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STRESZCZENIE

Obecnie istnieje duze zapotrzebowanie na metode
do oznaczania obecno$ci wirusa zapalenia watroby typu
C (HCV) w probkach pacjentow. Praca opisuje autorskg
technik¢ wykrywania materialu genetycznego HCV
w surowicy krwi oparta na dwoch nastepujacych po
sobie reakcjach: odwrotnej transkrypcji (ang. reverse
transcription, RT) 1 reakcji tancuchowej polimerazy
z odczytem sygnatu w czasie rzeczywistym (ang. real-ti-
me polymerase chain reaction, TPCR). Do wykrywania
HCV zastosowano sond¢ molekularng znakowang flu-
orescencyjnie oraz specyficzne startery komplementarne
do sekwencji 3’UTR wirusa wzw C. Przeprowadzono
optymalizacje warunkow reakcji i ustalono stezenia son-
dy oraz starterow, ktére moga by¢ stosowane w praktyce
laboratoryjnej. Kontrolg endogenna reakcji stanowit
fragment genu dehydrogenazy 3-fosforanu glicealde-
hydu (GAPDH). Reakcj¢ wykrywania HCV i GAPDH
prowadzono w jednej mieszaninie reakcyjnej (reakcja
multipleksowa).

Stowa kluczowe: wirus zapalenia wqtroby typu C,
reakcja tancuchowa polimerazy, detekcja

WSTEP

Wirus zapalenia watroby typu C (ang. hepatitis C
virus, HCV) jest patogenem istotnym z diagnostycz-
nego punktu widzenia ze wzglgdu na powszechnos¢
jego wystepowania w populacji ludzkiej oraz poprzez
charakter zakazenia, ktérego poczatkowy okres u okoto
50% zakazonych przebiega bezobjawowo i w zwigzku
z tym wigze si¢ z duzym ryzykiem transmisji wirusa.

ABSTRACT

The need of hepatitis C virus (HCV) monitoring
in serum samples of infected persons is of particular
importance, because of chronic and non-symptomatic
disease course of hepatitis C infection. We developed
a novel “in-house” method variant for the detection of
HCYV genetic material in human blood serum. Detection
technique is based on reverse transcription- real time
polymerase chain reaction (RT-rPCR). We designed
and analyzed several HCV 5’ UTR- complementary
PCR starter and probe sequence sets and we chose one
set of highest HCV detection potency. Optimal con-
centration of starters and probe has been found. The
226-base pair long fragment of constitutively expressed
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase gene served
as internal endogenous control and should be added to
each analysis in order to ensure that no PCR inhibitors
are present. All parameters were optimized for Mx3005
QPCR System (Agilent Technology).

Key words: hepatitis C, Polymerase Chain Reaction,
detection

U duzej liczby 0sob zakazonych HCV choroba przyj-
muje posta¢ przewlekla, co stanowi powazny czynnik
ryzyka wystapienia pierwotnych nowotworéw watroby
(1). Po duzym wzroscie zakazen w Polsce w latach
1997-2005 w kolejnych kilku latach notowano niewielki
spadek zapadalnosci; w roku 2009 zapadalno$¢ obnizyta
si¢ do poziomu 5,08 na 100 000. Nalezy jednak mie¢ na
uwadze, ze ze wzgledu na przewlekty charakter infekcji,
kolejne zakazone osoby zwigkszajg ogélng chorobo-
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wos¢ polskiej populacji (1, 2). W publikacji Chlabicza
1 wsp. podano, ze wsrod dawcow krwi z terenu pot-
nocno-wschodniej Polski obecno$¢ przeciwciat anty-
-HCV wykazano $rednio u 0,46% badanych oséb (3).
W przypadku zakazen HCV duzy odsetek pacjentéw jest
diagnozowany dopiero w przewlektym stadium zapale-
nia watroby, odleglym czasowo od momentu zakazenia
lub dowiaduje si¢ o nosicielstwie przypadkowo, przy
okazji zlecanych rutynowych badan laboratoryjnych.
Do wykrycia HCV w organizmie pacjenta mozna
stosowac techniki serologiczne, ktore opierajg si¢ na
potwierdzeniu obecnosci przeciwciat przeciwko HCV
we krwi pacjenta. Przy stosowaniu technik immuno-
wykrywania trzeba bra¢ pod uwage zjawisko okienka
serologicznego, tzn. w okresie po zakazeniu pacjenta,
a przed pojawieniem si¢ przeciwciat we krwi mozna
nie wykry¢ obecnosci wirusa. Obecnie stosowane
techniki immunowykrywania nowej generacji znacz-
nie ograniczyly czas trwania okienka serologicznego
(4). Metoda wykrywania kwasow nukleinowych (ang.
nucleic acid amplification technology, NAT) we krwi
dawcow pozwala na wykrycie obecno$ci wirusow
praktycznie juz od momentu pojawienia si¢ wirusa w or-
ganizmie. Za pomocg techniki NAT RNA-HCV zostala
potwierdzona pewna liczba pacjentdw — nosicieli HCV
posiadajacych jednoczesnie ujemny wynik badania na
obecno$¢ markerow serologicznych (5). Odsetek ten
wynosit okoto 0,0021% (50 przypadkéw na 2,37 min
przebadanych probek seronegatywnych)(6). Istotne jest,
ze w takich przypadkach czestotliwo$¢ wystepowania
poszczegolnych podtypéw HCV byla odmienna niz
w grupie oséb przewlekle zakazonych. Szczegdlnie
czgsto obserwowano podtyp 3a. Z kolei podtyp 1b byt
mniej liczny niz w przypadku pacjentdow ze stwierdzong
obecnoscig przeciwciat anty-HCV. Obecnie techniki
oparte na wykrywaniu RNA HCV s3 prowadzone
rutynowo w licznych stacjach krwiodwastwa (6) oraz
w laboratoriach analityki medycznej (informacja wtasna
oparta na analizie ofert rynkowych z kwietnia 2010 r.).
HCV nalezy do rodziny Flaviviridae, rodzaju he-
paciwiruséw. Ma genom zbudowany z jednoniciowego
kwasu rybonukleinowego (RNA), co ma powazne
implikacje praktyczne, poniewaz RNA poza ustrojem
ulega szybkiej degradacji na skutek powszechnej obec-
nosci rybonukleaz. Wymaga to duzej dbatosci o jakos¢
pobieranych probek i o sposodb ich przechowywania
oraz transportu (8). Inna, niezmiernie wazng cechg jest
to, ze genom HCV jest bardzo zmienny. Na podstawie
roznic w sekwencji materiatu genetycznego wyroznia
si¢ co najmniej sze$¢ genotypoéw HCV, ktore z kolei
dzieli si¢ na wiele podtypow (9). Dlatego przy opra-
cowaniu metody wykrywania materialu genetycznego
HCV technikami NAT podstawowym problemem jest
wybodr odpowiedniego regionu docelowego (powinien
on obejmowa¢ mozliwie najmniej zmienny fragment

genomu). Wigkszo$¢ testow komercyjnych i opracowan
wlasnych wykorzystuje powinowactwo do regionu 5’
nieulegajacego translacji (ang. 5’- untranslated region,
5’-UTR) (10, 11). Wykrywanie materiatu genetycznego
HCV w badanej prébce przeprowadza si¢ najczesciej
technika reakcji tancuchowej polimerazy (ang. polyme-
rase chain reaction, PCR), ktora musi by¢ poprzedzona
reakcja odwrotnej transkrypcji (ang. reverse transcrip-
tion, RT), ze wzgledu na wspomniany wyzej rodzaj
materialu genetycznego (RNA). Oba procesy, RT 1 PCR
mozna prowadzi¢ sekwencyjnie w tej samej probowce,
co wykorzystuje si¢ do wykrycia materialu genetycz-
nego wiruséw w probkach klinicznych. Pozwala to na
uproszczenie procedury, a przede wszystkim zmniejsza
ryzyko zanieczyszczenia (12, 13, 14).

Metoda RT-PCR w czasie rzeczywistym (ang.
real-time RT-PCR, rRT-PCR) powstala z rozwini¢cia
techniki RT-PCR, i pozwala na ocen¢ przyrostu liczby
czasteczek DNA w trakcie trwania reakcji. W meto-
dzie real-time RT-PCR wykorzystuje si¢ obecnos¢
barwnikow fluorescencyjnych, ktére emituja sygnat
proporcjonalny do ilo$ci powstajacego produktu re-
akcji. Kluczowe znaczenie w generowaniu sygnatu
ma odpowiednio dobrana sonda molekularna. Opra-
cowano rézne rodzaje tych czasteczek, réznigcych
si¢ od siebie odmiennym mechanizmem generowania
sygnatu. Zasadniczo do wykrywania patogendw (nie
tylko wirusowych) w probkach klinicznych stosuje si¢
dobrze poznane i obecnie najpowszechniejsze sondy
hydrolizujace typu TagMan. System stuzacy wykry-
waniu okreslonego patogenu (np HCV) technika rRT-
-PCR sktada si¢ z pary stateréw (analogicznych jak
w standardowej reakcji PCR/ RT-PCR) oraz z sondy,
przy czym wszystkie trzy elementy musza by¢ kom-
plementarne do sekwencji wykrywanego patogenu,
a miejsce hybrydyzacji sondy znajduje si¢ pomiedzy
miejscami hybrydyzacji starteréw. Po kazdym kolejnym
cyklu PCR taczna fluorescencja probki wzrasta na sku-
tek coraz wigkszej ilosci whasciwego produktu reakcji,
co pozwala na wykreslenie tzw. krzywej amplifikacji.
Interpretacja wyniku w technice rRT-PCR polega na
interpretacji tej krzywej, a $cislej na ocenie wartosci
Ct (ang. threshold cycle), czyli numeru cyklu w reakcji
PCR, w ktorym fluorescencja badanej probki przekro-
czyta tzw. poziom tla. Im wyzsza jest wyjsciowa liczba
czasteczek (patogenu) w badanej probce, tym nizsza
warto$¢ Ct (poziom mierzonej fluorescencji szybciej
przekracza poziom tta). Jezeli analiza ma charakter
jakosciowy, to woéwczas przekroczenie poziomu tta
(uzyskanie jakiejkolwiek dodatniej wartosci Ct) wska-
zuje na obecno$¢ poszukiwanego patogenu w badanej
probee. W praktyce jednak wysoka warto$¢ Ct sktania
do ostroznosci w interpretacji wyniku i do powtornej
analizy materiatu (15).
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Celem pracy byto opracowanie wlasnego wariantu
metody rRT-PCR do zastosowania w praktyce diagno-
stycznej w celu wykrywania wirusa zapalenia watroby
typu C. Technika wykorzystuje startery do reakcji PCR
swoiste do okreslonego regionu HCV oraz fluorescen-
cyjng sond¢ molekularna, tzw. sonde hydrolizujaca typu
TagMan (Applied Biosystems).

MATERIAL | METODY

Analiza materiatu genetycznego HCV. Sekwencje
5’-UTR sze$ciu genotypéw HCV poréwnano migdzy
sobg za pomocg oprogramowania Emma (16). Wyty-
powano najbardziej konserwatywny region, w ktorym
zaprojektowano zestawy starteréw oraz sond do reakcji
PCR za pomoca programu Eprimer3 (EMBOSS). Na-
stepnie ponownie przeanalizowano uzyskane wyniki
pod katem zgodnosci sekwencji z poszczegolnymi
genotypami HCV, w tym zwlaszcza genotypow 1b,
la, oraz 3a, ktére wystepuja najczesciej w populacji
polskiej lub stanowia duzy odsetek w przypadku no-
sicieli z uyjemnym wynikiem na obecnos$¢ przeciwciat
anty-HCV (6). Lacznie zaprojektowano 10 zestawow
starterow/sond 1 wyselekcjonowano dwie pary, ktore
wykazywaly najwyzsza komplementarnos¢ wzgledem
wszystkich typow genetycznych HCV.

Ekstrakcja materialu genetycznego wirusa. Do
ekstrakcji materiatu genetycznego zastosowano aparat
do automatycznej ekstrakcji DNA i RNA z probek kli-
nicznych NucliSENS EasyMAG (Biomerieux, Polska).
Materiat wyjsciowy stanowito 200ul mieszaniny probek
surowicy zawierajagcych RNA HCV (zrodto: Quality
Control For Molecular Diagnostics, QCMD 2009 He-
patitis C virus RNA EQA Programme). Jako matryce
do syntezy fragmentu genu dehydrogenazy 3-fosforanu
gliceraldehydu- GAPDH (kontrola endogenna reakcji)
zastosowano komorki linii hodowlanej nerki czlowie-
ka HEK 293. Zawiesing zawierajaca okoto 500 000
komorek dodano do kazdej probki surowicy na etapie
ekstrakcji kwaséw nukleinowych.

Optymalizacja warunkow reakcji rRT- PCR.
Wszystkie analizy prowadzono z uzyciem termocy-
klera do wykrywania produktu w czasie rzeczywistym
Mx3005P QPCR System (Stratagene). Do reakcji uzyto
odczynnika Brilliant II SYBR Green QRT-PCR 2X
master Mix. W pierwszej kolejnosci przeprowadzono
optymalizacj¢ stezen starterow do reakcji PCR. Do
reakcji uzyto czterech stezen od 50 nM do 600 nM
w roznych kombinacjach. Po ustaleniu wiasciwych ste-
zen starteroOw przeprowadzono optymalizacje stezenia
sondy molekularnej. Reakcje prowadzono z uzyciem
odczynnika Brilliant II QRT-PCR Low ROX Master
Mix (Stratagene). Przeprowadzono analize¢ sze$ciu

roznych stezen sondy molekularnej: 50, 100, 150, 200,
300 1 400nM.

Kontrola endogenna reakcji. Kontrole endogenng
reakcji stanowit fragment genu dehydrogenazy 3-fos-
foranu gliceraldehydu (GAPDH). Startery oraz sondg¢
zaprojektowano za pomocg oprogramowania eprimer3
(EMBOSS). Jako wynik uzyskano 10 zestawow starte-
row 1sond, z czego do analizy wybrano jeden. Jednocze-
$nie analizowano przydatnos¢ zestawu, ktory znajduje
si¢ w bazie danych starteréw i sond przeznaczonych do
ilosciowej reakcji Real time QPCR (17). Zestaw ten jest
stosowany i opisywany wielokrotnie, np. przez Kelly
1 wsp. (18). Optymalizacje¢ przeprowadzono z uzyciem
odczynnika Brilliant II SYBR Green QRT-PCR 2X
master Mix, stosujac takie same kombinacje stezen
starterow, jak w przypadku HCV. Przeprowadzono
analize¢ szeSciu réznych stezen sondy molekularnej: 50,
100, 150, 200, 300 1 400nM.

Multipleksowy real-time RT-PCR. Po wyborze
odpowiednich warunkow reakcji dla HCV 1 dla genu
kontroli endogennej (GAPDH) przeanalizowano, czy
oba zestawy starteréw i sond mogg by¢ uzyte w jedne;j
probowce w formie reakcji multipleksowej (ang. mul-
tiplex PCR).

Czutos¢ metody. Czuto§¢ metody oznaczano za
pomocg standardow ilo§ciowych uzyskanych na drodze
klonowania produktu RT-PCR wirusa zapalenia watroby
typu C. Proces klonowania przeprowadzono z uzyciem
zestawu StrataClone Ultra Blunt PCR Cloning Kit
(Agilent, USA). Fragment genomu HCV, analogiczny
jak w reakcji RT-QPCR, amplifikowano za pomoca re-
akcji tancuchowej polimerazy Pfu. Uzyskane produkty
klonowano do wektora plazmidowego pSC-B-amp/kan,
transformowano bakterie kompetentne StrataClone
SoloPack i przeprowadzono selekcje transformantow.
Transformowane bakterie namnazano w pozywce ptyn-
nej LB a nastepnie przeprowadzono izolacje plazmi-
dowego DNA na matg skale technikg mini-prep. (17).
Obecnos¢ wlasciwych klondow potwierdzano za pomoca
analizy restrykcyjnej z uzyciem endonukleazy EcoRI
oraz za pomoca PCR z uzyciem starteréw T3 1 T7 kom-
plementarnych do czasteczki plazmidu. Bakterie zawie-
rajace plazmidowe DNA z poprawnie wklonowanym
fragmentem HCV namnazano w 28ml pozywki ptynnej
LB i przeprowadzano izolacj¢ plazmidowego DNA za
pomoca zestawu QIAGEN Plasmid Midi Kit (Qiagen,
Niemcy). Plazmidowe DNA rozpuszczono ostatecznie
w 250ul buforu TE. St¢zenie plazmidowego DNA
w ekstraktach okreslano spektrofotometrycznie przy
dtugosci fali 260nm. Dwa mikrogramy plazmidowego
DNA poddano linearyzacji (hydrolizie restrykcyjnej)
enzymem Ncol (EURX, Polska); proces linearyzacji
plazmidéw skontrolowano przez rozdziat 3ul miesza-
niny reakcyjnej w zelu agarozowym o stezeniu 1%.
Nastepnie, w celu uzyskania ilosciowych standardow
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RNA HCV, przeprowadzono transkrypcje DNA in vitro
z zastosowaniem polimerazy RNA T7 (Takara, Japonia).
Sktad mieszaniny reakcyjnej (objetos¢ 20uL): 2ul 10x
buforu polimerazy RNA T7; 5SmM DTT; 2mM kazdego
z nukleotydéw (ATP, GTP, CTP, UTP); 20U inhibitora
RNA-zy; 50U polimerazy RNA T7 oraz 500ng matryco-
wego DNA. Transkrypcje prowadzono przy 42°C przez
2 godz. Po transkrypcji pozostate, matrycowe DNA
hydrolizowano za pomocg DNA-zy [ (DNAse I, RNAse
free, Fermentas, Litwa) poprzez dodanie do mieszaniny
2U enzymu i inkubacj¢ w 37°C przez 15 min., a nastep-
nie bezzwlocznie oczyszczano RNA z zanieczyszczen
za pomocg ekstrakcji fenolowo-chloroformowej. Osad
RNA rozpuszczano w 25ul RNA Storage Solution
(Ambion, USA). Oceny stezenia RNA dokonywano
dwojako: poprzez pomiar spektrofotometryczny przy
dhugosci fali 260nm oraz technikg fluorymetryczng
z uzyciem odczynnika Quant-iT RiboGreen RNA
Reagent (Life Technologies, USA) i na tej podstawie
obliczono liczbe czasteczek RNA w przeliczeniu na 1l
objetosci ekstraktu RNA. Otrzymano wynik 91,8ng/
ul RNA, co odpowiadato 1,14x10" kopii RNA HCV
w 1ul ekstraktu. Do oceny czutos$ci metody wykonano
szereg rozcienczen probek (standardow) RNA obejmu-
jacych stezenia RNA HCV od 10" — 107 kopii/ probke.
Dodatkowo do analizy wykorzystano probki HCV RNA
o okreslonej liczbie czastek wirusowych pochodzacych
z kontroli zewnatrzlaboratoryjnej Quality Control For
Molecular Diagnostics, QCMD 2009 Hepatitis C virus
RNA EQA Programme. Probki te poddano standardowej
procedurze ekstrakcji kwasow nukleinowych z zastoso-
waniem aparatu NucliSENS EasyMAG (Biomerieux,
Polska) i odpowiednich odczynnikéw. Analize czutosci
metody wykonano w trzech powtérzeniach dla kazdej
prébki (standardu).

WYNIKI

Optymalne warunki reakcji (uzyskanie mozliwie
najnizszej wartosci Ct) uzyskano przy stezeniach star-
ter6w wynoszacych 300nM; oceniano rowniez poziom
fluorescencji przy mozliwie niskim progu wykrywania
(Ct). Dane uzyskane z analizy komputerowej potwier-
dzono za pomocg elektroforezy w zelu agarozowym
barwionym bromkiem etydyny (rycina 1).

Optymalne stgzenie sondy okreslono na 150nM.

Wyniki optymalizacji warunkéw reakcji dla genu
kontroli endogennej (GAPDH) przedstawiono na
rycinie 2. Po reakcji rRT-PCR produkty analizowano
w 1,5% zelu agarozowym. Ze wzgledu na stabsza flu-
orescencje, zestaw starterOw przygotowanych wg wta-
snego projektu odrzucono na rzecz starterow opisanych
przez Kelly i wsp, pochodzace z bazy danych (18, 19).
Optymalne stgzenie sondy molekularnej dla GAPDH
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Ryc. 1 A. Krzywa dysocjacji DNA dla produktu rRT-PCR
HCV. Strzaltka oznaczono najwyzszy poziom
fluorescencji, ktory uzyskano w przypadku stezen
wynoszacych 300nM kazdego startera. Tempera-
tura topnienia produktu (Tm) rRT-PCR dla HCV
wynosita 89,3°C i byla zgodna z wyliczeniami
teoretycznymi.

B. Elektroforetogram produktow reakcji rRT-PCR
HCV. Optymalny wynik uzyskano dla st¢zen
300nM kazdego startera (oznaczone strzatka). Od
lewej: 1.: Marker wielkosci DNA pUC Mix Marker
8 (Fermentas), 250ng; 2.-16.: Produkty rRT-PCR
HCV uzyskane przy réznych stezeniach starterow.
Dhugo$¢ produktu: 92 par zasad;

Fig. 1 A. Disociation curve of rRT-PCR HCV product. High-
est fluorescence level (indicated by an arrow) was
obtained at the concentration of 300nM of both
primers. Melting temperature (Tm), calculated
for rRT-PCR product was 89,3°C and stay in ac-
cordance with data obtained by in-silico analysis.

B. Electrophoreogram of HCV rRT-PCR products.
Optimal results were obtained at the concentration
of 300nM for both primers (as indicated by arrow).
From the left: 1.: pUC Mix Marker 8 DNA size
marker (Fermentas), 250ng; 2.-16.: HCV rRT-PCR
products of various primer concentrations. Product
length: 92 base pair.
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Ryc. 2 A. Krzywa dysocjacji dla produktu rRT-PCR GAPDH.
Czarng strzatka oznaczono najwyzszy poziom
fluorescencji, ktory uzyskano w przypadku stezen
wynoszacych 150nM kazdego startera. Tempera-
tura topnienia produktu (Tm) PCR dla GAPDH
wynosita 83,1°C i byta zgodna z wyliczeniami
teoretycznymi. Wykres krzywej dysocjacji DNA
dla produktu rRT-PCR GAPDH uzyskany za
pomocg starteroOw projektowanych przez autoréw
oznaczono bialg strzatkg.

B. Elektroforetogram produktow reakcji rRT-PCR
GAPDH. Optymalny wynik uzyskano dla st¢zen
wynoszacych 150nM kazdego startera (strzalky).
Kolejno$¢ probek: 20. i 37.: Marker wielkos$ci
DNA pUC Mix Marker 8 (Fermentas), 250ng;
1.-4., 9-.12., 21.-24 oraz 29-32.: startery opisane
przez Kelly i wsp. (18). Diugo$¢ produktu: 226 par
zasad; 5.-8., 13.-16., 25.-28. oraz 33.-36.: startery
wg projektu wlasnego. Diugos¢ produktu: 108 par
zasad; 17.-19.: kontrola negatywna.

okreslono na 200nM, co byto zgodne z danymi litera-
turowymi (rycina 2). Zblizone rezultaty uzyskano przy
stezeniach sondy wynoszacych 100, 150 oraz 200nM.
Ze wzgledu na pozniejsze wykorzystanie techniki
multipleksowego real- time RT-PCR zdecydowano si¢
na wybor mozliwie najnizszego stezenia sondy, w tym
przypadku wynoszacego 100nM.

Podczas optymalizacji reakcji multipleksowe;j
nie wykazano réznicy w wartosciach Ct dla HCV
w obecnosci i przy braku starterow i sondy do kon-
troli endogennej GAPDH (test T-studenta, p=0,423).
Wyniki przedstawiono na rycinie 3. Réwniez analiza
mieszaniny reakcyjnej w 1,5% zelu agarozowym nie
wykazata obecnos$ci nieswoistych produktow reakeji,
co $wiadczy o zachowanej specyficznosci reakceji (nie
pokazano na rycinie).

Przy ocenie czutosci metody, wynik dodatni uzyska-
no w probkach obejmujacych 107-102 kopii RNA HCV
(w trzech powtdrzeniach). Wynik ujemny uzyskano
dla probek zawierajacych 10! kopii RNA HCV oraz
w probkach nie zawierajacych RNA HCV. Wszystkie
probki panelu QCMD 2009 Hepatitis C virus RNA
EQA Programme daly wynik dodatni. Liczba jednostek
HCV w probkach panelu kontrolnego wynosita od 540
do 9200 IU/ml. Wynik ujemny uzyskano w probce za-
wierajacej surowice pozbawiong RNA HCV (réwniez
nalezacg do panelu kontrolnego QCMD).

Fig. 2 A. Dissociation curve of rRT-PCR GAPDH product.
Highest fluorescence level (black arrow) was obta-
ined at the concentration of 150nM of both primers.
Melting temperature (Tm) calculated for rRT-PCR
product was 83,1°C and stay in accordance with
published data. White arrow indicates dissociation
curve for GAPDH rRT-PCR product if primers
designed by authors were used (lower fluorescence
level is observed).

B. Electrophoreogram of GAPDH rRT-PCR product.
Optimal results were obtained at the concentration
of 150nM for both primers (indicated by an arrow).
Samples 20 and 37: pUC Mix Marker 8 DNA size
marker (Fermentas), 250ng; 1.-4., 9-.12., 21.-24
and 29-32.: primer pair according to Kelly and al.
(18). Product length: 226 base pairs; 5.-8., 13.-16.,
25.-28. and 33.-36.: authors’ designed primers.
Product length: 108 base pair; 17.-19.: negative
control.
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Ryc.3  Krzywe amplifikacji dla reakcji rRT-PCR HCV bez dodatku starterow i sondy dla kontroli endogennej (nr 1) oraz
po dodaniu starterow i sondy dla kontroli endogenne;j (nr 2). Nie wykazano spadku czuto$ci reakcji
Fig.3  Amplification curves for rRT-PCR HCV without (No 1) or with (No 2) addition of endogenous control primers

and probe. No decrease of reaction sensitivity was observed

DYSKUSJA

W chwili obecnej opisano kilka technik NAT wyko-
rzystywanych do wykrywania patogenéw w probkach
klinicznych (15, 20). W przypadku wirusa zapalenia wa-
troby typu C dostepne sa zarowno ilo$ciowe, jak i jako-
sciowe testy komercyjne, przeznaczone do diagnostyki
in vitro. Sa to np. Abbott RealTime HCV test (Abbott
Molecular Inc.), Cobas TagMan HCV test oraz Cobas
Monitor Amplicor HCV 2.0 (Roche Molecular Systems
Inc., USA), HCV SuperQuant (National Genetic Insti-
tute, USA), Versant HCV RNA (Siemens Healthcare
Diagnostics Inc.). Metody te stanowig zazwyczaj tzw.
systemy zamknigte, co uniemozliwia popetnienie bteg-
dow i gwarantuje wysoka jako$¢ analizy, lecz z drugiej
strony wymaga zakupu okreslonego sprzetu i odczyn-
nikow, co nie zawsze jest mozliwe do zrealizowania
w przypadku niewielkich laboratoriéw oraz jednostek
niewykonujacych prac o charakterze diagnostycznym.
Ponadto w czesci testow komercyjnych wykorzystywa-
ne sg ptytki 96-dotkowe, stad analiza mniejszej liczby
probek wigze si¢ ze stratami odczynnikow i materiatow.

Oprocz systemoéw komercyjnych w literaturze
opisywane s3 wlasne opracowania réznych zespotow
badawczych, ktore pozwalajg na wykrycie HCV w prob-

kach klinicznych technikami NAT (10, 11, 12, 21).
System kontroli jako$ci badan laboratoryjnych Quality
Control for Molecular Diagnostics (QCMD) ma na
celu okresowg walidacje skutecznosci metod opartych
na wykrywaniu kwaséw nukleinowych stosowanych
w laboratoriach analitycznych. W programie Hepatitis
C virus RNA EQA 2009 jako jeden z typow testow
dopuszcza si¢ tzw. metodg ,,in-house”. Publikowane sg
réwniez prace, ktore maja na celu wprowadzenie stan-
daryzowanych probek referencyjnych dla laboratoriow
stosujacych technike real-time PCR w wykrywaniu
HCYV technikami ,,in-house” (22).

Autorzy opracowania do wstepnej optymalizacji
warunkow real-time RT-PCR zastosowali odczynnik
zawierajacy fluorescencyjny barwnik SYBR Green.
Przy stosowaniu interkalatorow uzyskane krzywe am-
plifikacji nalezy zawsze dodatkowo zweryfikowa¢ na
podstawie tzw. krzywej topnienia (ang. melting curve)
produktu PCR. Temperatura topnienia jest charakte-
rystyczna dla konkretnego amplimeru i zastosowa-
nych warunkoéw reakcji; w probkach zawierajacych
poszukiwany gen powinny by¢ uzyskane jednakowe
wartosci (patrz ryciny 2, 4). Barwnikow interkalujacych
zazwyczaj nie stosuje si¢ do wykrywania patogenow
w probkach klinicznych, natomiast sg one nieocenione
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na etapie doboru optymalnych warunkéw PCR. Dodat-
kowo, po zakonczeniu reakcji rRT-PCR mozna produkty
analizowac¢ na drodze elektroforezy zelowej, co rowniez
jest potwierdzeniem swoisto$ci (patrz ryciny 3, 5).

Przechowywanie probek w nicodpowiednich
warunkach lub pobranie materiatu do niewlasciwego
pojemnika, np. zawierajagcego heparyng jako antyko-
agulant, stwarza ryzyko otrzymania fatszywie ujemnego
wyniku. Jak wykazano, heparyna uzywana czesto jako
zwiazek zapobiegajacy wykrzepianiu krwi jest silnym
inhibitorem reakcji PCR w probkach (23). Rowniez nie-
wlasciwe przechowywanie, a w szczegolnosci powtdrne
zamrozenie wczesniej rozmrozonej probki powoduje
degradacje RNA, a jezeli dotyczy probki krwi petnej -
prowadzi do hemolizy erytrocytow i uwolnienia hemu
- innego silnego inhibitora PCR (8, 24). Z tego powodu
reakcja tancuchowa polimerazy, cho¢ bardzo czuta, jest
rownoczesnie obcigzona ryzykiem zwigzanym z obec-
noscig inhibitorow. Dlatego konieczne jest stosowanie
kontroli endogennej reakcji - amplifikacji genu, ktory
ma charakter konstytutywny i powinien ulega¢ ekspresji
w kazdej analizowanej probce (np. gen beta-aktyny, gen
dehydrogenazy 3-fosforanu gliceraldehydu (GAPDH),
gen alfa-tubuliny itp.). Brak produktu PCR dla takiej
kontroli kwestionuje wiarygodnos¢ uzyskanego wy-
niku, bo $wiadczy o mozliwej obecnosci inhibitoréw
reakcji lub o btedzie popetnionym w procedurze. Stan-
dardowo (10, 25), detekcja wirusa zapalenia watroby
typu C prowadzona jest w probkach surowicy krwi
pacjenta. Tego typu probki kliniczne pozbawione sa
komorek jadrzastych, stad czgsto nie wystepuje w nich
dostateczna ilo$¢ komorkowego RNA do syntezy genu
kontroli endogennej (np. GAPDH). W takim przypadku
mozliwe jest dodanie egzogennej matrycy do probek na
etapie ekstrakcji kwasow nukleinowych.

Optymalizowana przez nas metoda wykrywania
wirusa zapalenia watroby typu C wykazuje préog czu-
losci na poziomie ok. 100 kopii HCV w badanej probce
o objetosci 25ul. W rzeczywistosci czutos¢ metody
zaleze¢ bedzie od wielu zmiennych, a szczegolnie od
ilo$ci surowicy pacjenta uzytej do ekstrakcji RNA,
od objetosci reakcji RT-PCR oraz od ilo$ci matrycy
(RNA)uzytej do RT-PCR. Poniewaz probki pochodzace
z panelu QCMD z definicji nie mogg by¢ stosowane
jako referencyjne, a ich miano wirusa HCV podane
jest w formie jednostek, a nie liczby kopii (IU/ml),
konieczna jest dalsza walidacja czutosci na podstawie
odpowiednich standardéw ilo§ciowych HCV, np. Opti-
Quant HCV RNA (Acrometrix). Wydaje si¢ jednak, ze
uzyskanie dodatniego wyniku we wszystkich probkach
z panelu QCMD $wiadczy o osiggnieciu istotnego kli-
nicznie zakresu czuto$ci i metoda moze mie¢ zastoso-
wanie do okresowej, wewnatrzlaboratoryjnej kontroli
jakosci analiz.

Sekwencje starterow oraz sondy molekularne;j
specyficznych dla HCV moga by¢ udostepnione na
zyczenie.

WNIOSKI

Autorzy demonstrujg wlasng technik¢ wykrywania
genomu wirusa zapalenia watroby typu C poprzez RT-
-rPCR z zastosowaniem barwnikow fluorescencyjnych,
ktora stanowi alternatywg wobec dostepnych iloscio-
wych systemow komercyjnych real-time PCR. Mozliwe
jest przeprowadzenie analizy na obecno$¢ genomu
HCV i jednoczesne zastosowanie kontroli endogenne;j
w jednej probcee (reakcji multipleksowej). Opracowana
metoda moze mie¢ zastosowanie w wewnatrzlaborato-
ryjnej ocenie jakosci badan w odniesieniu do wykry-
wania wirusa zapalenia watroby typu C technikami
NAT. Opisana technika pozwala na szybkie uzyskanie
wyniku, przy czym stosunkowo tatwe jest zwiekszenie
liczby analiz. Wydaje si¢ wiec, ze jej powszechne zasto-
sowanie usprawnitoby znacznie wykrywalnos$¢ nosicieli
HCYV, szczegodlnie przy badaniach przesiewowych. Na-
lezy tez zwrdci¢ uwage, ze istnieje mozliwo$¢ dalszego
rozwinigcia real time PCR do metody ilosciowe;j, ktora
pozwalataby na ocene liczby kopii HCV w surowicy
nosicieli. Oczywiscie znacznie zwickszyloby to jej
przydatno$¢ np. do monitorowania skuteczno$ci terapii
antywirusowej lub do celow epidemiologicznych.
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