem smo enkrat dolo¢ili genotip D, dvakrat pa nismo dobili pozitivnega
signala. Pri preostalih dveh vzorcih smo v naslednjih treh ponovitvah dolo¢ili genotip D. Z
avtomatiziranim sistemom Artus za dolocanje koncentracije HBV DNA v plazmi ali
serumu smo petim vzorcem, ki so bili trikrat negativni, skusali izmeriti koncentracijo HBV
DNA, a je bila ta pri vseh 0 1U/ml.
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5 RAZPRAVA

Z virusom hepatitisa B je okuzen velik del svetovne populacije, pri ¢emer je protivirusno
zdravljenje kroni¢nih okuzb $e vedno nezadovoljivo. Precej raziskav nakazuje, da je
genotip HBV pomemben dejavnik tako pri klinicnem poteku s HBV izzvanega hepatitisa
kot tudi pri odzivu na protivirusno zdravljenje. Genotipi HBV so znacilno geografsko
porazdeljeni. Tako je znano, da v Evropi prevladuje okuzba z genotipoma HBV A in D, v

Sloveniji pa za splo$no populacijo e nimamo teh podatkov.

Za genotipizacijo HBV danes uporabljajo Stevilne razliéne metode. Mi smo za dolo¢anje
okuzb s posameznimi genotipi HBV pri krvodajalcih izbrali metodo PCR v realnem casu,
Ki omogoca neznatno navzkrizno kontaminacijo, kratek ¢as izvedbe, dobro obcutljivost,

avtomatizacijo in ustrezno prepoznavanje mesanih genotipov.

5.1 Uvedba in optimizacija metode gPCR za genotipizacijo HBV

Genotipizacijo smo sprva izvedli po metodi, ki so jo objavili Malmstrom in sodelavci [40],
vendar z rezultati nismo bili zadovoljni. Pri vecini reakcij smo sicer dobili ustrezno
specifi¢nost, vendar pa z njimi nismo uspeli dolociti genotipov E in G. Poleg tega sta bili
neustrezni tudi obcutljivost in uéinkovitost reakcij QPCR, zaradi ¢esar smo se odlo¢ili, da

jih spremenimo in optimiziramo.

Ob spreminjanju koncentracij zacetnih oligonukleotidov in sond se je izkazalo, da se je
ucinkovitost reakcij qPCR vedno poslabsala takrat, ko smo povecali koncentracijo sond
nad 200 nM. Pri nadaljnji optimizaciji smo zato ohranili njihovo zacetno koncentracijo
(200 nM) in zvisevali samo koncentracije zacetnih oligonukleotidov, z izjemo ene
kombinacije in sicer 900/250 nM. Zelo razli¢nih kombinacij z visjimi koncentracijami
zacetnih oligonukleotidov in sond pa nismo mogli dodobra preizkusiti, saj smo bili

volumsko omejeni s 50 pl celokupnega reakcijskega volumna.

Nato smo se odlo¢ili za uvedbo novega reakcijskega sestava za qPCR (TagMan Fast Virus
1-Step Master Mix), ki je posebej namenjen za doloc¢anje virusne DNA. Poleg tega
omogoca tudi ve¢ moznosti za spreminjanje koncentracij ostalih reagentov, saj je bolj
koncentriran kot obicajni reakcijski sestav (TagMan Universal MasterMix Il), ki smo ga

uporabljali najprej. Po izvedbi reakcije gPCR z njim so bile vrednosti Ct v vseh reakcijah

35



nizje v primerjavi z uporabo starega sestava, kar pomeni, da je bil novi ucinkovitejsi
oziroma hitrej$i vV pomnoZevanju matricne DNA. Po drugi strani pa so bili signali
sproscene fluorescence zgolj primerljivi, v nekaterih primerih celo slabsi od tistih, ki smo
jih dobili z uporabo prvotnega sestava. Zato smo se odlocili nadaljevati z uporabo TagMan
Universal MasterMix 11, saj je cenej$i, novi sestav pa ni izboljsal rezultatov v tolik$ni meri,

da bi to upravicilo njegovo nadaljnjo uporabo.

Sumili smo, da pri multiplih reakcijah qPCR, ki smo jih izvedli skladno s ¢lankom [40],
posamezni sestavi oligonukleotidnih zacetnikov in sond motijo medsebojno delovanje. V
naslednjem koraku smo zato locili multiple reakcije g°PCR na posamezne. S tem smo
omogocili, da smo lahko pri sondah zamenjali reporterski barvili NED in VIC s FAM, sgj
je znano, da imata NED in VIC v splosnem $ibkejso fluorescenco od FAM. Pred locitvijo
reakcij tega nismo mogli izvesti, saj v eni reakcijski mesanici ne moremo imeti dveh sond,
ki razlikujeta med dvema razli¢nima genotipoma, oznacenih z istim barvilom. Izkazalo se
je, da je bila zamenjava fluorescen¢nega barvila ugodna, saj smo tako prvi¢ uspeli dolo¢iti
genotipa E in G. Prav tako pa so se signali precej izboljsali tudi pri vseh ostalih reakcijah:
As, Ac, Bps, Bs, Cps, Cs, D in H.

Z locitvijo multiplih reakcij qPCR na posami¢ne smo omogod¢ili tudi testiranje vec
razlicnih kombinacij kon¢nih koncentracij zacetnih oligonukleotidov in sond, saj Smo Vv
posamezni reakcijski meSanici uporabili le en sestav za genotipizacijo HBV in bili zato
manj volumsko omejeni. Za kon¢ne kombinacije koncentracij zacetnih oligonukleotidov in
sond smo izbrali tiste, pri katerih je bila krivulja intenzitete fluorescence ocitno najboljsa.
Pri reakcijah gPCR, v katerih je bilo ve¢ razliénih kombinacij koncentracij priblizno enako
uc¢inkovitih, pa smo se odlo¢ili za tiste, kjer smo porabili najmanj reagentov. Obcutljivost
metode smo Se dodatno izboljsali s pove¢anjem volumna testirane HBV DNA v reakcijski

mesanici in sicer iz 10 na 12,5 pl.

Pri primerjavi rezultatov locenih reakcij gPCR As, Bps, Ac in Bs z multiplima reakcijama
gPCR As+Bps in Ac+Bs se je izkazalo, da pri lo¢enih reakcijah ne dobimo bistveno boljsih
krivulj. V sistem reakcij za genotipizacijo smo zato uvedli tudi ti multipli reakciji gPCR,

saj smo tako uporabili manjse Stevilo reakcij za celokupno genotipizacijo HBV DNA.

Z locitvijo osnovnih multiplih reakcij gPCR in menjavo sond smo izboljsali tako

obcutljivost kot uéinkovitost reakcij. Slaba lastnost te menjave pa je, da se je s tem $tevilo
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reakcij qPCR iz stirih osnovnih multiplih in dveh dodatnih za razlikovanje med
genotipoma F in H povedalo na osem. Stevilo vzorcev, ki jih lahko na ta na¢in testiramo v

eni mikrotitrski plos¢ici, pa se je zmanjSalo na polovico.

Pri testiranju razli¢énih volumnov elucij pri izolaciji HBV DNA smo po pric¢akovanjih
dobili boljse rezultate pri 90 pl eluatu, saj so v tem primeru vzorci bolj koncentrirani kot
pri eluciji v 150 pl. Kljub temu pa razlika v signalih ni bilo zelo velika. Na podlagi tega
smo se odlocili, da bomo vse vzorce krvodajalcev izolirali iz 400 pl plazme v 150 pl
eluata, saj s tem dobimo ve¢ji volumen testnih vzorcev. Zaloge arhiviranih vzorcev plazme
so bile namre¢ omejene. Ker smo za eno genotipizacijo potrebovali 100 pl HBV DNA,
smo tako skrajsali tudi ¢as obdelave vzorcev in zmanjsali stroSke porabe reagentov za
izolacijo virusne DNA, saj smo izvedli le eno elucijo namesto dveh ali treh. Kljub temu pa
smo pri tistih vzorcih HBV DNA, ki so imeli pri prvem dolo¢anju genotipa HBV negativen
ali slab signal pri reakcijah qPCR, nato pri ponovni izolaciji HBV DNA eluirali iz 400 pl

plazme v 90 pl ali 60 pl in nato genotipizacijo ponovili.

Z uvedbo novega sistema osmih reakcij, ki so specifiéne za genotipe A, B, C, D, E, G in H,
smo nekoliko povecali stroske in ¢as obdelave vzorcev v primerjavi z metodo gPCR, na
kateri smo naso metodo zasnovali. Povecali smo namre¢ volumen uporabljenih reagentov
in zmanjsali $tevilo vzorcev, ki jih lahko naenkrat testiramo na mikrotitrski plos¢ici. Kljub
temu pa so stroski in ¢as obdelave Se vedno razmeroma nizki, precej izboljsana

obcutljivost in uc¢inkovitost reakcij qPCR pa $e dodatno odtehtata omenjeni slabosti.

Ce bi hoteli e bolj optimizirati reakcije qPCR, bi lahko spreminjali tudi razmerja med
koncentracijami istosmernih in obratnosmernih zacetnih oligonukleotidov, vendar smo bili
za potrebe naSe raziskave s konéno metodo zadovoljni. Prav tako nismo optimizirali termo
programa reakcije qPCR, saj je iz literature in izkuSenj znano, da je uporabljeni termo

program primeren oziroma najboljsi za veéino reakcij qPCR.

Reakcije za dolocanje genotipa F nismo uporabili in optimizirali, ker nismo uspeli pridobiti
primernega kontrolnega vzorca. Genotip F HBV je namre¢ zelo redek in omejen na juzno
in srednjo Ameriko [12, 13]. Posledi¢no ne moremo zagotoviti, da nih¢e od preiskovanih
krvodajalcev ni okuzen z genotipom F, ceprav te pri slovenskih krvodajalcih ne

pri¢akujemo.
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Naso metodo smo ovrednotili s standardnimi krivuljami in pri vseh reakcijah gPCR dobili
primerne parametre, zato nam vrednosti Ct v obmocju linearnosti lahko sluzijo za oceno
koncentracije HBV DNA v nasem vzorcu. Dolo¢ili smo tudi ob¢utljivost, Ki pa velja zgolj
kot ocena, saj so osnovne koncentracije HBV DNA v kontrolnih vzorcih QCMD podane le
okvirno. Bolj to¢ne podatke bi lahko dobili tako, da bi koncentracije v kontrolnih vzorcih
dali izmeriti, vendar pa se za to zaenkrat nismo odlo¢ili, saj kvantitativno dolo¢anje HBV

DNA ni bil namen nasega dela.

Z naso metodo lahko pri vseh genotipih zanesljivo dolo¢imo HBV DNA v intervalu
102-10* 1U/ml ali ve¢. Zaznamo lahko tudi koncentracije, ki so nizje od 10% IU/ml, na
primer pri eni od reakcij gPCR do 5 1U/ml, kar pomeni da je obcutljivost precej dobra in
potrjuje podatke, da virusno breme pri krvodajalcih z okuzbo HBV pogosto znasa manj kot
10% 1U/mI [41, 42].

5.2 Genotipizacija HBV

Med leti 2000 in 2012 so na Zavodu RS za transfuzijsko medicino z rutinskim testiranjem
na patogene odkrili okuzbo s HBV pri 54 krvodajalcih. 1z arhiviranih vzorcev plazme smo
osamili virusno DNA in z optimizirano metodo qPCR dolo¢ili genotipe HBV ter

porazdelitev okuzb s posameznimi genotipi HBV pri krvodajalcih v Sloveniji.

Identificirani genotipi HBV imajo pri¢akovan profil glede na geografsko lego Slovenije.
Za sredozemsko obmocje namre¢ v sploSnem velja, da moc¢no prevladuje genotip D HBV,
man;jsi delez pa predstavlja okuzba z genotipom A, medtem ko so okuzbe z ostalimi

genotipi redke in predvsem posledica priseljevanja z drugih celin.

Ce se osredoto¢imo na nekatere sosednje drzave, imamo vedinoma na voljo podatke za
populacije bolnikov, ki pa niso vedno primerljive s podatki za krvodajalce, saj slednji
predstavljajo »zdravo« populacijo. Podatki $tudij kazejo, da je na Hrvaskem z genotipom
D okuzenih 80 %, z genotipom A 8 %, preostalih 12 % pa predstavljajo meSane okuzbe
bolnikov [43]. V severovzhodni Italiji je bila okuZzba z genotipom D potrjena pri 73 %
bolnikov, okuzba z A pa pri 26 %, ¢e ne upoStevamo podatkov za priseljence iz Azije in
Afrike [44, 45]. V studiji, v katero so zajeli krvodajalce iz celotne Italije, so pri 86,4 %
dolo¢ili genotip D, pri preostalih 13,6 % pa genotip A [42, 46]. Na Madzarskem so okuzbe
nekoliko bolj raznolike in sicer je z genotipom D okuzenih 47 %, z genotipom A 43 %, z
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genotipom B 1,2 %, z genotipom C 1,6 % bolnikov, mesanih okuzb pa je 7,4 % [43]. Nasi
rezultati se ujemajo z geografsko lego Slovenije in s podatki sosednjih drzav. Porazdelitev
okuzb namre¢ lahko dobro umestimo med omenjene drzave, saj mo¢no prevladuje genotip
D (84 %) tako kot v Italiji in na Hrvaskem, hkrati pa smo zaznali tudi 6 % meSanih okuzb
(D/A in A/C) in okuzbe z genotipom A (8 %), ki so $e posebej znacilne za Madzarsko in

srednjo Evropo.

Po podatkih Instituta za mikrobiologijo in imunologijo (IMI) Medicinske fakultete,
Univerze v Ljubljani, so v 138 izolatih slovenskih bolnikov s hepatitisom B dolocili
genotip D v 95 %, genotip A pa v 5 % [5]. V nas$i raziskavi, v katero smo vkljucili
krvodajalce, smo dolocili manjsi delez okuzb z genotipom D (84 %), vecji delez okuzb z
genotipom A (8 %), poleg tega pa ugotovili se okuzbe z genotipom B ter razli¢ne mesane
okuzbe. Dolocene razlike v rezultatih so verjetno posledica dejstva, da gre v naSem
primeru za krvodajalce, ki zastopajo »zdravo« populacijo, v njihovem pa za bolnike s
hepatitisom B. Za genotip D je na primer znacilnejSe, da povzroca izrazitejSo akutno
obliko bolezni z ve¢ simptomi kot pa okuzba z genotipom A, zato jo verjetno tudi
pogosteje diagnosticirajo. Po drugi strani pa velja za kroniéni hepatitis B ravno obratno, saj
ga pogosteje diagnosticirajo pri okuzbah z genotipom A v primerjavi z genotipom D, pri
¢emer je za slednjega, tako kot pri akutni bolezni, znaé¢ilna hujsa oblika [26, 47, 48].
Podatkov o klinicnem stanju bolnikov, katerih vzorce so analizirali na IMI nimamo, tako
da je to le ena od moznih razlag. Odsotnost meSanih okuzb v raziskavi na IMI je lahko tudi
posledica uporabe drugaéne metode, ki ima lahko slabso obc¢utljivost za njihovo zaznavo.
Poleg tega imajo bolniki obi¢ajno tudi precej visje koncentracije HBV DNA v primerjavi s
krvodajalci, zato morda prevladujo¢i genotip pogosteje prikrije meSano okuzbo z drugim

genotipom.

Podrobne;jsi pregled rezultatov pri manj pricakovanih genotipih B in C je pokazal, da sta
bili obe reakciji z uporabljenima sestavoma za genotipizacijo Bs in Bps pozitivni. Ker
sestav za genotipizacijo Bs dolo¢i vseh osem subgenotipov, Bps pa samo B1, B2, B4 in B6
lahko sklepamo, da je v pozitivnem vzorcu prisoten eden ali ve¢ sevov s subgenotipi B1,
B2, B4 ali B6. Pri genotipu C je situacija nekoliko bolj zapletena, saj je bila pozitivna
samo reakcija s sestavom za genotipizacijo Cps, reakcija s Cs pa je bila negativna, pri
cemer oba sestava pomnozujeta iste subgenotipe: C1-4 in C6—7. Rezultati so tako morda

posledica rekombinacije ali mutacije v pomnozenem predelu regije S v genomu, ki jo
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pomnozuje komplet Cs, ne pa v regiji pre-S, ki jo pomnozuje Cps. Reakciji g°PCR Cs in
Cps imata priblizno enako obc¢utljivost, zato nizka koncentracija DNA v vzorcu verjetno ni
bila vzrok za razliko v prisotnosti pozitivnega signala. Ker gre za me$ano okuzbo, bi lahko
pri vzorcu pozitivnem na genotipa A/C sumili na slabo specifi¢nost reakcije Cps, zaradi
katere bi dobili pozitivne rezultate zgolj zaradi zelo visoke koncentracije HBV DNA
genotipa A, ki so jo nakazovale precej nizke vrednosti Ct pri reakcijah As in Ac. Vendar pa
je to le malo verjetno, saj je reakcija Cps bolj specificna kot Cs. Zacetni oligonukleotid

CpsF ima namrec za boljse razlikovanje uvedeno dodatno mesto nekomplementarnih baz.

Za vzorce, pri katerth smo dolo¢ili okuzbo z manj znacilnima genotipoma B in C,
sklepamo, da so najverjetneje posledica horizontalnega prenosa med potovanji v tujini,
oziroma preko stika s tujci. Vecina preiskovane plazme (69 %) je bila namre¢ odvzeta
krvodajalcem rojenim v Sloveniji. Preostali pa so bili rojeni v Bosnhi in Hercegovini
(11/54), Srbiji (2/54), Makedoniji (2/54), na Ceskem (1/54) in v Moldaviji (1/54), kjer sta
genotipa B in C prav tako zelo redka [43, 45, 49-51]. Skoraj vsem krvodajalcem, ki niso
bili rojeni v Sloveniji, smo dolo¢ili genotip D (94 %), izjema je bil le krvodajalec rojen na
Ceskem, ki smo mu dolo¢ili okuzbo z genotipom A, ta pa je zelo znacilna za drzave
srednje Evrope. Priseljenci iz jugovzhodne in vzhodne Evrope predstavljajo dokaj visok
delez vseh do sedaj identificiranih okuzb krvodajalcev v Sloveniji, kar lahko morda

razlozimo z ve¢jo pogostostjo okuzbe s HBV v teh drzavah [7, 52, 53].

Delez mesanih okuzb (8 %), ki smo ga ugotovili z naSo analizo, se sprva lahko zdi visok.
Vendar pa pri pregledu literature ugotovimo, da je s tovrstno okuzbo obremenjen zelo
razlicen delez ljudi v razli¢nih populacijah. Podatki tako nihajo od 1,6 % populacije
bolnikov v ZDA pa tudi do 67 % populacije kroniénih bolnikov na Svedskem [54, 55].
Nasploh je za obmocja z endemic¢nim hepatitisom B znacilno, da je deleZ meSanih okuzb
visok. Tako je na primer na Kitajskem njihov delez v splosni populaciji ocenjen na 50 %
[56, 57], v srednji in vzhodni Evropi pa so ju v povprecju zaznali pri 8 % bolnikov [43].
Mesane okuzbe so $e posebej znadilne za odvisnike od prepovedanih drog in se lahko
pojavljajo v obliki koinfekcij in superinfekcij [58]. Na kombinacije genotipov, ki se
pojavljajo v meSanih okuzbah, vpliva predvsem geografska porazdelitev, pa tudi lastnosti

genoma posameznega genotipa.

Z analizo rezultatov smo dolo¢ili le eno manj predvidljivo mesano okuzbo A/C in dve bolj

pri¢akovani D/A, ki sta sestavljeni iz pri nas prevladujo¢ih genotipov. Ceprav PCR v
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realnem Casu v splosnem velja za eno izmed obcutljivejsih metod, kar se tice zaznavanja
mesanih okuzb, Smo vseeno zagotovili, da ni bilo laznih rezultatov zaradi kontaminacije z
drugim vzorcem. Pred ponavljanjem genotipizacije smo namre¢ te vzorce ponovno
izolirali. Moznosti, da bi do kontaminacije pri$lo $e pred arhiviranjem plazme, pa ni, saj so

datumi odvzema plazme krvodajalcev zelo razli¢ni.

Poleg omenjenih treh mesanih okuzb smo sumili nanje Se pri nekaterih drugih vzorcih,
vendar so bili signali pri reakcijah qPCR za drugi genotip zelo Sibki. Kot meSane okuzbe
smo tako vodili samo tiste, kjer smo prisotnost genotipa nedvoumno prepoznali na osnovi
ustrezne krivulje in vrednosti Ct ter dovolj visoke fluorescence. Kljub temu pa bi bilo
smiselno potrditi rezultate in preveriti morebitno prisotnost dodatnih mesanih okuzb Se z
drugo metodo. S pomocjo primerjave vrednosti Ct za posamezne genotipe v mesani
okuzbi, bi lahko ocenili tudi prevladujoci genotip HBV v njej. Poleg tega bi lahko z naso
metodo gPCR testirali umetno ustvarjene meSane okuzbe z razlicnimi razmerji med
posameznimi genotipi in tako sklepali o delezu posameznega genotipa v meSanih okuzbah,

ki smo jih odkrili, in dolocili mejo detekcije za zaznavo podrejenega genotipa.

Pri negativnih vzorcih lahko sklepamo, da so v njih prisotne zelo nizke koncentracije HBV
DNA, ki so pod mejo detekcije. Lahko pa bi vsebovali tudi genotip F ali subgenotip C5, saj
zanju nismo vzpostavili identifikacijske metode. Dolocanja subgenotipa C5 ni omogocala
ze osnovna metoda qPCR iz ¢lanka [40], na kateri smo zasnovali naSe reakcije qPCR,
vendar pa ga tudi v nasi metodi qPCR nismo posebej dodali. Reakcije gPCR za dolocanje
genotipa F nismo uporabili, ker nismo uspeli pridobiti primernega kontrolnega vzorca, zato

je nismo optimizirali in ovrednotili.

Predpostavko o nizkih koncentracij HBV DNA smo do neke mere potrdili z dolocanjem
koncentracije DNA s testom Artus, ki omogoca kvantifikacijo HBV DNA in se uporablja
za ugotavljanje koncentracije pri bolnikih s hepatitisom B. V petih vzorcih, ki smo jih
vodili kot negativne, smo na ta na¢in izmerili koncentracijo O IU/ml, pri ¢emer lahko Artus
kvantificira tudi subgenotip C5 in genotip F. Se vedno pa je mozno, da je bila v katerem od
negativnih vzorcev prisotna oblika HBV z mutacijo v visoko ohranjeni regiji genoma, ki jo
pomnozuje sestav zacetnih oligonukleotidov v testu Artus in je bil zato vzorec tudi s tem

testom negativen.
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Po prvem doloc¢anju genotipa HBV smo dobili sedem negativnih vzorcev, zato smo znova
izvedli izolacijo virusne DNA, vendar tokrat z elucijo v manjsi volumen ter ponovili
genotipizacijo. Izkazalo se je, da je bila ponovna izolacija z elucijo v manj$i volumen
ugodna, saj smo pri dveh od sedmih vzorcev identificirali in potrdili genotip D v treh

ponovitvah.

Stirje od petih vzorcev so bili negativni v vseh ponovitvah. Dva od teh sta imela ze s
presejalnimi testi slabo zaznavno HBV DNA, zato smo z njima $e dodatno potrdili
odsotnost lazno pozitivnih rezultatov. Pri enem vzorcu je bila reakcija gPCR za genotip D
pozitivna v samo eni od Stirih ponovitev. To pripisujemo zelo nizki koncentraciji HBV
DNA, ki smo jo pri eni od ponovitev verjetno uspesneje izolirali in prenesli v reakcijsko
meSanico. Ker v tem vzorcu nismo mogli zanesljivo doloc¢iti prisotnosti genotipa D HBV,

smo ga smatrali za negativnega.

Izmerjene vrednosti Ct so bile pri pozitivnih vzorcih v razponu 14-41, kar kaze na zelo
razliéne koncentracije HBV DNA v vzorcih. Ceprav nage metode nismo optimizirali za
kvantitativno dolocanje, pa smo vrednosti Ct vseeno primerjali s seroloskimi izvidi in
ugotovili, da so bile vrednosti Ct obcutno nizje (vsaj za 10 ciklov) v tistih vzorcih, v
katerih so predhodno potrdili prisotnost HBeAg, ne pa protiteles anti-HBe. Zelo nizke
vrednosti Ct nakazujejo na precej visoke koncentracije DNA, kar se ujema s socasno

seroloSko zaznavo HBeA(, ki je pokazatelj visoke virusne aktivnosti [5].

Vse rezultate bi bilo v prihodnosti dobro preveriti z vsaj e eno metodo. Nedvoumno bi jih
lahko potrdili s sekvenciranjem genoma v kombinaciji s filogenetsko analizo, ki velja za
zlati standard genotipizacije. Problem bi lahko bil le pri identifikaciji me$anih okuzb, saj
sekvenciranje teh pogosto ne zazna, zato bi bila morda v tem primeru primernej$a metoda
INNO-LIPA [10, 33]. Kljub temu pa bi s sekvenciranjem lahko raziskovali prisotnost
subgenotipov HBV, katerih dolo¢anje postaja v zadnjih letih skoraj enako aktualno kot
dolocanje genotipov. Med rezultati bi pricakovali tudi detekcijo nekaterih mutacij, ki so se
posebej znacilne za dolgotrajne nosilce okuzbe s HBV in rekombinacij med genotipi HBV,

ki so znacilne za meSane okuzbe [59].

Iz naSe analize smo zaenkrat izlocili vzorce z dokazano okultno okuzbo, v katerih so zelo
nizke koncentracije HBV DNA (manj kot 200 IU/ml). Prav doloc¢anje genotipa HBV pri

okultnih okuzbah ostaja izziv za prihodnost, saj so na Zavodu RS za transfuzijsko
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medicino ze arhivirali okrog 30 vzorcev plazme krvodajalcev, pri katerih so zaznali le
tovrstno okuzbo. Porazdelitev genotipov bi bilo zanimivo dologiti tudi pri teh in rezultate

obeh raziskav primerjati oziroma medsebojno dopolniti.
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6 SKLEP

Znanje o povezanosti genotipov HBV s klini¢nim potekom hepatitisa B in njegovim
zdravljenjem se nenehno povecuje. Posledi¢no se bodo v prihodnosti morda spremenile
tudi smernice zdravljenja te bolezni in bo genotipizacija postala del klini¢ne ocene
bolnikov pred terapijo, kot je to v primeru hepatitisa C. Dobro analizirana porazdelitev
okuzb s posameznimi genotipi HBV je lahko zanimiva odsko¢na deska za nadaljnje Studije
v povezavi s HBV, predvsem za genotipa A in D ter meSane okuzbe, ki Se vedno niso tako

dobro raziskani kot genotipa B in C.

Za dolocanje genotipov HBV smo uvedli in optimizirali metodo, ki temelji na tehniki PCR
v realnem Casu s hidrolizirajo¢i sondami TagMan. Metoda ima dobro specifi¢nost in
obcutljivost za genotipizacijo HBV DNA iz plazemskih vzorcev krvodajalcev, omogoca
kratek Cas obdelave in razmeroma nizke stroske, dobro pa se izkaze tudi pri zaznavi

meSanih okuzb.

Z naso raziskavo smo prvic¢ opredelili porazdelitev okuzbe s posameznimi genotipi HBV
pri krvodajalcih v Sloveniji. lzkazalo se je, da v 84 % zbranih plazemskih vzorcev HBV
prevladuje genotip D, sledita mu genotip A z 8 % in genotip B z 2 %. Mesani okuzbi D/A
in A/C pa predstavljata preostalih 6 %. Ugotovljena porazdelitev genotipov se dobro ujema
z geografsko lego Slovenije na prehodu med Sredozemljem in srednjo Evropo in z genotipi

znacilnimi za to podrocje.

Rezultate bi bilo smiselno potrditi in nadgraditi se z drugo metodo, saj ostajajo odprta
vprasanja glede okuzbe s posameznimi subgenotipi ter prisotnostjo rekombinacij in
mutacij. Cilj tovrstnih preiskav je pridobiti ¢im bolj celovit in natancen pregled nad
okuzbami z razliénimi genotipi HBV pri krvodajalcih, ki so sicer le del vseh okuzb v

slovenskem prostoru, a najbolje predstavljajo »zdravo« populacijo.
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