
Genomska tipizacija izolatov virusa hepatitisa C v Sloveniji

Genotyping of hepatitis C virus isolates in Slovenia

Katja Seme1, Mario Poljak2, Branka ^elan-Lucu3, Gorazd Le{ni~ar4, Vladimir
Brinovec5, Mojca Mati~i~6, Jelka Megli~-Volkar7, Sa{a @u`ek-Re{ek8, Sre~ko
[tepec9, Zvonko Baklan10, Du{an Andolj{ek11, Majda Benedik-Dolni~ar12, Peter
Dov~13, Sre~ko Koren14

MED RAZGL 1997; 36: 345–362

345

Klju~ne besede
hepatitis C virus
genotip
Slovenija

Izvle~ek. Opredelitev genotipa virusa hepatiti-
sa C (HCV) je pomembna v raziskovanju epide-
miologije oku`be s tem virusom oz. za natan~no
spremljanje ter razjasnitev na~ina prenosa in {ir-
jenja oku`be. Zaradi spremenljivosti genoma in
neenakomerne zemljepisne porazdelitve genoti-
pov HCV je treba pred za~etkom kakr{nekoli epi-
demiolo{ke raziskave v vsaki dr`avi preveriti u~in-
kovitost razli~nih tipizacijskih metod s pilotsko ra-
ziskavo in ob tem ugotoviti tudi okvirno prisotnost
in dele` posameznih genotipov HCV. S primerjal-
no raziskavo, ki smo jo izvedli na 40 izolatih RNA
HCV iz Slovenije, smo primerjali u~inkovitost {ti-
rih posrednih metod genomske tipizacije in ugo-
tovili, da s posameznimi metodami ni mogo~e do-
kon~no opredeliti vseh genotipov oz. podtipov HCV,
prisotnih v Sloveniji. Izkazalo se je, da je v na{em
prostoru najbolj primerna metoda genomske tipi-
zacije reverzni dot-blot s tipsko specifi~nimi
DNA-lovkami za 5' nekodirajo~i del genoma HCV.
Z izbrano strategijo genomske tipizacije smo na-
to dolo~ili genotip/podtip HCV pri 226 slovenskih
bolnikih, ki so se oku`ili s HCV na razli~ne na~i-
ne oz. so pripadali razli~nim epidemiolo{kim sku-
pinam. Razporeditev genotipov HCV se v Slove-
niji razlikuje med posameznimi epidemiolo{kimi
skupinami bolnikov. Rezultati raziskave ka`ejo
na povezavo med posameznimi genotipi HCV in
dolo~enimi na~ini prenosa virusa.
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Abstract. Genotyping of hepatitis C virus (HCV)
isolates is of particular interest for epidemiolo-
gy. Because of extreme genome variability of
HCV genome, each genotyping method should
be evaluated in local setting before being intro-
duced as a routine diagnostic procedure or a tool
for large-scale epidemiological studies. This
comparative study of four most widely used HCV
genotyping assays, employed on 40 HCV isolates
in Slovenia, showed that none of them was real-
ly suitable for genotyping Slovenian HCV isolates.
Thanks to its satisfactory sensitivity, specificity
and simplicity, the line probe assay was found to
be the most appropriate tool for both routine
and large-scale epidemiological studies. Using
this assay the prevalence of HCV genotypes in
Slovenia was studied on 226 individuals infect-
ed with HCV. Significant differences in HCV
genotype distribution observed between epi-
demiological groups in Slovenia indicate a close
relationship between individual HCV genotypes
and certain routes of viral transmission.
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Uvod

Virus hepatitisa C (HCV), majhen RNA-virus, ki ga uvr{~amo v samostojen rod dru`ine

Flaviviridae (1), je najpogostej{i povzro~itelj parenteralno prenesenega ne-A, ne-B he-

patitisa (2). Akutna oku`ba najve~krat poteka brez simptomov, vendar se bolezen v ve~

kot polovici primerov nadaljuje v aktivno kroni~no vnetje jeter in od tega v pribli`no 20 %

primerov v jetrno cirozo (3). Rezultati {tevilnih raziskav ka`ejo, da je HCV pomemben

etiolo{ki dejavnik v razvoju jetrnoceli~nega karcinoma (4, 5). Virus se prena{a predvsem

s krvjo in krvnimi pripravki. Drugi mo`ni na~ini prenosa so {e perinatalni ter spolni oz. pre-

nos s tesnimi stiki v dru`ini. Oku`bi s HCV so najbolj izpostavljeni intravenski u`ivalci drog,

bolniki s hemofilijo, bolniki, ki so ve~krat prejeli transfuzijo krvi, in hemodializni bolniki (6).

Na osnovi skladnosti nukleotidnih zaporedij je mogo~e razli~ne izolate genoma HCV raz-

vrstiti v ve~ genotipov, med katerimi so nekateri zemljepisno omejeni, drugi pa se po-

javljajo na razli~nih zemljepisnih podro~jih (7, 8). Pet neodvisnih raziskovalnih skupin je

v preteklih {tirih letih predlagalo razli~ne razvrstitve in poimenovanja genotipov HCV, ki

si jih v zadnjem ~asu prizadevajo poenotiti. Leta 1994 je skupina 46 raziskovalcev ob-

javila predlog enotne klasifikacije izolatov HCV in natan~ne kriterije za razvr{~anje izo-

latov v genotipe in podtipe (tabela 1) (9).

Omenjeno klasifikacijo je ̀ e sprejela ve~ina raziskovalnih skupin, ki se ukvarjajo s HCV.

Tako danes poznamo najmanj 6 genotipov, ki jih ozna~ujemo z arabskimi {tevilkami, v pri-

meru podtipov pa je {tevilki dodana {e mala ~rka. Kriterij za razvrstitev izolata HCV v nov

genotip je najmanj 28–32 % neskladnost njegovega nukleotidnega zaporedja s predstav-

niki ̀ e obstoje~ih genotipov ter za podtip znotraj genotipa 14–25 % neskladnost s pred-

stavniki `e obstoje~ih podtipov, pri ~emer se upo{tevajo primerjave nukleotidnih zapo-

redij podro~ij genoma, ki nosijo zapis za beljakovino virusne ovojnice ter za ~etrto in pe-

to nestrukturno virusno beljakovino (7, 9).

Tabela 1. Pregled in primerjava petih razli~nih sistemov razvr{~anja genotipov HCV ter predlagano enot-
no poimenovanje. nr – nerazvr{~en; Ch – Houghton in sod. (20) in Cha in sod. (19); Si – Chan in sod. (17)
in Simmonds in sod. (14); En – Enomoto in sod. (11); Ok – Okamoto in sod. (16) in Mori in sod. (18); Ts –
Tsukiyama-Kohara in sod. (21).

Izolat HCV Viri Predlagano ime Ch Si En Ok Ts

HCV-1, H 10, 11 1a I 1a K-PT I nr

HCV-J, HCV-BK 12, 13 1b II 1b K-I II I

EG-28 14 1c nr nr nr nr nr

HC-J6 15 2a III 2a K-2a III II

HC-J8 16 2b III 2b K-2b IV II

TO983, ARG6 1 2c III nr nr nr nr

E-b1, Ta 17, 18 3a IV 3 nr V nr

Tb 18 3b IV nr nr VI nr

EG-16, 29, 33 13 4a nr 4 nr nr nr

SA1-11, SA3, 4 19 5a V nr nr nr nr

HK1-4, HK2 14, 19 6a nr nr nr nr nr
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Primerjave nukleotidnih zaporedij genoma razli~nih izolatov HCV ka`ejo, da so v viru-

snem genomu podro~ja z razli~no stopnjo spremenljivosti. Najbolj spremenljiva so po-

dro~ja, ki kodirajo strukturne beljakovine virusne ovojnice (E1 in E2), najbolj stabilno po-

dro~je genoma HCV pa je 5' nekodirajo~e podro~je, veliko pribli`no 340 baznih parov (bp),

ki ima pomembno vlogo v uravnavanju podvojevanja in prevajanja virusne RNA (7). Ne-

davne raziskave so pokazale, da je razlike med posameznimi genotipi in podtipi mogo-

~e ugotoviti z analizo nukleotidnega zaporedja znotraj vsakega podro~ja genoma HCV,

ne glede na stopnjo spremenljivosti dolo~enega podro~ja (22).

Metode genomske tipizacije – genotipizacijske metode

Ker poznamo samo genom virusa, je mogo~e v epidemiolo{kih raziskavah posamez-

ne virusne izolate opredeliti le z metodami molekularne virologije. Metodologija mole-

kularne opredelitve tipov HCV ali genotipizacije ni niti enotna niti standardizirana. Kot

»zlati« genotipizacijski standard je zaenkrat sprejeta le neposredna metoda dolo~anja

nukleotidnega zaporedja ali sekven~na analiza (7, 9, 22). Rezultati nedavnih raziskav

so pokazali, da je za razvr{~anje izolatov HCV najprimernej{e dolo~anje nukleotidne-

ga zaporedja podro~ja, ki nosi zapis za peto nestrukturno virusno beljakovino (NS5),

ali podro~ja, ki nosi zapis za prvo beljakovino virusne ovojnice (E1) (22, 23). S primer-

javo nukleotidnih zaporedij enega ali drugega podro~ja je namre~ mogo~e zelo natan~no

razlikovati vse do sedaj znane tipe in podtipe HCV. Poleg tega so za ve~ino izolatov HCV

v genskih bankah zbrana ravno nukleotidna zaporedja teh dveh odsekov genoma HCV

in je tako razvr{~anje novih izolatov najla`je, ~e poznamo nukleotidno zaporedje podro-

~ij NS5 ali E1 (22). V zadnjem ~asu se nukleotidno zaporedje dolo~enega izolata naj-

ve~krat dolo~a po predhodnem pomno`evanju izbranega odseka genoma HCV z ve-

ri`no reakcijo s polimerazo (PCR, angl. polymerase chain reaction) tako, da bi se izog-

nili zahtevnemu in dolgotrajnemu molekularnemu kloniranju (23, 24). Ker je za podro~-

je NS5 ugotovljena ve~ kot 85 % skladnost nukleotidnih zaporedij razli~nih izolatov HCV,

za podro~je E1 pa samo ve~ kot 70 %, je verjetnost uspe{nega pomno`evanja odseka

NS5 razli~nih virusnih izolatov ve~ja kot za pomno`evanje podro~ja E1 (25). Na `alost

je dolo~anje nukleotidnih zaporedij izolatov virusnega genoma tehni~no zelo zahtevna

in draga metoda in tako prakti~no neuporabna za analizo ve~jega {tevila vzorcev. Zato

ve~ina raziskovalcev za molekularno opredelitev tipov HCV uporablja ve~ razli~nih po-

srednih molekularnih metod (26–34).

Ve~ina posrednih genotipizacijskih metod temelji na pomno`evanju dolo~enega odse-

ka virusnega genoma s PCR (26–30). Tak{na genotipizacija HCV je mogo~a `e s sa-

mim pomno`evanjem, ~e se za ta namen uporabljajo tipsko specifi~ni za~etni oligonu-

kleotidi, ki selektivno pomno`ujejo razli~ne genotipe. Tipsko specifi~ni za~etni oligonu-

kleotidi morajo biti izbrani tako, da so komplementarni samo tistim delom izbranega po-

dro~ja virusnega genoma, kjer so nukleotidna zaporedja zna~ilna samo za dolo~en ge-

notip oz. podtip HCV (35). Vendar je ve~ina posrednih genotipizacijskih metod zasno-

vana tako, da pomno`evanje dolo~enega podro~ja genoma HCV poteka z za~etnimi oli-

gonukleotidi, ki so komplementarni najbolj ohranjenim delom izbranega podro~ja, tako

da z njimi lahko pomno`imo ve~ino izolatov oz. razli~nih genotipov HCV. Podro~je med
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obema za~etnima oligonukleotidoma pa mora vsebovati nukleotidna zaporedja, ki se razli-

kujejo med posameznimi virusnimi tipi oz. podtipi in jih po kon~anem pomno`evanju najve~-

krat odkrivamo z analizo pridelkov PCR s tipsko specifi~nimi DNA-lovkami ali z metodo

dolo~anja polimorfizma dol`ine restrikcijskih odsekov (RFLP, angl. restriction fragment

length polymorphism) po cepitvi pridelka PCR z restrikcijskimi endonukleazami (31–34).

Tipsko specifi~ne DNA-lovke morajo biti izbrane tako, da v procesu hibridizacije najdejo

skladno zaporedje pomno`enega dela genoma, ki je zna~ilno samo za posamezni tip

oz. podtip HCV. Za tipizacijo HCV so neradioaktivno ozna~ene tipsko specifi~ne DNA-lov-

ke najve~krat vezane na nitrocelulozne membrane (t. i. reverzni dot-blot) ali na dno vdol-

binic mikrotitracijske plo{~ice (t. i. encimsko oligonukleotidni test), kamor dodajamo pri-

delke PCR, ki jih `elimo tipizirati (35).

Tipizacijo z metodo RFLP izvajamo tako, da pridelek PCR izpostavimo za dolo~en ~as

delovanju ustreznih restrikcijskih endonukleaz – encimov, ki re`ejo dvojnovija~no DNA

na mestu to~no dolo~enega nukleotidnega zaporedja. Restrikcijske endonukleaze raz-

re`ejo pridelke PCR v odvisnosti od nukleotidnega zaporedja pridelka na dolo~eno {te-

vilo razli~no velikih delcev, kar imenujemo vzorec razgradnje. Za tipizacijo HCV mora-

jo biti restrikcijske endonukleaze izbrane tako, da je za vsak genotip oz. podtip zna~i-

len druga~en vzorec razgradnje (31, 32, 35).

Ker so razlike v nukleotidnem zaporedju med posameznimi genotipi HCV prisotne zno-

traj vsakega podro~ja genoma HCV, je tudi genotipizacija teoreti~no mogo~a na vseh

podro~jih virusnega genoma (22). Med posrednimi genotipizacijskimi metodami so se

najbolj uveljavile tiste, ki temeljijo na razlikah v nukleotidnem zaporedju posameznih ge-

notipov na podro~ju 5' nekodirajo~ega dela genoma HCV, in na podro~ju, ki kodira nu-

kleokapsidno beljakovino sredice virusnega genoma, medtem ko so manj uveljavljene

tiste genotipizacijske metode, ki temeljijo na razlikah v nukleotidnih zaporedjih tistih po-

dro~ij genoma, ki kodirajo nestrukturne virusne beljakovine (NS5, NS4, NS3). Genoti-

pizacija na najbolj ohranjenem 5' nekodirajo~em delu genoma HCV je sicer najbolj ob-

~utljiva, vendar na ̀ alost slab{e specifi~na (7). Razlike v nukleotidnem zaporedju na tem

podro~ju virusnega genoma so namre~ med razli~nimi izolati HCV malo{tevilne. Zato

je mogo~e s posrednimi genotipizacijskimi metodami lo~evati le glavne genotipe, ne pa

tudi vseh podtipov HCV. Nasprotno je genotipizacija na manj ohranjenih podro~jih viru-

snega genoma (podro~je, ki kodira kapsidno beljakovino, in podro~ja, ki kodirajo nestruk-

turne virusne beljakovine) manj ob~utljiva, saj je zaradi {tevilnih razlik v nukleotidnih za-

poredjih med posameznimi izolati HCV te`ko izbrati za~etne oligonukleotide, s kateri-

mi bi lahko pomno`ili vse virusne izolate. Specifi~nost genotipizacijskih metod na teh

podro~jih genoma HCV je zaradi omenjenih razlik med posameznimi izolati virusnega

genoma lahko zelo visoka (7). Pri vrednotenju razli~nih genotipizacijskih metod je treba

poleg ob~utljivosti in specifi~nosti upo{tevati tudi zahtevnost postopka, trajanje izved-

be in natan~nost vrednotenja rezultatov, ki jo dolo~ena metoda oz. protokol omogo~a.

Pregled najpomembnej{ih genotipizacijskih metod HCV, ki temeljijo na PCR, pregled

podro~ij genoma HCV, na katerih delujejo posamezne metode, in genotipov, ki jih s po-

sameznimi metodami lahko dolo~imo, je podan v tabeli 2 (11, 26–34, 36, 37).
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Tabela 2. Pregled najpomembnej{ih genotipizacijskih metod HCV, ki temeljijo na veri`ni reakciji s polime-
razo (PCR), pregled podro~ij genoma HCV, na katerih delujejo posamezne metode, in genotipov, ki jih s po-
sameznimi metodami lahko dolo~imo. C – podro~je genoma, ki nosi zapis za beljakovino virusne sredice;
5'NCR – 5' nekodirajo~e podro~je; NS5 – podro~je genoma HCV, ki nosi zapis za peto nestrukturno virusno
beljakovino; RFLP – metoda dolo~anja polimorfizma dol`ine restrikcijskih odsekov.

Metoda Podro~je genoma Genotipi Viri

PCR s tipsko specifi~nimi C 1a, 1b, 2a, 2b, 3a 26–28
za~etnimi oligonukleotidi NS5 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b 29, 30

RFLP 5'NCR 1, 2a, 2b, 3, 4, 5, 6 31

5'NCR 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b, 4, 5, 6 32

NS5 1, 2a, 2b 33

Tipsko specifi~ne 5'NCR 1a, 1b, 2a/2c, 2b, 3, 4, 5, 6 34
DNA-lovke C 1a, 1b, 2, 2a, 2b, 3a 36

5'NCR + C 1a, 1b, 1c, 1d, 1f, 1e, 2a, 2b, 37
2c, 3a, 4, 5, 6, 7a, 7b, 7c, 9a

NS5 1a, 1b, 2a, 2b 11

Dolo~enih genotipov oz. podtipov HCV, zlasti tistih, ki so poznani {ele kratek ~as in/ali

so bolj zemljepisno omejeni, ni mogo~e opredeliti z vsemi do sedaj razvitimi genotipi-

zacijskimi metodami, ampak le s posameznimi metodami oz. le z dolo~anjem nukleo-

tidnega zaporedja osamljenega virusnega genoma. Zaradi spremenljivosti genoma in

neenakomerne zemljepisne porazdelitve genotipov HCV po mnenju ve~ine avtorjev ni

mogo~e uporabljati enotne genotipizacijske metode v vseh de`elah (7, 38, 39). Zato je

treba pred za~etkom kakr{nekoli epidemiolo{ke raziskave v vsaki dr`avi s pilotsko ra-

ziskavo preveriti u~inkovitost razli~nih tipizacijskih metod in ugotoviti prisotnost in dele`

posameznih genotipov HCV ter {ele nato nadaljevati z na~rtovanim delom (7). Z upo-

rabo razli~nih tipizacijskih metod je dose`ena ve~ja zanesljivost opredeljevanja geno-

tipov HCV in omogo~eno odkrivanje morebitnega pojava rekombinacije med razli~nimi

genotipi (7).

Zemljepisna razporeditev genotipov HCV

Ve~ina raziskovalcev ugotavlja genotipsko razli~nost izolatov HCV v neki dr`avi najprej

v skupini bolnikov s kroni~nim hepatitisom C. Domnevajo namre~, da je bila ve~ina bol-

nikov s kroni~nim hepatitisom C oku`ena v preteklosti z enkratnimi transfuzijami ali z dru-

go enkratno parenteralno izpostavitvijo oku`eni krvi in naj bi pri teh bolnikih {lo za dom-

nevno sporadi~no in ne epidemi~no {irjenje oku`be (7, 8, 40, 41).

Dosedanje raziskave ka`ejo, da se pri bolnikih s kroni~nim hepatitisom C in krvodajal-

cih v zahodni Evropi in ZDA povsod pojavljajo genotipi 1a, 1b, 2a, 2b in 3a, razlike so

le v dele`u oku`b s posameznim tipom. V ZDA je najbolj raz{irjen tip 1a. V vzhodni in

ju`ni Evropi prevladuje oku`ba s tipom 1b, medtem ko je na zahodu in severu bolj raz-

{irjen tip 1a. Na srednjem vzhodu, v Egiptu in centralni Afriki prevladuje genotip 4, v ju`-

ni Afriki pa genotip 5. Na Japonskem, v Tajvanu in delu Kitajske prevladujejo genotipi
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1b, 2a in 2b. Z genotipom 1a so na Japonskem oku`eni le bolniki s hemofilijo, ki so pre-

jemali krvne pripravke iz ZDA. Genotip 3 prevladuje na Tajskem, medtem ko je drugje

na Daljnem vzhodu izjemno redek. Genotip 6 so odkrili le v Hong Kongu, genotipe 7–9

pa na Tajskem in v Vietnamu (7, 8, 42, 43).

Pomen genotipizacije HCV

Dolo~anje genotipa HCV je nepogre{ljivo v epidemiolo{kih raziskavah oku`be s tem vi-

rusom, poleg tega ima pomembno vlogo pri raziskovanju virulentnosti HCV, ugotavlja-

nju vzrokov razli~nega uspeha zdravljenja oku`be s protivirusnimi sredstvi ter pri iska-

nju vzrokov razlik v serolo{kih profilih oku`enih posameznikov, dolo~enih z imunoblot

testi (7, 8, 44–46).

Opredelitev genotipa HCV je pomembna za natan~no spremljanje ter razjasnitev na~i-

na prenosa in {irjenja oku`be s tem virusom, {e zlasti v dolo~enih skupinah in pri ose-

bah, oku`enih z genotipi, za katere je zna~ilna zemljepisna omejenost (7, 8, 46). Na-

tan~na genomska tipizacija izolatov HCV pri vseh oku`enih je nujna za dokaz vertikal-

nega in spolnega prenosa ali prenosa znotraj dru`ine. Prav tako je genotipizacija HCV

nepogre{ljiva pri iskanju vzrokov epidemij oku`be (npr. v skupinah z velikim tveganjem

oku`be, kot so bolniki na hemodializi, ali pri bolnikih, ki so se oku`ili z oku`enimi imu-

noglobulini) (47, 48). Dolo~itev genotipa je lahko pomembna tudi pri ugotavljanju na~i-

na oku`be s HCV, saj so mnoge raziskovalne skupine v svojih epidemiolo{kih raziska-

vah na{le povezavo med genotipom HCV in na~inom oku`be (transfuzija krvi ali krvnih

pripravkov, intravensko u`ivanje drog) (41, 49–51).

[tevilne raziskovalne skupine si v zadnjem ~asu prizadevajo odgovoriti na vpra{anje,

ali sta odziv bolnikov, oku`enih s HCV, na zdravljenje z interferonom in potek bolezni

odvisna od genotipa HCV (17, 52, 53). Rezultati ve~ine dosedanjih raziskav namre~ ka-

`ejo, da je oku`ba z genotipom 1b povezana s te`jo klini~no sliko kroni~nega hepatiti-

sa in slab{im odgovorom na protivirusno zdravljenje. Zato naj bi bila opredelitev geno-

tipa HCV v kombinaciji z dolo~anjem koli~ine virusnega genoma v serumu bolnikov s kro-

ni~nim hepatitisom C tudi ena klju~nih preiskav pred odlo~itvijo o zdravljenju z interfe-

ronom (7, 17, 53). Nekateri raziskovalci te domneve niso potrdili (52, 54). Dobljene raz-

like utemeljujejo predvsem s posebnostmi posameznih populacij (54). Mnogi razisko-

valci so ugotovili, da ima ve~ina bolnikov, oku`enih z genotipom 1 (podtip 1a ali 1b), hu-

do okvaro jeter, in da je oku`ba s podtipom 1b povezana z agresivnim potekom bolez-

ni, medtem ko je med bolniki, oku`enimi z drugimi genotipi, le manj{i del tak{nih s huj-

{o prizadetostjo jeter. Prav tako so ugotovili, da je pri bolnikih z dekompenzirano jetrno

boleznijo, ki zahteva presaditev, pogostej{a oku`ba z genotipom 1b kot z drugimi ge-

notipi HCV (44). Oku`ba s tem genotipom je pogostej{a tudi pri jetrnoceli~nem karci-

nomu, povezanem s HCV (44).

Pri ugotavljanju vzrokov nezadostne u~inkovitosti dolo~enih serolo{kih testov, ki so na vo-

ljo v posredni diagnostiki oku`be s HCV, so nedavno ugotovili razlike v reaktivnosti proti-

teles oseb, oku`enih z razli~nimi genotipi HCV, z rekombinantnimi virusnimi beljakovi-

nami, vklju~enimi v diagnosti~ne teste. Vse rekombinantne beljakovine v diagnosti~nih
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serolo{kih kompletih so namre~ pripravljene na osnovi poznavanja nukleotidnega za-

poredja prvega izolata HCV, ki ga danes uvr{~amo v genotip 1a. Najbolj o~itna razlika

je znatno manj{a reaktivnost protiteles bolnikov, oku`enih z genotipoma 2b in 3a, z be-

ljakovinama 5–1–1 in C100–3 v primerjavi z bolniki, oku`enimi z genotipoma 1a in 1b.

Ker je prva generacija serolo{kih diagnosti~nih testov za ugotavljanje oku`be s HCV te-

meljila ravno na teh dveh rekombinantnih virusnih beljakovinah, rezultati omenjenih ra-

ziskav pomenijo tudi novo mo`no razlago velikega {tevila la`nonegativnih rezultatov pr-

ve generacije serolo{kih testov (44, 46).

Genotipi HCV v Sloveniji

V Sloveniji je bila v {tevilnih raziskavah, opravljenih v preteklih {estih letih, ugotovljena

preku`enost s HCV in natan~no opredeljene skupine bolnikov in oseb z velikim tvega-

njem oku`be s tem virusom, medtem ko ni bilo ni~esar znanega o zastopanosti in raz-

poreditvi genotipov HCV (55–66).

V prvem delu raziskave smo tako najprej primerjali uporabnost in u~inkovitost {tirih razli~-

nih posrednih metod za genotipizacijo HCV. S tem smo `eleli izbrati metodo oz. kombi-

nacijo metod, ki bi bila najbolj primerna za raziskave genomske raznolikosti slovenskih

izolatov HCV, in ugotoviti tudi okvirno prisotnost in dele` posameznih genotipov HCV v Slo-

veniji. Primerjalno analizo smo izvedli na 40 serumskih vzorcih 22 bolnikov s kroni~nim

hepatitisom C, 10 intravenskih u`ivalcev drog in 8 bolnikov na hemodializi, izbranih iz zbir-

ke serumov Laboratorija za molekularno mikrobiologijo in diagnostiko aidsa In{tituta za

mikrobiologijo in imunologijo v Ljubljani. V vseh serumskih vzorcih je bila predhodno ugo-

tovljena prisotnost RNA HCV. Uporabili smo naslednje {tiri tipizacijske metode:

– reverzni dot-blot s tipsko specifi~nimi DNA-lovkami za 5' nekodirajo~i del genoma HCV,

– encimsko razgradnjo pomno`enega odseka 5' nekodirajo~ega dela genoma HCV,

– PCR s tipsko specifi~nimi za~etnimi oligonukleotidi za podro~je genoma HCV, ki no-

si zapis za beljakovino virusne sredice, in

– encimsko oligonukleotidni test s tipsko specifi~nimi DNA-lovkami za podro~je geno-

ma HCV, ki nosi zapis za beljakovino virusne sredice (67).

V primeru razlik v rezultatih razli~nih metod smo kot referen~no metodo za opredelitev

genotipa oz. podtipa HCV izbrali dolo~anje nukleotidnega zaporedja 222 bp velikega od-

seka podro~ja NS5 genoma HCV (67, 68, 69).

Z obema genotipizacijskima metodama, ki sta temeljili na PCR in ugotavljanju za ge-

notipe in podtipe HCV zna~ilnih razlik v nukleotidnem zaporedju najbolj ohranjenega 5'

nekodirajo~ega dela genoma HCV, smo uspeli pomno`iti ustrezen del virusnega geno-

ma iz vseh serumskih vzorcev, vklju~enih v raziskavo, medtem ko smo z metodama, ki

sta delovali na bolj spremenljivem podro~ju genoma HCV, ki nosi zapis za beljakovino

virusne sredice, uspeli pomno`iti ustrezen del RNA HCV le iz 95 % serumskih vzorcev,

vklju~enih v raziskavo. V ve~ini raziskav, v katerih so primerjali posredne genotipizacij-

ske metode na podro~ju 5' nekodirajo~ega dela genoma HCV, in tiste na podro~ju ge-

noma, ki kodira zapis za beljakovino virusne sredice, so ugotovili 5–10 % manj{o ob-

~utljivost slednjih (37, 70–72).
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Z na{o raziskavo smo ugotovili, da je med vsemi {tirimi posrednimi metodami za geno-

tipizacijo slovenskih izolatov RNA HCV najmanj uporabna in najmanj zanesljiva najsta-

rej{a metoda – genotipizacija s tipsko specifi~nimi za~etnimi oligonukleotidi za podro~je

genoma HCV, ki nosi zapis za beljakovino virusne sredice. To genotipizacijsko metodo

so razvili na Japonskem Okamoto in sod. leta 1992, ko so bila poznana nukleotidna za-

poredja samo 44 izolatov RNA HCV (26). Z na{imi rezultati se pridru`ujemo ve~ini evrop-

skih raziskovalcev, ki so pri svojem delu s tipsko specifi~nimi za~etnimi oligonukleotidi

ugotovili, da so le-ti neprimerni za genotipizacijo evropskih izolatov RNA HCV, zato ker

je razli~nost evropskih izolatov znotraj posameznih genotipov HCV ve~ja v primerjavi

z japonskimi izolati, na osnovi katerih so bili izbrani tipsko specifi~ni za~etni oligonukleo-

tidi za genotipizacijo HCV (72, 73).

Rezultati genotipizacije z encimsko oligonukleotidnim testom s tipsko specifi~nimi

DNA-lovkami za podro~je genoma HCV, ki nosi zapis za beljakovino virusne sredice,

so bili pri opredelitvah genotipov HCV povsem skladni z rezultati obeh genotipizacijskih

metod s podro~ja 5' nekodirajo~ega dela genoma HCV. S tipsko specifi~nimi DNA-lov-

kami za podro~je genoma HCV, ki nosi zapis za beljakovino virusne sredice, smo pri

{estih izolatih RNA HCV genotipa 2 v dveh primerih opredelili podtip 2b, medtem ko smo

v {tirih primerih dolo~ili le genotip 2, ni pa nam uspelo opredeliti podtipa. Po dolo~anju

nukleotidnega zaporedja 222 bp velikega odseka podro~ja NS5 genoma HCV teh {ti-

rih izolatov genotipa 2 smo ugotovili, da pripadajo podtipu 2c, ki ga z DNA-lovkami, vklju-

~enimi v uporabljeno genotipizacijsko metodo, ne moremo prepoznati. Vse izolate RNA

HCV genotipov 1 in 3 smo z encimsko oligonukleotidnim testom s tipsko specifi~nimi

DNA-lovkami opredelili enako kot z genotipizacijo na podro~ju 5' nekodirajo~ega dela

genoma HCV oz. enako kot z dolo~anjem nukleotidnega zaporedja 222 bp velikega od-

seka podro~ja genoma HCV, ki nosi zapis za NS5. Na osnovi na{ih rezultatov lahko za-

klju~imo, da je genotipizacija z encimsko oligonukleotidnim testom s tipsko specifi~ni-

mi DNA-lovkami za podro~je genoma HCV, ki nosi zapis za beljakovino virusne sredi-

ce, med vsemi posrednimi genotipizacijskimi metodami, ki smo jih v na{i raziskavi pri-

merjali, najbolj specifi~na za opredeljevanje podtipov 1a in 1b. Zaradi velikega dele`a

podtipa 2c med slovenskimi izolati genotipa HCV 2 omenjena metoda `al ne omogo~a

dokon~ne opredelitve podtipa pri vseh izolatih genotipa 2. Glede na na{e izku{nje in

rezultate lahko trdimo, da je pomembna prednost te metode pred ostalimi tremi posred-

nimi genotipizacijskimi metodami v slovenskem prostoru v tem, da omogo~a specifi~no

lo~evanje podtipov 2a in 2b od preostalih podtipov genotipa HCV 2. Pri vseh sloven-

skih izolatih podtipa 2c smo z encimsko oligonukleotidnim testom jasno opredelili ge-

notip 2 in izklju~ili podtipa 2a in 2b, medtem ko smo z obema posrednima genotipiza-

cijskima metodama na 5' nekodirajo~em delu genoma napa~no opredelili podtip, s tip-

sko specifi~nimi za~etnimi oligonukleotidi pa nismo uspeli dolo~iti niti genotipa teh izo-

latov (69).

Z obema genotipizacijskima metodama na 5' nekodirajo~em delu genoma HCV smo sklad-

no opredelili genotipe vseh izolatov RNA HCV. Z encimsko razgradnjo s PCR pomno-

`enega odseka 5' nekodirajo~ega dela genoma HCV smo pri vseh izolatih RNA HCV

uspeli dolo~iti tudi podtip, medtem ko smo z reverznim dot-blotom s tipsko specifi~nimi
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DNA-lovkami pri treh izolatih opredelili samo genotip 1, nismo pa mogli razlikovati med

podtipoma HCV 1a in 1b (74). Pri vseh treh izolatih smo s preostalimi genotipizacijski-

mi metodami uspeli jasno opredeliti tudi podtip genotipa 1. O podobnih te`avah, ki se

pojavljajo pri opredeljevanju podtipa manj{ega dela izolatov genotipa 1, poro~ajo tudi

drugi avtorji, ki so pri svojem delu uporabljali reverzni dot-blot s tipsko specifi~nimi DNA-lov-

kami (37, 70–73, 75). Ve~ina tak{ne rezultate razlaga s premajhnimi razlikami v nukleo-

tidnem zaporedju 5' nekodirajo~ega dela genoma HCV med podtipoma 1a in1b.

Omeniti moramo {e dva izolata RNA HCV, ki smo ju z obema genotipizacijskima me-

todama na podro~ju genoma HCV, ki nosi zapis za beljakovino virusne sredice, opre-

delili kot podtip 1b, z genotipizacijo na 5' nekodirajo~em delu virusnega genoma pa kot

podtip 1a. Z dolo~anjem nukleotidnega zaporedja 222 bp velikega odseka podro~ja ge-

noma HCV, ki nosi zapis za NS5, smo v obeh primerih potrdili podtip 1b. Z dolo~anjem

nukleotidnega zaporedja 5' nekodirajo~ega dela virusnega genoma smo ugotovili, da

pri obeh omenjenih slovenskih izolatih RNA HCV verjetno zaradi spontane mutacije na

mestu –99 5' nekodirajo~ega dela genoma HCV ni bilo gvanina, ki je na tem mestu zna-

~ilen za podtip 1b, ampak adenin, ki je zna~ilen za podtip 1a in ga prepozna za ta pod-

tip zna~ilna DNA-lovka oz. restrikcijski encim. Kleter in sod. (72) so tak{ne spontane

mutacije predhodno dokazali pri dveh, Zeuzem in sod. (73) pa pri petih evropskih izo-

latih virusnega genoma podtipa 1b.

Z genotipizacijo na 5' nekodirajo~em delu genoma HCV smo dva slovenska izolata RNA

HCV podtipa 2c napa~no opredelili kot podtip 2b. Z dolo~anjem nukleotidnega zapored-

ja tega dela virusnega genoma smo pri obeh izolatih ugotovili mutacijo na mestu –161,

in sicer je bil namesto gvanina, ki je zna~ilen za podtipa 2a in 2c, na tem polo`aju ade-

nin, ki je zna~ilen za podtip 2b. Gvanin na mestu –161 prepoznata DNA-lovka, zna~il-

na za podtipa 2a in 2c, in restrikcijska endonukleaza ScrF I, ki v metodi RFLP lo~uje

podtipa 2a in 2b. Tak{ne napa~ne opredelitve podtipa 2c kot podtip 2b zaradi mutacije

na 5' nekodirajo~em delu genoma HCV doslej nismo zasledili v dostopni literaturi. Na-

{a raziskava je nedvomno dokazala, da gvanina oz. adenina na mestu –161 5' nekodi-

rajo~ega dela genoma HCV vsekakor ne moremo ve~ smatrati kot podtipsko specifi~-

no zaporedje, ki omogo~a lo~evanje podtipa 2a/2c od podtipa 2b.

Glede na rezultate opravljene primerjave u~inkovitosti {tirih posrednih genotipizacijskih

metod in izku{nje, ki smo jih pri tem delu pridobili, ter glede na metode, s katerimi v La-

boratoriju za molekularno mikrobiologijo in diagnostiko aidsa na In{titutu za mikrobio-

logijo in imunologijo v Ljubljani rutinsko dokazujemo prisotnost RNA HCV v serumskih

vzorcih, smo se odlo~ili za uporabo reverznega dot-blota s tipsko specifi~nimi DNA-lov-

kami za rutinsko dolo~anje genotipov HCV. Ker je bila specifi~nost genotipizacije slo-

venskih izolatov genotipa 1 in 3 z reverznim dot-blotom zelo visoka in nekoliko slab{a

za izolate genotipa 2, smo se v nadaljnjih epidemiolo{kih raziskavah prav tako odlo~ili

za genotipizacijo z reverznim dot-blotom, saj smo v opravljeni pilotski raziskavi ugotovili,

da v Sloveniji prevladuje oku`ba z genotipom HCV 1 in da sledita v pribli`no enaki me-

ri oku`bi z genotipoma 2 in 3. Na osnovi rezultatov primerjave posrednih genotipizacij-

skih metod smo se odlo~ili vse izolate, ki jih bomo z reverznim dot-blotom opredelili kot

genotip 2, dodatno tipizirati {e z encimsko oligonukleotidnim testom. S tem dodatnim
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testom je treba tipizirati tudi vse izolate RNA HCV, pri katerih z reverznim dot-blotom ni

mogo~e jasno razlikovati podtipa genotipa 1.

Genotipi HCV pri slovenskih bolnikih s kroni~nim hepatitisom C

V nadaljevanju raziskave smo ̀ eleli najprej opredeliti splo{no razporeditev genotipov HCV

v Sloveniji, torej pri bolnikih, ki ne pripadajo nobeni od skupin z velikim tveganjem oku`-

be s tem virusom. Genotipsko spremenljivost slovenskih izolatov HCV smo ugotavljali

v skupini 86 bolnikov s kroni~nim hepatitisom C, ki smo jih obravnavali v specialisti~nih

ambulantah Klinike za infekcijske bolezni in vro~inska stanja Klini~nega centra v Ljub-

ljani, Oddelkov za infekcijske bolezni in vro~inska stanja Splo{ne bolni{nice Celje,

Splo{ne bolni{nice Maribor in Gastroenterolo{ke interne klinike Klini~nega centra

v Ljubljani. Med njimi je bilo 58 mo{kih in 28 `ensk, starih od 12 do 79 let, povpre~ne

starosti 40,1 let (67).

Domnevni na~in oku`be je bil znan za 31 bolnikov. Med njimi se jih je 21 oku`ilo s trans-

fuzijo oku`ene krvi, dva s spolnim stikom s HCV-pozitivno osebo in en s tetoviranjem.

Pet zdravstvenih delavcev naj bi se oku`ilo z vbodom z oku`eno iglo. Za preostalih 57 bol-

nikov na~ina oku`be nismo poznali, nih~e med njimi ni pripadal kateri od skupin z veli-

kim tveganjem oku`be s HCV.

Razporeditev genotipov HCV, ki smo jo ugotovili pri slovenskih bolnikih s kroni~nim he-

patitisom C, je bila podobna razporeditvi v sosednjih dr`avah: Italiji, Avstriji in na Hrva{-

kem (76, 77) ter v ve~ini zahodnoevropskih dr`av, zlasti v Franciji in Nem~iji (41, 49).

Prevladovala je oku`ba s podtipom 1b (63,9 %), sledili sta oku`ba s podtipom 1a (22,1 %)

in genotipom 3 (10,5 %), in nazadnje oku`ba z genotipom 2 (2,3 %). Razporeditev ge-

notipov HCV pri bolnikih s kroni~nim hepatitisom C je druga~na v skandinavskih dr`a-

vah (40, 78) in v [paniji (50, 79). V teh dr`avah je namre~ pribli`no 45 % bolnikov s kroni~-

nim hepatitisom C oku`eno s podtipom 1a, sledita pa v pribli`no enakem odstotku (23–29%)

oku`ba s podtipom 1b in genotipom 3. Razporeditev genotipov HCV pri bolnikih s kro-

ni~nim hepatitisom C v Sloveniji se po pri~akovanju razlikuje od razporeditve v drugih

delih sveta z izjemo Evrope (8, 31, 80).

Z dolo~anjem genotipa/podtipa HCV pri 17 naklju~no izbranih bolnikih s kroni~nim he-

patitisom C v serumskih vzorcih, ki smo jih jemali trikrat zapored in v razli~nih ~asovnih

presledkih, smo dokazali, da se kljub veliki spremenljivosti genoma HCV in {tevilnim to~-

kastim mutacijam, ki povzro~ajo nastajanje ve~ razli~ic virusnega seva, s katerim se je

oku`il posamezni bolnik (81), genotip/podtip HCV pri kroni~no oku`enih slovenskih bol-

nikih v obdobju dveh let ne spremeni. Podobne rezultate so opisali tudi Kurosaki in sod.

v do sedaj edini tovrstni raziskavi, opravljeni na sedmih japonskih bolnikih (81). V ome-

njeni raziskavi so dokazali, da je kljub hitremu spreminjanju nekaterih podro~ij virusne-

ga genoma, osnovni genotip/podtip HCV pri vseh sedmih bolnikih ostal nespremenjen

v opazovanem obdobju enega leta.

Na~in oku`be s HCV je bil znan le pri 36 % na{ih bolnikov s kroni~nim hepatitisom C, kar

je bistveno manj kot poro~a ve~ina evropskih avtorjev. Med bolniki z znanim na~inom

oku`be je prevladovala oku`ba s transfuzijo krvi (72,4%), sledila pa je oku`ba zdravstvenih
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delavcev z vbodom z oku`eno iglo (17,2 %). Zanimivo je, da smo pri slovenskih bolni-

kih s kroni~nim hepatitisom C, ki so bili oku`eni s transfuzijo krvi, ugotovili le oku`bo

z genotipom HCV 1, s tem da je mo~no prevladovala oku`ba s podtipom 1b (81 %), med-

tem ko smo pri bolnikih s kroni~nim hepatitisom C in neznanim na~inom oku`be poleg

podtipov 1b (54,4 %) in 1a (24,6 %) dokazali tudi oku`bo z genotipoma HCV 2 in 3. Od-

sotnost genotipa 3 pri bolnikih, oku`enih s transfuzijo krvi, lahko razlo`imo z dejstvom,

da med slovenskimi krvodajalci zaradi prostovoljnega in nepla~anega krvodajalstva ni

intravenskih u`ivalcev drog, ki bi `e pred za~etkom obveznega testiranja vseh krvoda-

jalcev na prisotnost anti-HCV protiteles leta 1993 lahko darovali s HCV genotipa 3 oku-

`eno kri. Ve~ina raziskovalcev oku`bo z genotipom 3 namre~ povezuje z intravenskim

u`ivanjem drog (41, 78, 82) in tudi v Sloveniji smo ugotovili, da med intravenskimi u`i-

valci drog prevladuje oku`ba s tem genotipom (67, 83).

Domnevamo, da je ve~ina slovenskih bolnikov, pri katerih na~in oku`be s HCV ni bil znan,

najverjetneje v preteklosti prejela transfuzijo krvi oz. krvne pripravke pri raznih nezah-

tevnih kirur{kih posegih, porodu ali prezgodnjem rojstvu. Mnogi bolniki so na to poza-

bili, ali za transfuzijo krvi ob posegih niso niti vedeli. Med mo`nimi vzroki oku`be s HCV

pri bolnikih z neznanim na~inom oku`be nikakor ne smemo pozabiti na oku`bo s hu-

manimi imunoglobulini. Ve~ina bolnikov pozabi ali ne ve, da je bila ob kak{nem bole-

zenskem stanju zdravljena s temi krvnimi pripravki. Iz literature je namre~ znanih nekaj

podrobno opisanih epidemij hepatitisa C, ki so bile povzro~ene z oku`enimi humanimi

imunoglobulini (48, 84, 85). Kot ostale mo`ne vzroke oku`be s HCV napogosteje ome-

njajo {e zobozdravstvene posege, akupunkturo, tetoviranje, jemanje tkivnih vzorcev in

endoskopije (41).

V ve~ini do sedaj opravljenih raziskav so iskali morebitno povezavo med oku`bo z razli~ni-

mi genotipi HCV ter spolom in starostjo bolnikov. Tako kot ve~ina raziskovalcev (40, 41, 80)
tudi mi nismo na{li nobene povezave med oku`bo z dolo~enim genotipom HCV in spo-

lom bolnikov. Ugotovili smo, da so slovenski bolniki s kroni~nim hepatitisom C, ki so oku`e-

ni z genotipom 3, v povpre~ju nekoliko mlaj{i kot bolniki, oku`eni z ostalimi genotipi HCV,

vendar razlika ni bila statisti~no zna~ilna. V drugih evropskih dr`avah so ugotovili, da

so bolniki, oku`eni z genotipom HCV 3, statisti~no pomembno mlaj{i kot bolniki, oku-

`eni z ostalimi genotipi HCV. Ugotovljene razlike utemeljujejo s tem, da je genotip HCV 3

evolucijsko mlaj{i in da je bil kasneje vnesen v evropsko populacijo kot genotipa 1 in 2.

V Evropo naj bi genotip HCV 3 prinesli na za~etku sedemdesetih let evropski intraven-

ski u`ivalci drog, ki so takrat mno`i~no potovali v dr`ave srednje Azije, Indijo, Nepal in

Pakistan, kjer je ta genotip HCV endemi~en (41, 76, 80, 82).

Ko smo ugotavljali mo`no povezavo oku`be z dolo~enim genotipom HCV in te`jim pote-

kom kroni~ne oku`be s tem virusom, smo pri vseh bolnikih s kroni~nim hepatitisom C,

ki so bili vklju~eni v raziskavo, dolo~ili koli~ino RNA HCV v serumu. Ugotovili smo, da

so imeli samo bolniki, oku`eni z genotipom 3, v povpre~ju v serumu manj{e koli~ine vi-

rusnega genoma kot bolniki, oku`eni z drugimi genotipi HCV. Ve~ina drugih avtorjev, ki

so opravili podobne raziskave na populacijah njihovih bolnikov, ni ugotovila razlik v {te-

vilu kopij virusnega genoma v serumu pri bolnikih, oku`enih z razli~nimi genotipi HCV

(80, 86, 87). V nasprotju z rezultati teh raziskav so Lau in sodelavci (80) ugotovili, da
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imajo v ZDA bolniki s kroni~nim hepatitisom C, ki so oku`eni z genotipom 4, v serumu

manj{e koli~ine virusnega genoma kot bolniki, oku`eni z drugimi genotipi HCV. Razli-

ko, ki smo jo ugotovili v na{i raziskavi, bi morda lahko pojasnili z dejstvom, da smo ko-

li~ino RNA HCV v serumskih vzorcih dolo~ali s standardiziranim testom Amplicor HCV

Monitor, ki naj bi bil glede na rezultate nedavne multicentri~ne evropske primerjalne ra-

ziskave najmanj u~inkovit pri pomno`evanju RNA HCV genotipa 3 (88). Manj{e koli~i-

ne RNA HCV, ki smo jih ugotovili v serumu bolnikov, oku`enih z genotipom 3, v primer-

javi z bolniki oku`enimi z drugimi genotipi, bi lahko bile zato samo rezultat manj u~in-

kovitega pomno`evanja genoma tega genotipa HCV.

Genotipi HCV pri slovenskih hemodializnih bolnikih

Hemodializni bolniki pripadajo skupini z velikim tveganjem oku`be s HCV. Glavni de-

javnik tveganja oku`be s HCV v tej skupini bolnikov so najprej predstavljale pogoste trans-

fuzije krvi, vendar se v zadnjem ~asu vse pogosteje omenja tudi mo`nost prenosa oku`-

be med bolniki v posamezni hemodializni enoti (89–92).

V tujih raziskavah so ugotovili, da je razporeditev genotipov HCV pri hemodializnih bol-

nikih najve~krat podobna razporeditvi pri krvodajalcih, oku`enih s HCV (93). Na osno-

vi teh rezultatov so domnevali, da se je ve~ina hemodializnih bolnikov oku`ila z enkrat-

no izpostavitvijo oku`eni krvi oz. da je {lo pri njih za sporadi~ne oku`be, podobno kot

pri bolnikih s kroni~nim hepatitisom C, ki ne pripadajo nobeni od skupin z velikim tve-

ganjem oku`be. V primerih, ko so v dolo~enih hemodializnih enotah ugotovili pojav red-

kih genotipov HCV ali tak{no razporeditev genotipov, ki se je razlikovala od razporedi-

tve v splo{ni populaciji, so navadno posumili in najve~krat tudi dokazali bolni{ni~no oku`-

bo hemodializnih bolnikov v posamezni enoti (89–92).

Z na{o raziskavo, v katero smo vklju~ili izolate virusnega genoma 37 slovenskih hemo-

dializnih bolnikov, oku`enih s HCV, smo ugotovili, da je med njimi najpogostej{a oku`-

ba z genotipom HCV 2 (37,8 %), sledijo oku`ba s podtipom HCV 1b (27 %) in z genoti-

pom 3 (21,7%). Kar devet izmed 14 hemodializnih bolnikov, oku`enih z genotipom HCV 2,

ter {est izmed osmih bolnikov, oku`enih z genotipom 3, se je zdravilo v isti hemodializ-

ni enoti (67, 68). [lo je za hemodializno enoto, v kateri je bila leta 1993 ugotovljena naj-

ve~ja preku`enost s HCV v Sloveniji, saj je bilo med 47 bolniki kar 16 (34 %) oku`enih

s HCV. Prvi seropozitivni bolnik je bil v enoti odkrit konec leta 1990, nato je sredi leta

1992 sledilo osem novih in po enem letu {e nadaljnjih sedem novih seropozitivnih he-

modializnih bolnikov (61). Ugotovili smo, da je med 15 viremi~nimi hemodializnimi bol-

niki iz te enote devet oku`enih s podtipom HCV 2c in preostalih {est z genotipom 3. Nih~e

ni bil oku`en s podtipom 1b, ki je sicer v Sloveniji najbolj raz{irjen, medtem ko je bila naj-

pogostej{a oku`ba s podtipom 2c, ki smo ga v Sloveniji dokazali le pri 5 izmed 200 (2,5%)

bolnikov, oku`enih s HCV, ki so bili poleg omenjenih 15 hemodializnih bolnikov vklju~e-

ni v na{o raziskavo (83). Na osnovi velikega {tevila novoodkritih oku`b hemodializnih

bolnikov s HCV med leti 1990 in 1993 ter pojavljanja genotipov HCV, ki so sicer v Slove-

niji zelo redko zastopani, smo postavili hipotezo o prenosu oku`be s HCV med bolniki

znotraj te hemodializne enote. Z natan~no molekularno epidemiolo{ko raziskavo smo po-

stavljeno hipotezo potrdili in dokazali bolni{ni~no oku`bo oz. prenos HCV med bolniki
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znotraj ene hemodializne enote (68). Doslej so z natan~nimi molekularno epidemiolo{-

kimi raziskavami dokazali prenos oku`be s HCV med hemodializnimi bolniki v {tirih he-

modializnih enotah (89–92). Po nam dosegljivih podatkih je to prvi primer dveh neod-

visnih epidemij oku`be s podtipom HCV 2c in genotipom 3 v eni epidemiolo{ki enoti.

V ostalih {tirih primerih dokazane bolni{ni~ne oku`be s HCV v hemodializnih enotah je

{lo namre~ za {irjenje podtipa 1b in v enem primeru tudi genotipa 4 (89–92). Na ̀ alost,

podobno kot pri nas, na~in oz. pot {irjenja oku`be nista bila ugotovljena v nobeni od ome-

njenih hemodializnih enot. Ve~ina raziskovalcev kot mo`ne vzroke prenosa HCV v he-

modializnih enotah navaja slabe oz. nedosledne higienske ukrepe, nedosledno sterili-

zacijo in posledi~no oku`bo dializne teko~ine ter oku`bo instrumentov, povr{in in pri-

pravkov zdravil, do katere pride zaradi nenamernih napak pri delu zdravstvenih delav-

cev (91, 92).

Genotipi HCV pri slovenskih bolnikih s hemofilijo

Bolniki s hemofilijo v ve~ini dr`av predstavljajo populacijo z najve~jo preku`enostjo s HCV.

Razporeditev genotipov v tej epidemiolo{ki skupini je v posamezni dr`avi odvisna od

tega, ali bolniki prejemajo preparate koncentrata faktorja VIII, pripravljene iz krvi doma-

~ih krvodajalcev, ali uvo`ene pripravke (53). ̂ eprav smo v na{o raziskavo zajeli 25 bol-

nikov s hemofilijo A iz Slovenije, jih je bilo samo 18 viremi~nih. Pri sedmih smo doka-

zali oku`bo s podtipom HCV 1b, pri {tirih s podtipom 1a, pri treh s podtipom 2b ter pri po

dveh s podtipom 2a in genotipom 3.

Genotipi HCV pri slovenskih intravenskih u`ivalcih drog

Z na{o raziskavo, v katero smo vklju~ili 85 intravenskih u`ivalcev drog iz Slovenije, ki

so bili oku`eni s HCV, smo ugotovili, da se razporeditev genotipov HCV pri njih stati-

sti~no zna~ilno razlikuje od razporeditve genotipov HCV v drugih skupinah slovenskih

bolnikov, ki se med seboj razlikujejo po na~inu oku`be s HCV.

Tako kot v ve~ini evropskih dr`av (41, 51, 78, 82) je tudi pri slovenskih intravenskih u`i-

valcih drog najpogostej{a oku`ba z genotipom HCV 3. Dele` oku`be z genotipom HCV 3

pri slovenskih intravenskih u`ivalcih drog (45,9 %) je zelo podoben dele`u, ugotovlje-

nemu v sosednjih dr`avah, zlasti v Avstriji in na Hrva{kem (77, 94). Genotip HCV 3 se

pojavlja v ve~ini severno ameri{kih in evropskih dr`av, kjer je raz{irjeno intravensko u`i-

vanje drog (8, 41, 78, 82), medtem ko je na Japonskem, kjer je veliko manj intravenskih

u`ivalcev drog, zelo redek (95). Izvor tega genotipa HCV ni znan, raz{irjen pa je med

krvodajalci v Braziliji in nedavno so ga odkrili tudi v Nepalu (96, 97). Ve~ina evropskih

raziskovalcev domneva, da so genotip HCV iz teh podro~ij v Evropo prinesli v sedem-

desetih letih evropski intravenski u`ivalci drog (41, 51, 78). Ker je najbolj u~inkovit na-

~in oku`be s HCV parenteralni prenos, medtem ko je spolni prenos mnogo redkej{i kot

npr. pri virusu hepatitisa B in HIV, se je genotip HCV 3 v Evropi {iril predvsem med in-

travenskimi u`ivalci drog, z izmenjavo igel za vbrizgavanje droge. Slovenski intraven-

ski u`ivalci drog so genotip HCV 3 verjetno prinesli v Slovenijo {ele v zadnjih desetih

letih s stiki z intravenskimi u`ivalci drog iz drugih evropskih dr`av, saj pred tem intra-

vensko u`ivanje drog v na{i dr`avi {e ni bilo tako raz{irjeno, kot je danes.
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Med slovenskimi intravenskimi u`ivalci drog je bila poleg genotipa HCV 3 zelo pogosta

tudi oku`ba s podtipom HCV 1a (42,3 %). Prevladovanje genotipa 3 in podtipa 1a pri

intravenskih u`ivalcih drog so ugotovili tudi na Hrva{kem, v Italiji, Avstriji, Nem~iji, Fran-

ciji in Islandiji (41, 51, 77, 78, 82, 94).

Pri intravenskem u`ivalcu drog smo osamili tudi edini izolat RNA HCV genotipa 4 v Slo-

veniji. Genotip HCV 4 je sicer raz{irjen na srednjem vzhodu ter v Egiptu in centralni Afri-

ki (28), dokazali pa so ga tudi pri manj{em {tevilu bolnikov v nekaterih evropskih dr`a-

vah (41, 49, 50). Med bolniki, oku`enimi z genotipom HCV 4, ki so jih odkrili v Evropi,

je bila ve~ina Egip~anov, ki so se oku`ili s HCV pred prihodom v Evropo, medtem ko

so bili ostali evropski intravenski u`ivalci drog, ki so se verjetno oku`ili v omenjenih dr-

`avah, kjer je raz{irjen genotip HCV 4 (49).

Zaklju~ek

V na{i raziskavi smo dolo~ili genotip/podtip HCV pri 226 slovenskih bolnikih, ki so se

oku`ili s HCV na razli~ne na~ine oz. so pripadali razli~nim epidemiolo{kim skupinam.

Ugotovili smo, da je v Sloveniji najpogostej{a oku`ba s podtipom HCV 1b (33,0 %), sle-

dijo oku`ba s podtipom 1a (28,4 %), z genotipom 3 (26,5 %), z genotipom 2 (11,6 %) in

z genotipom 4 (0,5 %).

Z rezultati na{e raziskave smo tudi v Sloveniji ugotovili razlike v razporeditvi genotipov

HCV med razli~nimi epidemiolo{kimi skupinami bolnikov, oku`enih s tem virusom, ki na-

kazujejo tesno povezavo med posameznimi genotipi/podtipi HCV in dolo~enimi na~ini

prenosa virusa. Tako pri slovenskih bolnikih s kroni~nim hepatitisom C prevladuje oku`-

ba s podtipom 1b, ki je povezana predvsem s transfuzijo krvi in zelo redka pri intraven-

skih u`ivalcih drog.

Pri slovenskih intravenskih u`ivalcih drog sta najbolj raz{irjeni oku`bi z genotipom 3 in

podtipom 1a. S podtipom 1b, ki je sicer v Sloveniji najbolj raz{irjen, je oku`enih le 5,9 %

intravenskih u`ivalcev drog. Med vsemi bolniki, oku`enimi z genotipom 3, je v Sloveni-

ji 68 % intravenskih u`ivalcev drog. Zato vsekakor obstaja mo`nost, da se je tudi kate-

ri izmed devetih bolnikov s kroni~nim hepatitisom C, oku`enih z genotipom 3, pri kate-

rih na~ina oku`be nismo ugotovili, oku`il na ta na~in.

Med hemodializnimi bolniki v Sloveniji prevladuje oku`ba z genotipom 2, in to predvsem

zaradi epidemije oku`be s tem genotipom v eni izmed hemodializnih enot. Sledi oku`-

ba s podtipom 1b. S tem podtipom HCV so se hemodializni bolniki najverjetneje oku`i-

li s transfuzijo krvi. Na tretjem mestu je pri slovenskih hemodializnih bolnikih oku`ba z ge-

notipom HCV 3, kar je spet posledica epidemije oku`be s tem genotipom v eni hemo-

dializni enoti.

Z rezultati na{e raziskave smo potrdili potrebo po genotipizaciji izolatov HCV v posa-

mezni dr`avi in njen pomen za raziskovanje epidemiologije oku`b s tem virusom. Upa-

mo, da bomo v nadaljevanju na{ega dela opredelili genotip HCV tudi pri ~im ve~jem {te-

vilu preostalih bolnikov, oku`enih s HCV, in tako prispevali k bolj{emu razumevanju epi-

demiologije oku`be s tem virusom v Sloveniji.
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