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Vysetrireni genotypu HCV pomoci kombinace testu
Cobas Amplicor HCV 2.0 a reverzni hybridizace
Versant HCV Genotype Assay

Nemcova J., Némecéek V.

NRL pro virové hepatitidy, SZU Praha

Souhrn

Genotypizace viru hepatitidy C /HCV)ma vyznam zejména pro stanoveni schématu 1é¢by pacientt
s chronickou VHC a pro prognézu uspésnosti 1ééby. U souboru 62 sér pozitivnich na HCV RNA
v testu Cobas Amplicor HCV 2.0 (CA) byl zjistovan genotyp HCV metodou reverzni hybridizace
(Versant HCV Genotype Assay (LiPA) Bayer), modifikovanou tim zpusobem, Ze jako vychozi ampli-
fikovany material pro reakci byl pouzit piimo produkt CA. Z 57 vzorku (92 %) reaktivnich v reverz-
ni hybridizaci byl u 56 uréen genotyp. U jednoho vzorku neodpovidal profil zadnému uréitému
genotypu, pét vzorku bylo nereaktivnich a jeden nebyl v tomto uspoiadani testovan. U dvou
z téchto 5 nereaktivnich a u jednoho netestovaného séra byl urcen genotyp reverzni hybridizaci
vychazejici z nested PCR. Lze shrnout, Ze produkt ziskany po jednostupriové amplifikaci HCV
RNA v testu CA je pro vétsinu vzorku vhodnym vychozim materialem pro genotypizaci reverzni
hybridizaci. Pro laboratore pouzivajici k detekci HCV RNA v séru Cobas Amplicor HCV 2.0 by ten-
to postup vedl ke zjednoduseni genotypizace a k ¢asové a materialové uspore. U sér s nizsi kon-
centraci viru, ktera nejsou typizovatelna touto kombinaci metod, 1ze vychazet z nested PCR.
Cty¥icet osm vybranych vzorka bylo typizovano vedle reverzni hybridizace také sérologicky sou-
pravou Murex HCV Serotyping 1-6 Assay (Abbot Murex). Typ byl urcen u 37 ze 48 testovanych sér
(77 %) véetné vsech tii sér negativnich v reverzni hybridizaci. PiestoZe je sérologicka typizace
méné citliva, maze byt vyznamna pii typizaci nékterych sér s nizkou hladinou HCV RNA a sér
neobsahujicich jiz detekovatelnou virovou NK, ktera nejsou typizovatelna reverzni hybridizaci.
U 33 sér, jez byla genotypovatelna obéma metodami, byly tyto metody ve vzajemné shodé. Pouze
ve dvou piipadech zjistila sérologicka metoda pritomnost jednoho typu viru navic (smiSeny geno-
typ) oproti reverzni hybridizaci.

Kliéova slova: genotypizace HCV - reverzni hybridizace - sérotypizace.

Summary

Nemcova J., Némecek V.: HCV Genotyping by Combination of Cobas Amplicor
HCYV 2.0 Test and Versant HCV Genotype Assay

Genotyping of hepatitis C virus (HCV) is of relevance to scheduling the treatment of patients with
chronic hepatitis C (VHC), making their prognosis and monitoring the treatment efficacy. A set of
62 sera testing HCV RNA positive in Cobas Amplicor HCV 2.0 test (CA) were genotyped using Ver-
sant HCV Genotype Assay (LiPA) Bayer, i.e. the reverse hybridization method, with the CA ampli-
fied product being directly used in the assay. Fifty-six out of 57 samples reactive in reverse hyb-
ridization (92 %) were genotyped. One sample showed a profile differing from any genotype, five
samples were not reactive and one sample was not tested within this study design. Two out of five
non-reactive sera and one non-tested serum could be genotyped by nested PCR based reverse hyb-
ridization. It can be concluded that the CA product resulting from one-step HCV RNA amplificati-
on is suitable for use in genotyping by reverse hybridization. The CA product based genotyping
procedure is easier to perform, less time-consuming and less costly. The nested PCR based proce-
dure could be used for typing of sera with lower HCV concentrations nontypeable with the com-
bination of CA and Versant HCV Genotype Assay. Forty-eight selected samples were typed not only
by reverse hybridization but also by a serological kit Murex HCV Serotyping 1-6 Assay (Abbot
Murex). Thirty-seven (77 %) of these sera, including all of three sera negative in reverse hybridi-
zation, appeared typeable by this kit. Although less sensitive, serotyping may be of relevance to
typing of sera with low HCV levels or not containing detectable viral NA which are nontypeable
by reverse hybridization. Thirty-three sera appeared genotypeable by both of the methods tested
with the results being in good agreement. In two cases only the serotyping method revealed one
more type of virus (mixed genotype) compared to the reverse hybridization.

Key words: HCV genotyping - reverse hybridization - serotyping.
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Virus hepatitity C (HCV) se vyznacuje velkou
variabilitou mezi jednotlivymi izolaty. Na zakladé
molekularni analyzy rtznych ¢asti genomu byly
varianty klasifikovany do 6 hlavnich typu (1-6)
a rady subtypua (11), které se vzajemné lisi svym
geografickym i ¢asovym vyskytem. Genotyp viru
ovliviiuje odpovéd pacienta na 1écbu interferonem
nebo interferonem v kombinaci s ribavirinem.
Lécba pacientt infikovanych typem 2 a 3 ma lep-
§i prognoézu nez u infekce typem 1 (9). Proto je
urcéeni genotypu vyznamné pro stanoveni sché-
matu 1é¢by. Metody urceni genotypu vétSinou
vychazeji z reverzni transkripce a amplifikace
virové RNA pomoci PCR. Pat#i k nim amplifikace
s pouzitim typové specifickych primera (8) nebo
metody analyzujici produkt PCR: sekvenace (12),
RFLP (2, 7) a reverzni hybridizace s typové speci-
fickymi sondami (14). Metoda reverzni hybridiza-
ce, vypracovana do podoby diagnostického testu
Versant HCV Genotype Assay (LiPA; Bayer) vy-
uziva variability v 5 nekoédujici oblasti (NCR)
virového genomu. Diky konzervativnosti této
oblasti patfi sice k nejcitlivéjsim (v typové nespe-
cifickém amplifikaénim kroku zachyti vétSinu
izolatn), ale neumoznuje vzdy rozliSeni nékterych
subtypt (1a versus 1b, 2a versus 2c) (14).

Neptimo lze genotyp stanovit také sérotypizac-
nim testem, zaloZenym na reakci protilatek
vySetfovaného séra proti syntetickym peptidam
odvozenym z oblasti genomu NS4 koédujici
nestrukturalni proteiny viru (HCV Serotyping
1-6 Assay, Abbot Murex). Sérotypizace je jedno-
dussi, ale méné citliva a specificka (vySe uvedeny
test neumoznuje uréeni subtypt) neZ metody
zalozené na PCR (1, 13).

V tadé laboratori, véetné NRL pro virové hepati-
tidy se v soucasné dobé k prikazu HCV RNA
v séru vyuziva test Cobas Amplicor HCV 2.0 (CA)
(Roche) zalozeny na jednostupniové amplifikaci
useku 5’ NCR virového genomu. Cilem této prace
bylo zjistit, zda je amplifikovany produkt CA vhod-
ny k pfimému stanoveni genotypu viru hepatitidy
C metodou reverzni hybridizace, ktera standardné
vychazi z nested PCR. Tato kombinace metod by
vedla k ¢asové a materialni uspore. Dalsim cilem
bylo porovnat vysledky uréeni genotypu modifiko-
vanou reverzni hybridizaci a metodou sérotypizace
soupravou HCV Serotyping 1-6 Assay.

Material a metody

Séra

Bylo pouzito 63 pacientskych sér zaslanych do NRL pro
virové hepatitidy na vySetfeni HCV RNA, ktera byla v CA
pozitivni na HCV RNA. S vyjimkou skupiny 10 sér byla séra
bez znamé epidemiologické vazby.
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Metody

Izolace virové RNA. HCV RNA byla izolovana z 200 ul
séra pomoci kitu QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen) podle
navodu vyrobce.

Reverzni transkripce a PCR. K reverzni transkripci,
amplifikaci a detekci HCV RNA byl u v8ech sér pouzit auto-
matizovany systém Cobas Amplicor HCV 2.0 (Roche). CA je
kvalitativni test, v némz je vysledné mnozstvi PCR produktu
vyjadieno jako jeho absorbance p¥i 660 nm (hodnoty 0-4).
Hranice pozitivity je p¥i absorbanci 0,1-0,2, coz odpovida p¥i-
blizné 100 kopiim virové RNA v 1 ml séra (3).

Vzorky, jejichz absorbance v CA byla nizsi nez 3, byly
amplifikovany také v nested RT-PCR s pouzitim kitu Titan
One Tube RT-PCR System (Roche). Pied prvnim béhem PCR
bylo 50 pl reakéni smési (10 ul HCV RNA, 10 pul biotinylova-
nych vnéjsich primeru ze soupravy LiPA, 1 pl smési polyme-
raz, 200 uM dNTP, 10 U inhibitoru RNaz, 5 mM DTT) inku-
bovano 30 min pii 42 °C (reverzni transkripce). Poté byla
smés denaturovana 1 min pii 94 °C a amplifikovana (40 cyk-
la: 94 °C 15 s, 55 °C 30 s, 72 °C 30 s). V druhém béhu PCR byl
1 pl produktu prvniho béhu amplifikovan spolu s 10 pl bio-
tynilovanych vnitinich primera ze soupravy LiPA ve smési
o jinak stejném slozZeni jako pro prvni PCR a pii stejném pro-
gramu. Produkty obou béhu PCR byly detekovany elektrofo-
reticky (v 2% PCR agaroze (Top-Bio); 100 V).

Genotypizace. Genotyp byl stanoven metodou reverzni
hybridizace soupravou Versant HCV Genotype Assay (LiPA)
(Bayer) podle navodu vyrobce s tim rozdilem, ze jako vychozi
material pro hybridizaci byl kromé produktu nested PCR po-
uzivan také produkt CA.

Sérologicka genotypizace. Genotyp byl nepiimo (na
zakladé typové specifickych protilatek v séru) stanoven sou-
pravou Murex HCV Serotyping 1-6 Assay (Abbot Murex) pod-
le navodu vyrobce. Séra vyhovujici pouze jednomu z interpre-
taénich kritérii pro uréity typ byla hodnocena jako typové
nespecifikovatelna.

Stanoveni protilatek anti-HCV. Protilatky proti HCV
byly stanoveny soupravou CHIRON RIBA HCV 3.0 SIA, Chi-
ron, ktera pracuje na principu imunoblotu. Vysledek byl hod-
nocen jako pozitivni, pokud protilatky ve vySetfovaném séru
reagovaly aspon se 2 antigeny, jako neurc¢itelny pti reakci pou-
ze s jednim antigenem a jako negativni, pokud nereagovaly
ani s jednim antigenem.

Vysledky

Genotypizace pomoci kombinace CA
a reverzni hybridizace

U 63 sér pozitivnich na HCV RNA v CA jsme
urcovali genotyp metodou reverzni hybridizace
(viz tabulka 1). VSechny vzorky, jejichZz absorban-
ce v CA byla vyssi nez 3 (n=55; 87%), byly v geno-
typizaci reaktivni. Pouze u jednoho z téchto 55
vzorkt neodpovidal profil zadnému uréitému
genotypu. Z osmi vzorka s absorbanci v CA nizsi
nez 3 byly dva v reverzni hybridizaci reaktivni,
pét negativnich a jeden nebyl testovan. Téchto
osm sér bylo genotypizovano také po amplifikaci
v nested PCR (NP) s pouzitim primeru z 5’NCR
dodavanych k soupravé LiPA. U péti z nich byly
produkty NP detekovatelné elektroforeticky
a reaktivni v genotypizaci. T¥i vzorky se v NP
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Tab. 1. Stanoveni genotypu reverzni hybridizaci v zavislosti na absorbanci amplifikovaného produktu v CA
Table 1. Genotyping by reverse hybridization and absorbance of the CA amplified product

Absorbance v CA Vysledek genotypizace
genotypovatelny nereaktivni* neinterpretovatelny**| netestovano celkem
a>4 44 0 1 0 45
3<a<4 10 0 0 0 10
1<a<3 2 3 0 1 6
a<l 0 2 0 0 2
*neposkytujici pozitivni signal
**poskytujici profil, ktery nelze pFiradit k uré¢itému genotypu
*yielding no positive signal
**yielding a profile differing from any known genotype
Tab. 2. Stanoveni genotypu reverzni hybridizaci ve srovnani se sérotypizaci u 48 pacientskych sér
Table 2. Genotyping by reverse hybridization and serotyping of 48 patient sera
GENOTYP
Reverzni hybridizaci
Sérotypizaci 1 la 1b 3a neinterpretovatelny** | nereaktivni* Celkem
1 3 1 24 3 31
3 3 3
4 1 1
1+2 2
nespecifikovatelny# 1 1 2
nereaktivni* 7 2 9

*neposkytujici pozitivni signal

**poskytujici profil, ktery nelze pfiradit k urc¢itému genotypu
*yielding no positive signal

**yielding a profile differing from any known genotype
#non-type specific

nepodarilo amplifikovat (dva z nich mély v CA
absorbanci niz$i nez 1, coz svédéi o nizké kon-
centraci virové RNA, a vSechny t#i byly negativni
v genotypizaci po CA).

7 59 sér, u nichz byl pomoci reverzni hybridiza-
ce uréen genotyp, byl ve 45 piipadech zjistén sub-
typ 1b, v 8 ptipadech 3a, v 5 piipadech byl stano-
ven typ 1 (bez rozliSeni subtypu) a v jednom
pripadé 1la. Toto rozloZeni genotypti nemusi
ovSem vzhledem k vybéru sér v nasi studii odpo-
vidat jejich zastoupeni v populaci.

Porovnani vysledki genotypizace reverzni
hybridizaci a sérologickou metodou

Celkem 48 z 63 sér bylo typizovano vedle
reverzni hybridizace také sérologicky. Vysledky
shrnuje tabulka 2. Sérotypizaci byl ur¢en typ u 37
sér (77 %), z toho 31 sér mélo genotyp 1, tii geno-
typ 3, jedno genotyp 4 a dvé smiSeny genotyp 1+2.
Ze 31 sér se stanovenym genotypem 1 byla ve 28
pripadech shoda s reverzni hybridizaci, ve 3 pti-
padech byly vzorky v reverzni hybridizaci nere-
aktivni. VSechny tti vzorky genotypu 3 byly shod-
né uréeny i reverzni hybridizaci. Vzorek se
sérologicky uréenym typem 4 mél v reverzni hyb-
ridizaci opakované neinterpretovatelny genotyp
(reaktivni, ale neodpovidajici zadnému uréitému

typu). U dvou vzorkt se smiSenym typem 1+2 byl
v reverzni hybridizaci zjistén pouze subtyp 1b.
Celkem devét sér (18 %) bylo v sérotypizacéni
reakci negativnich, u dvou sér (4 %) byly zjistény
typové nespecifikovatelné protilatky.

U t¥i sér (6 %), ktera byla negativni v reverzni
hybridizaci (nizka hladina HCV RNA) se podarilo
stanovit genotyp pouze sérologicky.

U celkem 11 sér pozitivnich v reverzni hybridi-
zaci ale s negativnim (n=9) nebo neinterpretova-
telnym (n=2) vysledkem sérotypizacniho testu
byla pritomnost protilatek ovérovana imunoblo-
tem na stanoveni anti-HCV (RIBA HCV 3.0 SIA).
Osm vzorku bylo konfirmovano jako anti-HCV
pozitivni, dva jako neurcitelné a pouze jeden jako
negativni.

Diskuse

Genotypizace pomoci kombinace CA
a reverzni hybridizace

U 62 sér pozitivnich na HCV RNA jsme urco-
vali genotyp kombinaci amplifikace virové RNA
v CA a reverzni hybridizace soupravou Versant
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HCV Genotype Assay. Celkem 57 z téchto sér
(92 %) bylo v reverzni hybridizaci reaktivnich
a pouze u jednoho z nich neodpovidal profil zad-
nému uréitému genotypu. Podobnou modifikaci
reverzni hybridizace provedli Gargiulo et al.,
kdyz k amplifikaci HCV RNA pro reverzni hyb-
ridizaci pouzili produkt kvantitativniho jedno-
stupniového testu na stanoveni HCV RNA Cobas
Amplicor HCV Monitor 2.0 (Roche) (CAM),
amplifikujiciho stejnou oblast genomu jako CA
(4). Pro stanoveni piitomnosti virové RNA
v séru se ovSem castéji vyuziva CA, ktery je cit-
livejsi — zachyti 102 kopii virové RNA/ml (3)
oproti 103—104 kopii virové RNA/ml u CAM —
a levnéjsi nez CAM. Vsechny vzorky pozitivni
v. CAM byly v genotypizaci reaktivni (4).
V nasSem usporadani bylo v genotypizaci nega-
tivnich 5 sér z 62 (8 %) s absorbanci v CA nizsi
nez 3. Prestoze se v testu CA neda stanovit pii-
ma zavislost mezi absorbanci produktu a kon-
centraci virové RNA v séru (jde o kvalitativni
test), bylo zjiSténo, Ze séra s absorbanci nizsi
ne# 3 obsahuji ptiblizné 102-103 kopii viru/ml
(3). Skuteénost, ze CAM m4a niz$i citlivost nez
CA a vétsinu sér s absorbanci v CA nizsi nez 3
tudiz nezachyti, muze vysvétlovat rozdil v pro-
centu vzorka genotypovatelnych obéma modifi-
kovanymi testy. U sér s nizkou koncentraci
HCV RNA v séru nemusi byt mnozstvi produk-
tu po jednostupniové amplifikaci pro reverzni
hybridizaci dostate¢né. U dvou z péti negativ-
nich a u jednoho netestovaného séra jsme geno-
typ stanovili po pouziti nested PCR, ktera zajis-
tuje vyssi miru amplifikace nez CA.

Porovndni vysledkii genotypizace reverzni
hybridizaci a sérologickou metodou

Pomoci sérologického testu HCV Serotyping
1-6 Assay jsme uréili genotyp u 37 ze 48 vySetio-
vanych sér (77 %), coz je ve shodé s praci Gishe et
al., kteri sérologicky typizovali 144 ze 187 PCR
pozitivnich sér (77 %) (5). U pacientt s chronic-
kou hepatitidou C byl uréen genotyp sérologicky
dokonce u 183 z 210 (87 %) sér obsahujicich viro-
vou RNA (1).

U 31 z 33 sér, u nichz jsme genotyp ur¢ili reverz-
ni hybridizaci i sérotypizaci, byly vysledky ve vza-
jemném souladu. U zbyvajicich dvou sér byl pomo-
ci sérotypizace zjistén smiSeny genotyp (1+2),
zatimco reverzni hybridizaci byl zjistén pouze
genotyp 1b; to znamena, Ze shoda nastala u jedno-
ho ze dvou typu uréenych sérologicky. Je zajimavé,
Ze oba pacienti se smiSenym genotypem viru byli
ve vzajemné epidemiologické souvislosti. Ve studii
Prescotta (10) byly piipady, kdy byl sérotypizaci
zjistén smiSeny a reverzni hybridizaci jediny geno-
typ, rozhodnuty pomoci klonovani a sekvenace ve
prospéch vysledku reverzni hybridizace. Sérologic-
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ka detekce smiSené infekce muze také odrazet pro-
tilatkovou odpovéd na virus, ktery uz neni proka-
zatelny reverzni hybridizaci, nebo tvorbu quasis-
pecies s variacemi v polymorfnich mistech NS4 (6).
Jeden vzorek se sérologicky stanovenym genoty-
pem 4 neodpovidal v reverzni hybridizaci zadnému
uréitému genotypu. Opakované reagoval kromé
amplifika¢ni kontroly pouze se subtypizaénimi
sondami pro subtypy 1a a 1b, nikoli se sondami pro
typ 1. Podle navodu vyrobce testu reaguje s témito
subtypovymi sondami zktiZzené vétSina genotypn,
takze vysledek reverzni hybridizace neni v pfimém
rozporu s vysledkem sérotypizace. Ani fakt, Ze
genotyp 4 se v Ceské republice vyskytuje velmi
vzacné a je rozsien prevazné na Strednim vycho-
dé, nezpochybniuje vysledek sérotypizace, protoze
se jednalo o sérum cizince. Jednoznaéné by geno-
typ mohl byt v tomto piipadé uréen pouze po srov-
nani vysledka s nékterou dals$i genotypizaéni
metodou, nejlépe sekvenaci, ktera je povazovana
za referen¢ni metodu (12).

U deviti sér, ktera byla v sérotypizacni reakci
negativni, jsme konfirmovali piitomnost protila-
tek anti-HCV testem RIBA zaloZenym na princi-
pu imunoblotu. Sest z téchto deviti sér bylo pozi-
tivnich na anti-HCV, u dvou byl vysledek
neuréitelny a pouze jedno bylo negativni. U séra,
v némz nebyly protilatky anti-HCV potvrzeny
pomoci imunoblotu, byla pritomnost protilatek
stanovena pomoci dvou nezavislych imunoenzy-
matickych souprav (MONOLISA anti-HCV PLUS
version 2 BIO-RAD a ORTHO HCV 3.0 ELISA
Test Systém Enhanced SAVe, ORTHO).

Zavér

Stanoveni genotypu viru hepatitidy C ma
vyznam hlavné pro prognézu onemocnéni a sta-
noveni schématu 1é¢by. Lze shrnout, Ze produkt
ziskany po jednostupnové amplifikaci HCV RNA
testem CA je pro vétsinu vzorkt vhodnym vycho-
zim materialem pro genotypizaci reverzni hybri-
dizaci. Pro laboratoie pouzivajici k detekci HCV
RNA v séru Cobas Amplicor HCV 2.0 by tento
postup vedl ke zjednoduSeni genotypizace
a k Casové a materialové uspore. U sér s nizsi
koncentraci viru, ktera nejsou typovatelna touto
kombinaci metod, 1ze vychazet z nested PCR.

Prestoze sérologicka typizace je méné citliva
(otypovali jsme pouze 77 % testovanych sér pozi-
tivnich na HCV RNA), maze byt vyznamna pti
typizaci nékterych sér s nizkou hladinou HCV
RNA a sér neobsahujicich jiz detekovatelnou viro-
vou NK, ktera nejsou typizovatelna reverzni hyb-
ridizaci.
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Seznam pouzitych zkratek:

VHC - virova hepatitida C

HCV - virus hepatitidy C

RNA - ribonukleova kyselina

PCR - polymerazova retézova reakce
RFLP — restriction fragment lengths

polymorfism

NCR - nekédujici oblast genomu

CA - Cobas amplicor HCV 2.0
RT  —reverzni transkripce
DTT - dithiotreitol

NK - nukleova kyselina

NP - nested PCR

CAM - Cobas Amplicor HCV Monitor 2.0
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