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Virus hepatitisa C (HCV) je eden najpomembne;jsih povzrociteljev vnetja jeter. Pri ve€ini okuzb s HCV
bolezen preide v kroni¢no obliko, kar lahko privede do jetrne ciroze ali hepatocelularnega karcinoma.
HCV se prenasa preko okuzene krvi in krvnih pripravkov. Dokazovanje okuzbe s HCV poteka s
posrednimi in neposrednimi metodami. S posrednimi metodami dokazujemo prisotnost specificnih
protiteles proti HCV, medtem ko z neposrednimi metodami dokazujemo HCV RNA. Namen nase
raziskave je bil ugotoviti kak$na je bila porazdelitev genotipov HCV v Sloveniji, v obdobju od 2003 do
2006. Poleg tega smo zeleli raziskati povezave med razliénimi genotipi HCV in nacini okuzbe ter
ugotoviti spremembe v njihovih delezih v primerjavi s prej$njim desetletjem. V raziskavo smo vkljuéili
891 oseb, pri katerih so bila v opazovanem obdobju na novo dokazana protitelesa anti-HCV.
Ugotovljena povprecna starost vseh okuzenih s HCV v navedenem obdobju v Sloveniji je bila 35,6 let.
65,4 % vseh okuzenih je bilo moskih s povprecno starostjo 34,7 = 13,2 let, 33,4 % je bilo zensk s
povprecno starostjo 37,4 £ 17,1 let. Najve¢ oseb okuzenih s HCV v Sloveniji je bilo odkritih v starostni
skupini 21-30 let (45,8 %). Intravenska uporaba drog je bila dale¢ najbolj pogost dejavnik tveganja za
okuzbo s HCV v Sloveniji s 344 osebami (38,6 %). Pri 232 osebah (52,4 %) je bil ugotovljen genotip
HCV 1, pri 194 osebah (43,8 %) je bil ugotovljen genotip 3, pri 15 osebah (3,4 %) genotip 2 in pri 2
osebah genotip 4 (0,5 %). Osebe okuZene z genotipom 1 so bile statisticno pomembno starejse (39,1 £+
14,8 let) od oseb okuzenih z genotipom 3 (29,5 + 7,9 let) (p<0,00001). Ugotovili smo, da se je delez
genotipa HCV 3 v prvih dveh letih opazovanega obdobja po priCakovanjih povecal, vendar je nato v
zadnjih dveh letih nepri¢akovano padel. Delez genotipa HCV 1 pa je imel ravno obraten trend, se pravi,
da je v prvih dveh letih upadel nato pa ponovno zrasel.
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The hepatitis C virus (HCV) is one of the leading causes for chronic liver disease. HCV is transmitted
by infectious blood or blood-derived products. Diagnosis of HCV infection is based on indirect and
direct virological tests. Indirect tests detect antibodies against HCV, while direct tests detect viral
RNA. The aim of our study was to determine the distribution of HCV genotypes in Slovenia between
2003 and 2006. We also wanted to research the correlation between various HCV genotypes and routes
of infection and find out changes in their shares comparing to past decade. There were 891 anti-HCV
positive induviduals included in our research. Average age of all individuals included was 35,6 years,
65,4 % were men with average age 34,7 + 17,1 years and 33,4 % were women with average age 37,4 +
17,1 years. 45,8 % of infected individuals were between 21 and 30 years old. The most common risk
factor was found to be intravenous drug abuse with 344 individuals (38,6 %). HCV genotype 1 was
predominant (52,4 %) followed by genotype 3 (43,8 %), genotype 2 (3,4 %) and genotype 4 (0,5 %).
Individuals infected with genotype 1 were statisticaly much older (39,1 + 14,8 years) than individuals
infected with genotype 3 (29,5 £ 7,9 years) (p<0,00001). During the four year period the proportion of
genotype 3 increased in the first two years but then fell to the starting point. On the other hand the
proportion of HCV genotype 1 fell in the first year of studied period but then increased gradualy.
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EIA encimsko imunski presejalni test
HCV Virus hepatitisa C
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1 UVOD

Virus hepatitisa C (HCV, angl. hepatitis C virus) je eden najpogostejsSih povzrociteljev vnetja
jeter. V veliki meri okuzbe s HCV preidejo v kroni¢no obliko, ki se lahko razvije v cirozo
jeter ali hepatocelularni karcinom (Boyer in sod., 2002). Tudi do 80 % okuzb se lahko razvije
v kroni¢no okuzbo (Morice in sod., 2006, Haushofer in sod., 2001). Posebnost oziroma
nevarnost HCV se kaze v dolgotrajni nesimptomati¢ni okuzbi, ki se skozi leta v visokem

delezu razvije v smrtno bolezen kroni¢nega hepatitisa C (Seeff, 1997).

Svetovna zdravstvena organizacija ocenjuje, da je okuzene priblizno 3 % svetovne
populacije, delezi okuzenih pa so lahko od drzave do drzave razli¢ni (Gérard in sod. 2005).
Tako naj bi bila prekuzenost v Afriki 5,3 %, v vzhodnem Sredozemlju 4,6 %, v zahodnem
Pacifiku 3,9 %, v obeh Amerikah 1,7 % in v Evropi 1,0 %, razlike znotraj teh regij pa lahko
tudi zelo variirajo (Sy in sod., 2006, Schréter in sod., 2002).

Izolate HCV razvr§¢amo v 6 genotipov, vsakega od njih pa v ve¢ podtipov. Geografsko so
genotipi in podtipi HCV razli¢no razporejeni, tako so nekateri omejeni na doloCene regije,
nekatere pa najdemo po celem svetu. Tako na primer podtipa 1a in 1b prevladujeta v Evropi,
ZDA in Avstraliji, 1b je prevladujoci podtip na Japonskem, Kitajskem in v Rusiji, medtem ko
je v Egiptu najbolj razsirjen podtip 4a. Podtip 5a je odgovoren za 50 % okuzb v Juzni Afriki,
v centralni Afriki prevladuje genotip 4, genotipa 3 in 6 pa sta glavna krivca v jugovzhodni
Aziji (Bourliere in sod,. 2002). Od vseh genotipov in podtipov so la, 1b, 2a, 2b bolj ali manj
prisotni po celem svetu, medtem ko sta na primer 5a in 6a bolj geografsko omejena

(Simmonds in sod., 1996).

Opredelitev genotipa HCV je pomembna za epidemioloske raziskave, za razjasnitev nacina
prenosa in Sirjenja okuzbe ter za doloCitev sheme poteka in trajanja protivirusnega
zdravljenja (Zein in sod., 1996). Dolocanje genotipa je pomembno tudi za ocenjevanje
verjetnosti odziva pacienta na razli¢na zdravila. Ponavadi je odziv na terapijo pri osebah
okuzenih z genotipoma 1 in 4 slabsi, kot odziv oseb okuzenih z 2 ali 3 (Bourliere in sod.,
2002). Zato naj bi bila opredelitev genotipa HCV v kombinaciji z dolo¢anjem koli¢ine
virusnega genoma ena od klju¢nih preiskav pred odlocitvijo o protivirusnem zdravljenju (Di

Bisceglie in sod., 2002). V mnogih drzavah po celem svetu se porazdelitev genotipov
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spreminja glede na starost bolnikov. Predvsem prihaja do upada Stevila novih okuzb s
podtipom 1b in do povecanja Stevila novih okuzb z genotipom 3 in podtipom la (Bourliere in
sod., 2002). Z analizami podatkov o bolnikih so raziskovalci prisli do ugotovitve, da je to

spreminjanje posledica predvsem sprememb prevladujocih nacinov prenosa HCV (Vrhovac,

2003).

1.1  NAMEN DELA

Namen nase raziskave je ugotoviti kakSna je razporeditev genotipov/podtipov HCV v
Sloveniji v obdobju od 2003 do 2006. Poleg tega Zelimo raziskati povezave med razli¢nimi
genotipi/podtipi HCV, nacini okuzbe, starostjo in spolom ter ugotoviti spremembe v njihovih
delezih v primerjavi s prej$njim desetletjem.

Pri¢akujemo, da se bo delez HCV genotipa 3, ki je prisoten predvsem pri okuzenih
intravenskih uzivalcih drog Se povecal, saj je zadnje desetletje rastel skupaj z delezem

intravenskih uzivalcev drog med novoodkritimi bolniki s hepatitisom C.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 ODKRITIJE IN TAKSONOMSKA UVRSTITEV

HCYV je prvi virus pri katerem so znanstveniki najprej poznali genom in Sele ¢ez nekaj let je
sledila osamitev (Alter in sod., 1990). Prve seroloske teste, ki so omogocali dokazovanje
protiteles proti virusu hepatitisa B so razvili v zacetku sedemdesetih let prejSnega stoletja in s
tem dali moZnost izloCevanja okuzene krvi za transfuzijo. Ker pa kljub tem testom skupno
Stevilo potransfuzijskih hepatitisov ni upadlo, so znanstveniki posumili na novi virus, ki se je
tem testom spretno izognil (Alter in sod., 1990). Tako so v zgodnjih 80-ih letih prejsnjega
stoletja uspeli osamiti celotno nukleinsko kislino iz plazme Simpanza, okuzenega s
koncentratom faktorja VIII, ki je domnevno vseboval povzrocitelja ne-A, ne-B hepatitisa
(Choo in sod., 1989). Pri teh poskusnih Simpanzih so nato uspeli opazovati virusne delce v
jetrnih celicah in ostale biokemijske ter histopatoloske spremembe, ki so znacilne za hepatitis

(Shimizu in sod., 1996).

HCV danes uvr§¢amo v druzino Flaviviridae, ki vsebuje rodove Flavivirus, Pestivirus in
Hepacivirus, v katerega spada tudi HCV (Leyssen in sod., 2000). Pred uvrstitvijo so z
analizami nukleotidnega zaporedja RNA molekule ugotovili podobnost s pestivirusi in

flavivirusi (Purcell, 1997).

2.2  ZGRADBA HCV

Virion HCV je kroglaste oblike s premerom 50 do 70 nm, v sredici, ki jo obdaja
lipoproteinska ovojnica, ima RNA molekulo in beljakovino, ki skupa;j tvorita nukleokapsido.
Nukleokapsida HCV je ikozaedri¢na, obdana je z lipidno ovojnico, ki je prekrita s

povrSinskimi izrastki peplomeri (Li in sod., 1995).

Virusni genom je pozitivno orientirana enojnovijatna RNA molekula dolzine priblizno 9400
baz, za katero je znacilna visoka genetska raznolikost (Bourliere in sod., 2002). Molekula
RNA je nesegmentirana in kodira en sam poliprotein s priblizno 3000 aminokislinami
(Cantaloube in sod., 2005). Ima en sam bralni okvir (angl. open reading frame, ORF), ki ga z

obeh koncev obdajata nekodirajoci regiji. ORF vsebuje podrocja, ki kodirajo strukturne
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beljakovine virusne sredice in ovojnice in nestrukturne beljakovine, ki imajo vlogo pri

podvojevanju in cepitvi virusnega poliproteina. Poliprotein razcepijo gostiteljske in virusne

proteaze v endoplazmatskem retikulumu na priblizno deset beljakovin, kot je prikazano na

sliki 1 (De Francesco, 1999).

a) struktura HCV

glikoprotein lipidne ovojnice E1 glikoprotein lipidne ovojnice E2

lipidna evojnica wirusna RNA

antigen virusne sredice
{nukleckapside}

b] organizacija genoma HCV

EN& HCV
Zapis za poliprotein ———
5" nekodirajoce [IEUTRI] IR 3 nekodirajoge

zaporedje ,.."‘ff;uhtu rne // nestrukturne R"‘\.._ zaporadje

beljak uviﬂ!/ beljakovine \\\

pro pe  par
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- kof ml |
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glikoproteina prote roteinaze
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transmembrans ki transmambranski
i . protein

antigen rotein
-.,imine sredice P proteinazalhelikaza polimeraza RMA

Slika 1: Prikaz zgradbe HCV in organizacije njegovega genoma (Dubuisson, 2007).

Stukturne beljakovine sestojijo iz beljakovine virusne sredice (C, angl. core) in dveh

beljakovin virusne ovojnice (El, E2, angl. envelope), nahajajo pa se na amino koncu

poliproteina (Lin in sod., 1994). Nestrukturnih beljakovin naj bi bilo sedem: NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A, NS5B in p7 (Slika 1). Poliprotein p7 je bil odkrit zadnji, nahaja se na

stiku med strukturnimi in nestrukturnimi proteini, deloval naj bi kot ionski kanal in ni znano

ali je sploh prisoten v virionu (Dubuisson, 2007).
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Posamezni deli genoma HCV se precej razlikujejo v variabilnosti oziroma ohranjenosti.
Tako sta oba nekodirajoca konca genoma HCV med najbolj ohranjenimi. 5" nekodirajoci
konec je dolg 341 nukleotidov in ima verjetno pomembno vlogo tako pri razmnozevanju
virusa kakor tudi pri translaciji virusnih beljakovin (Wang in sod., 1993). 3" nekodirajoci
konec je dolg med 40 do 60 nukleotidi in naj bi imel pomembno vlogo pri zacetku
pomnozevanja virusnega genoma (Yamada in sod., 1996). Poleg teh dveh regij je dobro
ohranjena tudi regija, ki kodira beljakovino sredice, katera ima pomembno vlogo tudi pri
uravnavanju rasti s HCV okuZenih celic in pri razvoju raka (Kato, 2001). Najbolj variabilen
del genoma HCV je del regije, ki kodira beljakovino virusne ovojnice E2 in sicer med
nukleotidoma 384 in 4141. Ta hipervariabilni predel 1 (HVRI1, angl. hypervariable region) je
strukturno zelo spremenljiv in vsebuje B-celi¢ne epitope, ki so dobro izpostavljeni zunanjosti

virusa in so tarca imunskega odziva (Weiner in sod., 1992).

2.3 GENETSKA RAZNOLIKOST HCV

Izolate HCV glede na stopnjo genetske variabilnosti razvr§¢amo v genotipe, podtipe, izolate
in kvazi vrste (angl. quasispecies). Ta heterogenost je posledica nenatanéne od RNA odvisne
RNA polimeraze, ki med replikacijo genoma HCV naredi veliko napak. Na podlagi
homologije nukleotidnih sekvenc HCV razvr§€amo v Sest genotipov in ve¢ podtipov
(Bourliere in sod., 2002). Pozitivno orientirana molekula RNA HCV je podvrzena visoki
stopnji mutacij (1,5-2 x 10™ nukleotidnih substitucij na mesto na leto), zato se lahko dolo¢eni
genotipi HCV razlikujejo tudi do 30 % glede na cel genom (Katsoulidou in sod., 2006).
Razliéni genotipi imajo lahko od 30-50 % neskladnost nukleotidnega zaporedja, razli¢ni

podtipi od 15-30 %, variante istega genotipa pa od 1-15 % (Zhou in sod., 2006).

Pri uvrS¢anju izolatov HCV se upoStevajo primerjave nukleotidnih zaporedij tistih podrocij
genoma, ki imajo zapis za beljakovine virusne ovojnice in za Cetrto in peto nestrukturno
virusno beljakovino (Hoofnagle, 2002). Najbolj variabilna so hipervariabilna podro¢ja HVR1
in HVR2 zapisa za beljakovino virusne ovojnice E2. Ti dve podro¢ji sta razlicni med
razli¢nimi kvazi vrstami, ki sestavljajo en sam izolat HCV (Weiner in sod., 1992). Zapis v
podro¢ju HVRI1 se hitro spreminja tudi med samo kroni¢no okuzbo, kar naj bi imelo
pomembno vlogo pri izogibanju imunskemu sistemu gostitelja, saj so zelo verjetno ravno

beljakovine virusne ovojnice tar¢a humoralnega imunskega odziva (Farci in sod., 2000).
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2.4 ZEMLJEPISNA RAZPOREDITEV

Nekateri genotipi HCV so precej geografsko omejeni, medtem ko druge najdemo po celem
svetu. Podtipa la in 1b prevladujeta v Evropi, ZDA in Avstraliji, 1b je prevladujoci podtip na
Japonskem, Kitajskem in v Rusiji, medtem ko je v Egiptu najbolj razSirjen podtip 4a. Podtip
5a je odgovoren za 50 % okuzb v Juzni Afriki, v centralni Afriki prevladuje genotip 4,
genotipa 3 in 6 pa v jugovzhodni Aziji (Bourliere in sod., 2002). Vendar pa se tudi znotraj teh
vecjih regij razporeditev genotipov HCV in prekuZzenost razlikuje od drzave do drzave (Sy in
sod., 2006). Tako na primer v S Italiji prevladuje podtip 1b z veliko prednostjo, medtem ko je
na J Italije genotipa 2 skoraj enak delez, verjetno zaradi priseljevanja (Bellentani in sod.,

1999, Guadagnino in sod., 1997).

Zacetki epidemije HCV segajo v prejSnje stoletje, ko naj bi uporaba okuZenih injekcij,
okuzenega pribora za operacije in transfuzije okuzene krvi in organov precej pripomogli h
razsiritvi HCV. Kmalu za tem je sledilo Sirjenje zacetnih okuzb z i.v. uporabo drog, kar je
privedlo do precej vecje prevalence. V devetdesetih letih prejSnjega stoletja je sledilo Se
mnozicno priseljevanje iz endemicnih podrocij, kar je stanje Se bolj zapletlo, saj so s tem v

Evropo prisli novi genotipi (Esteban in sod., 2008).

V zadnjih letih prihaja do mnozi¢nega priseljevanja ljudi in s tem se vzorec razporeditve
genotipov in podtipov iz prejSnjih obdobij podira. Nekateri podtipi prevladujejo med
priseljenci iz dolocenih podrocij, kar je opazno tako v Sredozemlju, kot tudi v Severni
Evropi, kamor so se priselili iz Azije in tako tam najdemo ve¢ genotipa 2. Ker se s
priseljevanjem in drugimi aktivnostmi vnasajo novi podtipi v pokrajine, je analiza stanja
pomembna za uspesno zdravljenje obolelih (Schréter in sod., 2002). Tudi visoka prevalenca
genotipa 4 v Juzni Evropi je verjetno posledica priseljevanja ljudi iz Severne Afrike v

zadnjem desetletju, kjer je ta genotip prisoten v veliki meri (Ramos in sod., 2006).

Prevalenca okuzbe s HCV v Evropi $e zdale¢ ni homogena, lahko bi rekli da iz severa proti
jugu pada, saj ima Skandinavija na primer prevalenco 0,2 %, Francija 1,3 %, Italija pa 3,5 %.
Razlogov za to je ve¢, nedvomno pa je k temu pripomoglo priseljevanje predvsem na jug
Evrope, vecja razsirjenost IVUD na jugu in boljsi zdravstveni pogoji na severu Evrope. V

nekaterih drzavah juZne in centralne Evrope je, na primer, odstotek oseb, ki so se okuzili s
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transfuzijo 20-30 % vseh okuZzenih, ki so starejSi od 50 let, kar daje slutiti na to, da so bile
zdravstvene razmere v preteklosti tam slabSe. Injiciranje drog, kot glavni nain okuZzbe,
nezadrzno veca Stevilo novo okuzenih in poleg tega tudi Siri HCV med IVUD iz razli¢nih
evropskih drzav, kar so ugotovili s filogenetsko raziskavo izolatov HCV iz razli¢nih
evropskih mest. Ta epidemija povezana z injiciranjem drog ima mnoge posledice: vecina
novih okuzenih oseb je mladih IVUD , razporeditev genotipov HCV se iz 1b in 2 premika
proti la, 3a in 4, vedno pogosteje se pojavljajo rekombinante HCV, na primer 1b/2k, ki
otezujejo genotipizacijo in s tem zdravljenje, vedno ve¢ obolelih s HIV-om se okuzi tudi s

HCV (Esteban in sod., 2008).

V zadnjem casu je poleg vedno vecjega Stevila IVUD v Evropi pomemben dejavnik tudi
mnozicno priseljevanje imigrantov, kar sicer ni nov pojav na tem podrocju, je pa sedaj toliko
bolj problematicen, saj je delez s HCV okuzenih imigrantov vedno vecji. Ti so ve¢inoma iz
nizjih druzbenih slojev in iz endemi¢nih podrocij, kot so Azija, podsaharska Afrika, Latinska
Amerika in vzhodna Evropa, tako da zaskrbljenost ni odve¢. Po ocenah naj bi v Spanijo
imigriralo do 90.000 okuzenih imigrantov v zadnjih 15 letih, na Nizozemskem naj bi 56 %
vseh okuzenih s HCV predstavljali imigranti, v Nemciji 37 %, v Italiji pa je bilo od vseh na
novo okuzenih v letu 2002 41 % imigrantov. V zadnjih 15-ih letih naj bi v Evropo imigriralo
okoli 20 miljonov ljudi, ve¢inoma revnejSih in ¢e to povezemo z vedno vecjim Stevilom
IVUD, je slika prevalence HCV in epidemiologije v Evropi precej dramati¢na (Esteban in

sod., 2008).

Vzorec epidemije HCV se v zadnjih 15-ih letth mnogo hitreje spreminja kot prej, saj se
glavni epidemioloski parametri (prevalenca, razSirjenost, nacini prenosa in razporeditev
genotipov) spreminjajo iz leta v leto. Predvsem v Evropi so opazne izrazite spremembe, ki so
posledica bolj varnega postopka transfuzije krvi, boljsih bolnisni¢nih pogojev, razsirjanja

IVUD in imigracije v Evropo 1z endemi¢nih podrocij (Esteban in sod., 2008).
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2.5 NACINI PRENOSA HCV

2.5.1 Prenos okuzbe s HCV pri intravenskem uZivanju drog

Danes je prenos okuzbe s HCV z intravensko uporabo drog najpogostejsi in najnevarnejsi
dejavnik tveganja, pri katerem pride zaradi uporabe in izmenjave rabljenih igel med uzivalci
do prenosa okuzbe. Predvsem pa se veca deleZ tega dejavnika tveganja v razvitem zahodnem
svetu. V Franciji je bilo na primer leta 2002 med 1183 okuzenimi kar 45,4 % IVUD in ta

Stevilka se Se veca (Bourliere in sod., 2002).

Tudi v Avstriji so leta 2001 med 250 okuzenimi iz okolice Dunaja odkrili, da je bilo 30 %
vseh okuZb povzrodenih z intravensko uporabo drog (Haushofer in sod., 2001). Se bolj
presenetljiv je podatek, da so v ZDA med leti 1988 in 1994 v zelo obsezni raziskavi
ugotovili, da je kar 48 % vseh okuzenih IVUD (Armstrong in sod, 2006), kar pa Se vedno ni
veliko v primerjavi z avstralsko raziskavo, ki so jo izvedli med letoma 1997 in 2000 in
odkrili, da je bilo med 912 novo odkritimi okuzenimi kar 93 % IVUD (Robotin in sod.,
2004).

Nekateri znanstveniki so se lotili raziskovanja povezave med HCV in i.v. uporabo drog iz
druge smeri, kar pomeni, da so pod drobnogled vzeli celotno populacijo IVUD na dolo¢enem
podrocju in raziskali delez okuzenih. Tako so na primer med leti 1988 in 1996 v ZDA
ugotovili 30 % prevalenco HCV (Villano in sod., 1997), v Belgiji med 310 IVUD v razli¢nih
mestih med 46 % in 71 % prevalenco (Mathei in sod., 2005), v Avstraliji med 36,6 % in 74 %
prevalenco (Bradshaw in sod., 2005). V Londonu pa je bilo med 428 IVUD mlaj$imi od 30
let okuzenih s HCV 44 % in samo 4 % s HIV (Judd in sod., 2005).

2.5.2 Prenos okuzbe s HCV pri transfuziji krvi in krvnih pripravkov

Do leta 1991 je bil v razvitih drzavah glaven nacin prenosa HCV transfuzija krvi in krvnih
pripravkov, kar je predstavljalo priblizno tretjino okuzb. Ko so okoli leta 1991 zaceli kri za
transfuzijo testirati, je prvo mesto kot najpogostejsi nacin prenosa HCV prevzela intravenska

uporaba drog (Gérard in sod., 2005). Tako so na primer v Franciji odkrili, da je pogostost
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okuzbe s transfuzijo padla iz 48,7 % pred letom 1978 na 5,2 % po letu 1990 in da je

pogostost okuzbe z injiciranjem drog narasla iz 35,1 % na 54,8 % (Bourliere in sod., 2002).

Pri prenosu okuzbe s HCV s transfuzijo so najvecji problem predstavljali pripravki
dejavnikov strjevanja krvi, ki so bili pripravljeni iz ve¢jega Stevila razli¢nih krvodajalcev (do
2500), saj je bil tako dovolj le en okuzen, da se je okuzba prenesla (Van der Poel in sod.,
1998). Sodobni encimsko imunski testi odkrijejo Ze skoraj 100 % anti-HCV pozitivne krvi,
tako da resno groznjo predstavljajo samo Se krvodajalci, ki so v obdobju t. i. diagnosti¢nega
okna, torej v obdobju viremije pred serokonverzijo (Alter, 1997). V vecini razvitih drzav
(EU, ZDA, Japonska...) so bile v zadnjih petih letih za testiranje krvi krvodajalcev v
transfuzijski medicini uvedene t. i. tehnike NAT (angl. nucleic acid techniques), s katerimi se
odkriva HCV RNA. Transfuzijski centri uporabljajo dve vrsti metod NAT, verizno reakcijo s
polimerazo (angl. PCR, polimerase chain reaction) in pomnozevanje s pomocjo transkripcije
(angl. TMA, transcription mediated amplification). S temi tehnikami se diagnosti¢no okno v

povprecju skrajSa za dva meseca iz 82 na 23 dni (Coste, 2005).

2.5.3 Prenos okuzbe s HCV pri presaditvi organov

Ce je darovalec organa RNA HCV pozitiven, je tveganje za prenos okuZbe precej visoko,
ocenjujejo da je tveganje za prenos okuzbe z viremi¢nega darovalca priblizno 78 % pri tem
pa okuzba vedno poteka kroni¢no. Pri teh bolnikih zaradi imunosupresije ne nastajajo

protitelesa, zato je potrebno iskati RNA HCV (Pereira in sod., 1995)

2.5.4 Prenos okuzbe s HCV pri hemodializi

Do prenosa okuzbe s HCV pri hemodializi pride vecinoma zaradi slabe kontrole
hemodializnih membran in opreme, ki se uporablja na hemodializnih oddelkih. Tako se je, Se
preden se je vedelo za HCV in njegov nacin prenaSanja, okuzilo veliko ljudi. Ocenjuje se, da
je priblizno 10-40 % bolnikov na hemodializi okuzenih s HCV (Pujol, 1996). V Slovenski
raziskavi iz leta 1995 so ugotovili, da je v Sloveniji s HCV okuZenih priblizno 55,5 %

bolnikov na hemodializi (Seme, 1995). V raziskavi o pogostosti okuzbe v slovenskih
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hemodializnih enotah so ugotovili, da se ta giblje med 0 % v celjski bolni$nici in 34 % v

izolski (Seme, 1996).

2.5.5 Ostali nacini prenosa okuzbe s HCV

Ostali mozni nacini prenosa okuzbe s HCV so sledeci: spolni, vertikalni, prenos pri
zdravstvenih delavcih, tetoviranje, britje z istim priborom, prebadanje, njuhanje,

akupunktura, zobozdravniski posegi.

Moznost prenosa okuzbe s HCV pri spolnem stiku je precej nizka, predvsem zaradi nizke
koncentracije HCV v krvi in spermi. To dokazujejo raziskave, ki so odkrile bistveno nizjo
prevalenco HCV pri partnerjih okuzenih oseb, kot pa na primer za HIV ali HBV v podobno
zasnovanih raziskavah. Uc¢inkovitost prenosa za HCV je bila ocenjena na 5 %, medtem ko je

bila za HIV 15 %, za HBV pa celo 30 % (Utsumi in sod., 1995).

Vertikalni prenos okuzbe s HCV iz mame na novorojencka je zelo redek. Prenos je mnogo
bolj verjeten pri RNA HCV pozitivnih materah, tveganje pa Se dodatno poveca socCasna
okuzba matere s HIV ali visoka raven serumske alanin-aminotransferaze (ALT) (Linn in sod.,

1994).

Verjetnost okuzbe med zdravstvenimi delavci v Sloveniji, kjer so v sedemletnem obdobju
zajeli 373 perkutanih poSkodb, je najvecja pri medicinskih sestrah in zdravstvenih tehnikih
(48,5%) z vbodom z votlo iglo (68,4 %). Pri perkutani izpostavitvi krvi bolnika s hepatitisom

C je moznost okuzbe pri poskodovancu 3-10 % (LeS$nicar, 2005).

2.6 POTEK OKUZBE

Zivljenjski krog HCV je slabo poznan, saj virusa do nedavnega niso mogli uspe$no gojiti in
vitro na celi¢nih kulturah, prav tako pa so poskuse in vivo lahko do nedavnega delali le na
Simpanzih. Po vstopu v gostitelja se virus pritrdi na specifini receptor na povrsini
gostiteljske celice, pri emer se virusna sredica sprosti v citoplazmo iz nje pa virusna RNA,

ki sodeluje tako pri prevajanju nukleotidnega zaporedja v aminokisline kot pri pomnozevanju
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genoma HCV v citoplazmi. Vgrajevanje genoma v virusno sredico poteka v
endoplazmatskem retikulumu, ovijanje viriona z lipidno membrano pa v Golgijevem aparatu.

Novo nastali virusi se sprostijo iz celic z eksocitozo (Penin in sod., 2004).

Po mnogih poskusih je znanstvenikom leta 2005 kon¢no uspelo vzpostaviti sistem gojenja
virusa HCV na celi¢ni kulturi s transfekcijo celi¢ne linije ¢loveskih celic hepatoma Huh-7 s
klonirano genomsko RNA podtipa HCV 2a, vendar so intenzivne raziskave Se v teku, saj ima

ta sistem Se vedno nekaj omejitev (Mocilnik, 2008).

Prisotnost virusne RNA v serumu se zazna ze v enem do dveh tednih po okuzbi. Virusno
breme hitro naraste na 10° kopij/mL, vendar kljub temu ne pride do imunskega odziva $e 2 do
3 mesece, kar virusu omogoca prevlado nad imunskim sistemom gostitelja (Bertoletti in
Ferrari, 2003). Hitremu porastu virusne RNA v serumu sledi obdobje 4-6 tednov, ko se kljub
odsotnosti specifi¢nih limfocitov B in T in vnetnega odziva v jetrih virusno breme umiri.
Koli¢ina ALT v serumu doseze vrh v 8.-12. tednu, takrat zaCne virusno breme v serumu
upadati in pride tudi do pojava specifi¢nih protiteles proti HCV. Zaradi 2 do 3 mese¢ne
zamude imunskega odziva, se za dokazovanje HCV v zacCetnem obdobju uporabljajo

molekularne metode (Rehermann in Nascimbeni, 2005).

Inkubacijska doba okuzbe s HCV traja od 6 do 8 tednov. Skoraj pri vseh okuzenih pride do
poskodbe hepatocitov, kar se kaze le kot zmerno zviSanje vrednosti serumskih
aminotransferaz, predvsem ALT. Po tem obdobju se pri 20 do 30 % bolnikom pojavijo znaki
akutnega hepatitisa, ki so precej blaZji kot pri akutnem virusnem hepatitisu B. Ce pride pri
bolniku do simptomov, se ti kazejo kot prehlad, slabost in bole¢ine v miSicah, nekoliko
kasneje se pojavi Se zlatenica, vendar pri vecini do simptomov ne pride in bolezen poteka
povsem subklini¢no, kar je velik problem HCV (Hoofnagle, 1997). Vendar pa lahko po drugi
strani pri od 15 do 50 % nezdravljenih pacientov okuzba spontano izzveni (Lehman in sod.,

2004).

Priblizno 75 % okuzb s HCV s¢asoma preide v kroni¢ni hepatitis. Kroni¢na oblika hepatitisa
C ni posledica direktnega uniCenja jetrnih celic s strani virusa, ampak je bolj posledica
imunskega odziva. Ta je dovolj intenziven, da pospesSuje unic¢enje jetrnih celic in fibrozo, ne

pa dovolj da bi odstranil virus iz telesa (Heydtmann in sod., 2001). Po desetih letih okuzbe s
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HCYV se le ta 10-20 % pacientom razvije v cirozo jeter (Haushofer in sod., 2001). Po ve¢ kot
20-ih letih prikrite kroni¢ne okuzbe privede hepatitis C do nastanka jetrne ciroze. Njeni
klini¢ni znaki in simptomi so pri mnogih prvi in edini znaki okuzbe s HCV (Esteban in sod.,
1998). Po multivariantni analizi so ugotovili, da razvoj ciroze ni povezan z genotipom ampak
bolj s casom izpostavljenosti bolnika virusu, imunsko oslabelostjo (bolniki s HIV) in ostalimi

kofaktorji hepatitisa (alkohol ali hepatitis B) (Payan in sod., 2005).

Potek same bolezni je odvisen tako od lastnosti virusa kot od lastnosti bolnika. Poleg koli¢ine
vnesega virusa ob okuzbi, lahko na potek okuzbe vpliva tudi genotip HCV in Stevilo kvazi
vrst (Seeff, 1997). Med lastnosti bolnika, ki vplivajo na potek okuzbe pa bi lahko Steli starost,
spol, uzivanje alkohola, istocasna okuzba s HIV in nizko Stevilo CD4, poleg tega pa Se
trajanje okuzbe (Poynard in sod., 2001). Ugotovili so, da ima imunski odgovor bolnika
poglavitno vlogo pri patogenosti virusnega hepatitisa, saj ufinkovito sodeluje tako pri
nadzorovanju virusne okuzbe in okrevanju kot pri razvoju kroni¢nega hepatitisa C in ciroze
jeter (Caruntu in Benea, 2006). Bolniki s slabSim imunskim odzivom v akutni fazi bolezni so
pogosto brez simptomov in je vecja verjetnost da bodo postali kroni¢ni nosilci, kot tisti

bolniki ki so imeli mo¢an imunski odziv (Poynard in sod., 2003).

2.7 DIAGNOSTIKA HEPATITISA C

Diagnostika okuzbe s HCV temelji na posrednih diagnosti¢nih metodah, s katerimi dolo¢amo
protitelesa proti HCV v serumskih vzorcih bolnikov in na neposrednih metodah, s katerimi
dolo€amo virusno nukleinsko kislino. Virusno nukleinsko kislino dokazujemo s
kvalitativnimi in kvantitativnimi testi za dokazovanje nukleinskih kislin, t. i. tehnike NAT.
Encimsko imunski presejalni testi (EIA, angl. enzyme immunoassay) se uporabljajo za
dokazovanje protiteles (Zein, 2000). Prvim testom, ki so uporabljali le en antigen, so
postopoma dodajali nove in tako se z dodajanjem antigenov v specifi¢ni del reakcije veca
obcutljivost anti-HCV testov (Kao in sod, 1996). Tretja generacija EIA testov je ze tako
obcutljiva in specificna, da se danes ne izvaja ve¢ potrditvenih imunoblot testov, ki so jih
vCasih zaradi nezanesljivosti presejalnih testov izvajali (Pawlotsky, 2002). Potrditveni testi so
temeljili na uporabi rekombinantnih virusnih beljakovin, predhodno lo¢enih z gelsko

elektroforezo in nato prenesenih na nitocelulozno membrano po klasicnem Western blot
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postopku. Mnogo bolj uporabna razli¢ica Western blot testov so imunoblot testi, kjer so
rekombinantne ali sintetiCne virusne beljakovine nanesene na nitrocelulozno membrano s
posebnim postopkom v obliki jasno omejenih trakov (Seme in Poljak, 1995; Seme in Poljak,

1996 ).

V prvi generaciji encimsko imunskih testov so kot antigen uporabljali beljakovini 5-1-1 in c-
100-3, ki so ju pridobili iz nestrukturnih beljakovin NS3 in NS4. Testom prve generacije so
dodali Se beljakovini sredice ¢22, ki so jo pridobili iz zelo ohranjene virusne sredice in c33c,
katero pa so pridobili iz predela NS3, ki je slabSe ohranjen. Testi tretje generacije imajo poleg

nastetih antigenov dodan Se del NS5, imenovan BHC7 (Zein, 2000).

Za diagnozo okuzbe s HCV se danes uporabljajo ve¢inoma encimsko imunski testi tretje in
Cetrte generacije s katerimi se dokazuje anti-HCV protitelesa IgG v serumu okuzene osebe.
Pozitivnega rezultata zaradi zanesljivosti teh testov ni ve¢ potrebno potrjevati. Za locevanje
aktivnega hepatitisa C od prebolelega je potrebno serumski vzorec anti-HCV pozitivne osebe
preiskati za virusno RNA z molekularnimi metodami, kot sta PCR in TMA. Pozitiven rezultat
pomeni aktivno okuzbo s HCV. Pri akutnem hepatitisu C RNA HCV po enem letu po okuzbi
v serumu ni ve¢ prisotna, zato se za potrditev kroni¢nega hepatitisa C izvajata dva testa v
razmaku 6 do 9 mesecev. Pozitivna rezultata pomenita, da gre za kroni¢ni hepatitis C. Za
potrditev prebolelega hepatitisa C je potrebno serum bolnika testirati za HCV RNA dvakrat v

enem letu. Oba negativna rezultata pomenita preboleli hepatitis C (Seme in sod., 2009).

Ce seroloske teste izvedemo v obdobju serokonverzije, ki traja od 8 do 12 tednov ali pa na
zacetku okuZzbe, ko je v serumu prisotnih le malo protiteles, dobimo negativen anti-HCV
rezultat. Do negativnih anti-HCV rezultatov lahko pride tudi zaradi slabega imunskega
odziva na HCV (Pawlotsky, 2002). Danes se uporablja kvalitativno razli¢ico PCR za
dolocevanje, ali prisotnost protiteles proti HCV v serumu bolnika pomeni ze v preteklosti
prebolelo ali Se aktivno okuzbo s HCV ter za odkrivanje okuzbe s HCV pred serokonverzijo

ali na njenem zacetku (Seme in Poljak, 1995; Seme in Poljak, 1996).

Z molekularnimi metodami je mogoce odkriti okuzbo s HCV 40 do 100 dni prej kot s
seroloskimi metodami. Ob sumu na akutni hepatitis ¢ je potrebno skupaj s seroloSkimi testi

opraviti tudi preiskave z molekularnimi metodami, saj v t. i. diagnosti¢nem oknu anti-HCV
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protitelesa Se niso zaznavna. Molekularne metode se uporabljajo tudi za testiranje krvi
krvodajalcev, za dokazovanje okuzbe pri osebah z oslabljenim imunskim sistemom (HIV) in
hemodializnih osebah ter za razlikovanje paranteralno prenesenega hepatitisa C od pasivnega
prenosa pri dojenckih anti-HCV pozitivnih mater. Obcutljivost kvalitativnih molekularnih

metod je 5-15 IU HCV RNA/ml seruma (Seme in sod., 2009)..

Neposredne metode molekularne virologije, s katerimi dolocamo virusno nukleinsko kislino,
so nepogresljive pri odkrivanju kroni¢nih nosilcev HCV, zgodnje okuzbe s HCV pred
serokonverzijo, pri odkrivanju in kvantifikaciji viremije, spremljanju protivirusnega
zdravljenja, odlocanju o shemi protivirusnega zdravljenja in pri razlikovanju prave okuzbe od

pasivnega prenosa protiteles (Seme in sod., 1994).

Genotipizacija in kvantitativne molekularne metode se uporabljajo izklju¢no pri bolnikih, ki
so doloCeni za protivirusno zdravljenje hepatitisa C, za doloCitev naina in trajanja
zdravljenja ter za spremljanje ucinkovitosti zdravljenja. Za dolocevanje genotipa HCV se
najpogosteje uporablja metoda reverzne hibridizacije, za kvantitativno dolo¢evanje koli¢ine
virusne RNA pa se danes najpogosteje uporablja PCR v realnem casu, s katero se lahko
natan¢no doloc¢i koncentracijo RNA od 5-15 IU/ml do ve¢ kot 100.000.000 ITU HCV RNA/ml

seruma (Seme in sod., 2009).

2.8 RAZPOREDITEV HCV V SLOVENIJI DO LETA 2003

V Sloveniji sta bili do leta 2003 izvedeni dve raziskavi, ki sta podrobno preucili podatke o
osebah okuzenih s HCV. V prvi so bili zajeti vsi pacienti od leta 1993, ko se je pri nas zacelo
testiranje za HCV, do leta 1997, v drugi pa so bili zajeti vsi pacienti od leta 1993 do vklju¢no
2002.

V Sloveniji je tako kot drugje po svetu ze nekaj let najpogostejsi dejavnik tveganja okuzbe s
HCV intravensko uZivanje drog. Ta dejavnik je vedno pogostejsi in je leta 1997 predstavljal
36,4 % vseh okuZenih, medtem ko je leta 2002 predstavljal Ze 54,1 %. Prav tako je narasel
tudi delez okuzenih hemofilikov iz 3,0 % na 9,1 %. Po drugi strani pa so se delezi vseh

odstalih dejavnikov tveganja zato znizali, predvsem logi¢no je, da se je zmanjsal delez
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neznanega dejavnika tveganja iz 28,2 % na 16,6 %, saj je bilo pri nas uvedeno testiranje leta
1993. Najvecji upad deleza je bil zabelezen pri hemodializnih bolnikih, saj je iz 18,2 % padel
na samo 5,8 %, malo manjsi upad je bil odkrit pri zdravstvenih delavcih, iz 3,9 % na 1,7 %,

Se najmanjsi pa pri transfuziji, iz 10,3 % je padel na 8,2 %.

Spremembe so se seveda v tem obdobju zgodile tudi pri razporeditvah genotipov, saj so ti
tesno povezani z dejavniki tveganja. Tako je precej logi¢no, da se je delez genotipa 3 dvignil
iz 25,6 % na 31,8 %, saj se je istoCasno povecal tudi delez IVUD okuZenih s HCV, kjer je ta
genotip leta 2002 povprecno predstavljal 53,9 %. Delez podtipa 2b je v tem obdobju padel z
7,4 % na 2,4 %, verjetno zaradi upada deleza hemodializnih bolnikov, kjer je ta podtip
predstavljal najvec¢ji delez (leta 1997 24,3 %, leta 2002 16,2%). Delez podtipa 1b je,
zanimivo, ostal na skoraj istem odstotku, iz 34,0% se je povzpel na le 34,2 %. Dejavniki
tveganja okuZzbe, kjer je ta podtip najbolj prisoten so hemodializni bolniki (40,6 %),
hemofiliki (42,4 %) in prejemniki krvi, tkiv in organov (69,9 %), vendar je skupno Stevilo teh
mocno upadlo v tem obdobju, medtem ko se je Stevilo IVUD precej povecalo, kjer pa je
povprecen deleZ podtipa 1b v tem obdobju 6,7 %. Upad deleZa podtipa 1a z 28,1 % na 23,1
% je morda Se najtezje razloziti, saj je ta podtip najbolj zastopan ravno med IVUD (31,7 %).
Je pa res, da ima nezanemarljive deleze tudi med drugimi dejavniki tveganja, kot so
prejemniki krvi, tkiv in organov (10,9 %), hemofiliki (23,7 %), osebe s tveganimi spolnimi
stiki (41,2 %) in pri zdravstvenih delavcih (35,7 %), katerih deleZi so se mo¢no zmanjsali.
Tudi med IVUD je delez podtipa la padel iz 43,2 % leta 1997 na 31,7 % leta 2002, tako da je

verjetno vec razlogov privedlo do splosnega upada deleza.

Kot je iz rezultatov predhodnih raziskav razvidno je delez genotipa 3 do leta 2002 strmo
nara$cal, delez podtipa 1b strmo padal, delez podtipa la pa ostal na priblizno istem delezu.
To vse moc¢no sovpada z delezi dejavnikov tveganja okuzbe in podoben trend lahko

pricakujemo tudi v prihodnje.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 BOLNIKI

V raziskavo smo vkljucili vse bolnike iz arhiva InStituta za mikrobiologijo in imunologijo
Medicinske Fakultete v Ljubljani, pri katerih so bila v obdobju med leti 2003 in 2006 z
encimsko imunskimi testi dokazana protitelesa proti HCV. V vseh izbranih anti-HCV
pozitivnih serumskih vzorcih smo dolocili prisotnost virusne RNA s testom reverznega
prepisovanja tarcne RNA do komplementarne DNA (cDNA), pomnoZevanjem tarénega
pridelka s PCR in s hibridizacijo nukleinskih kislin za odkrivanje RNA HCV v serumu.
Spodnja meja obcutljivosti uporabljenega testa COBAS AMPLIPREP/COBAS AMPLICOR
HCV Test, v. 2.0 (Roche Diagnostic System, Branchburg, ZDA) je 50 IU/ml. S testom smo

pomnozili 244 bp velik odsek, ki smo ga uporabili za genotipizacijo.

V raziskavo je bilo vklju¢enih 891 oseb z dokazano okuzbo s HCV. Iz arhiva smo zbrali
sploSne podatke o bolnikih in rezultate preiskav na okuzbo s HCV ter za vsakega bolnika
poslali vpraSalnik zadnjemu odgovornemu zdravniku o verjetnemu dejavniku tveganja
okuzbe s HCV. Podatki pridobljeni iz arhiva in vprasalnikov so obsegali starost, spol,
dejavnik tveganja, genotip HCV, prisotnost virusne RNA v vzorcu in leto postavitve
diagnoze. Med dejavniki tveganja so bili na izbiro transfuzija krvi in krvnih pripravkov,
hemodializa, intravensko uzivanje drog, tvegano spolno obnasanje, druzinski stik,

zdravstveni delavci, tetoviranje in ostali dejavniki.

Na sliki 2 so prikazani pridobljeni podatki za 891 oseb okuzenih s HCV. Od 891 anti-HCV
pozitivnih oseb smo dobili od odgovornih zdravnikov odgovore o dejavnikih tveganja za 441
oseb. Med 891 anti-HCV pozitivnimi osebami, jih je bilo 629 tudi RNA HCV pozitivnih.
Genotip je bilo mogoce opredeliti pri 443 osebah. Med 891 anti-HCV pozitivnimi osebami je
bilo 247 oseb, ki so imele opredeljen genotip HCV in prav tako poznan dejavnik tveganja

okuzbe.
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Slika 2: Prikaz pridobljenih podatkov pri osebah okuzenih s HCV obravnavanih v nasi raziskavi v Sloveniji v

letih 2003 — 2006 (n=891).

3.2 GENOTIPIZACIJA

Genotipizacijo izolatov HCV smo izvedli z metodo reverznega dot-blota, ki temelji na

hibridizaciji odseka 5' nekodirajocega dela genoma HCV, pomnoZenega s PCR, z 19 tipsko-

specificnimi sondami, vezanimi na nitrocelulozno membrano. Pri tem je bil uporabljen

standardni test za genotipizacijo HCV INNO-LIPA HCV II (Innogenetics, Ghent, Belgija), ki

je imel na nitrocelulozni membrani v obliki omejenih trakov vezane sledece sonde:

« 2 specifi¢ni za genotip 1

« 1 specifi¢no za podtip la

. 2 specifi¢ni za podtip 1b
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« 1 specifi¢no za kombinacijo podtipov 1a/1b
« 2 specifi¢ni za genotip 2
« 1 specificno za kombinacijo podtipov 2a/2¢c
« 1 specifi¢no za podtip 2b
. 3 specificne za genotip 3
« 3 specifi¢ne za genotip 4
« 2 specificni za podtip Sa

« 1 specifi¢no za podtip 6a

Poleg vseh teh sond je na vsako membrano vezana tudi DNA lovka znacilna za 5'
nekodirajoca podrocja vseh genotipov HCV in trak za nadzor pravilnosti postopka detekcije

nastalih hibridizacijskih kompleksov (Slika 3).

L

MKR LN
1 - CONJ CTRL
2-AMPL CTRL

5- 1a
6 -
_)—-—~— 1b
7 -
8 e 1a/1b
2
11
11 2al/2c
12— 2b

Slika 3: Nitrocelulozna membrana v obliki traku z vezanimi DNA lovkami, specifi¢nimi za posamezne genotipe

HCV.
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Pred tipizacijo je bilo potrebno virusno RNA osamiti in prepisati v cDNA ter pomnoziti 244
bp velik odsek najbolj ohranjenega dela genoma HCV. 50ul z biotinom oznacenega
pomnoZzenega odseka smo nato skupaj z 2 ml hibridizacijske tekocCine, ogrete na 50°C dodali
v posebno posodico, v kateri je bila tudi nitrocelulozna membrana z 19 specificnimi DNA
sondami. Hibridizacija je trajala 1 uro v hibridizacijski tekocini pri 50°C. Po konc¢ani
hibridizaciji smo z vakumskim aspiratorjem odstranili vso teko¢ino in na membrano dodali 2
ml razopine za spiranje, ogrete na 50°C. S stresanjem 60 s na stresalniku smo odstranili vso
tekocino in postopek ponovili Se enkrat. Sledila je inkubacija membrane 30 minut pri 50°C z
2 ml ogrete raztopine za spiranje. Po kon¢ani inkubaciji smo membrano dvakrat spirali po
eno minuto z raztopino za spiranje. Prisotnost hibridiziranih kompleksov smo dokazali s
streptavidinom, ki je bil oznacen z alkalno fosfatazo. Nevezani kompleks smo po 30 minutni
inkubaciji na stresalniku pri sobni temperaturi odstranili z dvakratnim spiranjem z raztopino
za spiranje in enkratnim spiranjem s substranim pufrom. Na membrano smo nato dodali 2 ml
encimskega substrata, ki je vseboval 5-bromo-kloro-indolilfosfat in nitratno modro tetrazolij
v dimetil-formamidu. Sledila je 30 minutna inkubacija na stresalniku pri sobni temperaturi in
dvakratno spiranje z destilirano vodo. Membrano smo pustili, da se posusi na zraku. Na
mestih nitrocelulozne membrane, kjer je prislo do popolne komplementarnosti nukleotidnih
zaporedij, so se pojavili rjavo obarvani traki. Glede na pozicijo obarvanih trakov smo s
primerjanjem poloZajev obarvanih trakov na membrani s polozaji vezanih specificnih sond
odcitali genotip oziroma podtip. UspeSnost in pravilnost postopka smo preverili z

obarvanostjo trakov za kontrolo pomnoZevanja in kontrolo konjugata.

3.3 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Za statisticno primerjavo kvantitativnih podatkov smo wuporabili Studentov t test, za
primerjavo atributivnih spremenljivk pa y” test (z Yatesovo korekcijo za frekvence manjse od

5). Kot statisti¢no znacilne smo upostevali razlike pri vrednosti p < 0,05.
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4 REZULTATI

4.1 EPIDEMIOLOSKE ZNACILNOSTI OKUZBE S HCV V SLOVENIJI

V obdobju od 01.01.2003 do 31.12.2006 so bila protitelesa anti-HCV dokazana pri 891
osebah. Prisotnost protiteles je bila dolo¢ena z encimsko imunskim testom tretje generacije
razli¢nih proizvajalcev. Specificnost dokazanih protiteles smo potrdili s potrditvenim testom
INNO-LIA™ HCV Ab III update (Inogenetics, Ghent, Belgija).

Ugotovljena povpre¢na starost vseh okuzenih s HCV v navedenem obdobju v Sloveniji je
35,6 let. 576 (65,4 %) vseh okuzenih oseb je bilo moskih s povprecno starostjo 34,7 + 13,2
let, 294 (33,4 %) oseb je bilo zensk s povprecno starostjo 37,4 = 17,1 let, za 11 (1,2 %) oseb
od vseh okuZenih pa tega podatka ni. Zenske so bile statisticno pomembno starejse v
primerjavi z moskimi (p<0,05). V Preglednici 1 je prikazano Stevilo novo odkritih okuzb s

HCYV po letih.

Preglednica 1: Stevilo novo odkritih anti-HCV pozitivnih oseb v Laboratoriju za molekularno mikrobiologijo
in diagnostiko hepatitisov in aidsa Instituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske Fakultete v Ljubljani v

obdobju 0od 01.01.2003 do 31.12.2006.

LETO Stevilo novo odkritih anti-HCV
pozitivnih oseb

2003 | 218 |

2004 | 235 |

2005 | 225 |

2006 | 213 |

skupaj | 891 |

Vse anti-HCV pozitivne osebe smo razdelili v starostne skupine 0-10, 11-20, 21-30, 31-40,
41-50, 51-60, 61-70, 71-80, 81-90 let glede na starost ob postavitvi diagnoze. Rezultati so
prikazani na sliki 4, kjer se jasno vidi, da je bilo dale¢ najve¢ okuZenih s HCV v Sloveniji
odkritih v starostni skupini 21-30 let (45,8 %), veliko jih je bilo odkritih tudi v starostni
skupini 31-40 let (21,9 %), tako da ti dve starostni skupini zajameta kar dobri dve tretjini

vseh okuzenih.



Zupan G. Razporeditev genotipov virusa hepatitisa C v Sloveniji v letih 2003-2006. 21
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta. Enota medodel¢nega $tudija mikrobiologije, 2009

50

45

40

35

30

25 21,9

15 12,4

10
4,9

0,1 | l I 0,7
0 T T T T T T T —

0-10 let 11-20let  21-30let 31-40let 41-50let 51-60let 61-70let 71-80let  81-90 let

Starostne skupine (leta)

Slika 4: Starostne skupine oseb okuzenih s HCV v Sloveniji v letih 2003 — 2006 (n=891).

Podatke o dejavnikih tveganja vseh oseb okuzenih s HCV v danem obdobju smo pridobili od
njihovih lececih zdravnikov, ki so nam jih poslali v obliki izpolnjenih obrazcev, katere smo
jim predhodno poslali. Podatki o dejavnikih tveganja za 891 anti-HCV pozitivnih oseb so

prikazani v Preglednici 2.

Preglednica 2: Dejavniki tveganja okuzbe s HCV v Sloveniji v letih 2003 - 2006.

Dejavniki tveganja okuzbe ‘ Stevilo ‘ Odstotek ‘
oseb
Intravenska uporaba drog | 344 | 38,6 |
Prejemnik krvi in krvnih pripravkov | 28 | 31 |
Osebe, ki so se okuZile s spolnimi stiki | | 1,0 |
Zdravstveni delavec | | 0,4 |
Tetoviranje | | 0,3 |
Neznano | 503 | 56,8 |
Skupaj | 891 | 100 |

Za 503 osebe (56,8 %) okuzene s HCV dejavnik tveganja ni bil poznan. Za 450 od teh 503

oseb lececi zdravnik ni vrnil vpraSalnika, ostalih 53 oseb pa lececi zdravnik ni mogel uvrstiti
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v nobeno od skupin z dejavnikom tveganja za okuzbo s HCV. Kot je iz Preglednice 2
razvidno je bila intravenska uporaba drog dale¢ najbolj pogost dejavnik tveganja v Sloveniji s
344 osebami (38,6 %), med katere smo uvrstili tudi 5 oseb z ve¢ dejavniki tveganja okuzbe,
vendar pa je zelo verjetno intravenska uporaba drog primarni vzrok za okuzbo. Drugi
najpogostejsi dejavnik tveganja so bili prejemniki krvi in krvnih pripravkov s 28 osebami
(3,1 %), med katerimi je bilo 5 hemofilikov. Odkritih je bilo tudi 9 oseb (1 %), ki so se
okuzile s spolnimi stiki. Od tega sta bila 2 homo oz. biseksualna moska, 1 heteroseksualna
zenska in 6 oseb, ki so imele heteroseksualni stik z IVUD. V tem obdobju so se s HCV

okuzili tudi 4 zdravstveni delavci (0,4 %), 3 osebe pa so se okuzile s tetoviranjem (0,3 %).

4.2 RAZPOREDITEV GENOTIPOV HCV V SLOVENUI

Med 891 anti-HCV pozitivnimi osebami je bilo 629 tudi RNA HCV pozitivnih, kar pomeni,
da so imeli v serumu prisotno virusno RNA. Med vsemi okuZenimi je bil genotip HCV
dolocen pri 443 osebah, kot je prikazano v Preglednici 3. Pri 232 osebah (52,4 %) je bil
ugotovljen genotip 1, z genotipom 2 je bilo okuzenih 15 oseb (3,4 %), z genotipom 3 je bilo
okuzenih 194 oseb (43,8 %), z genotipom 4 pa 2 osebi (0,5 %).

Preglednica 3: Razporeditev genotipov HCV v Sloveniji v letih 2003 - 2006.

Genotip §t. oseb ‘ dele? ‘
HCV

1 | 232 | 524% |

2 15 | 34% |

3 | 194 | 438% |

4 2 | 04% |

Skupaj | 443 | 100,0 % |

4.3 RAZPOREDITEV GENOTIPOV HCV GLEDE NA STAROST BOLNIKOV

Preglednica 4 prikazuje razlicne deleze genotipov v starostnih skupinah oseb okuzenih s
HCV. Genotip 1 je imel najvecji delez v starostni skupini 21-30 let (32,8 %), nato v starostni
skupini 31-40 let (24,1 %), pomemben delez je imel tudi v skupinah 41-50 let (18,5 %) in 51-
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60 let (11,6 %). V ostalih starostnih skupinah je imel manjSe deleze, v skupini 61-70 let 5,6
%, v skupini 71-80 let 3,4 %, v skupini 81-90 let 0,4 %, v skupini 0-11 let 0,4 % in v skupini
11-20 let 3 %.

Genotip 2 je bil precej enakomerno porazdeljen po vseh skupinah. Najve¢ji delez je imel v
skupini 31-40 let 20 %, skupinah, najmanjsi delez v skupini 11-20 let in 51-60 let 6,7 %, v
ostalih skupinah pa je imel deleze 13,3 %.

Genotip 3 je bil najbolj pogost v starostni skupini 21-30 let z 59,3 %, nato v skupini 31-40
let 24,2 %, v ostalih skupinah pa so bili deleZi precej niZji.

Genotip 4 je imel samo dva predstavnika, enega v starostni skupini 11-20 let in drugega v

skupini 21-30 let.

Preglednica 4: Stevilo in deleZi genotipov 1, 2, 3 in 4 po starostnih skupinah v Sloveniji v letih 2003 — 2006
(n=443).

Genotip HCV (st., %)

| |

Starostne skupine | 1 | 2 | 3 | 4 |
0-10 let |1 (100,0%) | / | / | / |
11-20 let |7 (292%) | 1 (42%) | 15 (625%) | 1 (42%) |
21-30 let | 76 (392%) | 2 (1,0%) | 115 (593%) | 1 (05%) |
31-40 let | 56 (528%) | 3 (28%) | 47 (443%) | / |
41-50 let | 43 (741%) | 2 B4%) | 13 (224%) | / |
51-60 let | 27 (871%) | 1 (32%) | 3 (9,7%) | / |
61-70 let | 13 (813%) | 2 (125%) | 1 (63%) | / |
71-80 let | 8 (80,0%) | 2 (20,0%) | / | / |
81-90 let | 1 (333%) | 2 (66,7%) | / | / |
Skupaj | 232(524%) | 15 (34%) | 194(438%) | 2(04%) |

Kot je prikazano v Preglednici 5 so bili bolniki okuzeni z genotipom 3 statisti¢cno pomembno
mlajSi od oseb okuzenih z genotipom 1 (p<0,00001). Statisticne primerjave z bolniki
okuzenimi z genotipoma 2 in 4 nismo delali zaradi premajhnega Stevila oseb v teh dveh

skupinah.

Preglednica 5: Povprecna starost bolnikov okuzenih z razli¢nimi genotipi HCV v Sloveniji v letih 2003 — 2006
(n=443).

| Genotip HCV | 1(=232) | 2(=15) | 3(n=194) | 4(n=2) |
| Povpreéna starost+SD | 39,1+14,8 | 51,1+228 | 295+7,9 | 20,5+3,53 |
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4.4 RAZPOREDITEV GENOTIPOV HCV GLEDE NA DEJAVNIKE TVEGANJA
OKUZBE

Od vseh 443 oseb, katerim je bil dolo¢en genotip HCV, je bil dejavnik tveganja za okuzbo s
HCV poznan pri 247 osebah (55,7 %). Podatki za teh 247 oseb so prikazani v Preglednici 6.
Najve¢ okuZenih oseb je bilo v skupini intravenskih uZivalcev drog (185 oz. 74,9 % oseb, ki
jim je bil dolocen genotip HCV in so imeli poznan dejavnik tveganja). V skupini intravenskih
uzivalcev drog jih je bilo najve¢ okuzenih z genotipom 3 (113 oseb, oz. 61,1 %) in nato z
genotipom 1 (70 oseb, 0z. 37,8 %) od tega s podtipom 1a 29 oseb (15,7 %) in podtipom 1b 19
oseb (10,4 %).

Preglednica 6: Razporeditev genotipov HCV glede na verjeten nacin okuzbe s HCV v Sloveniji v letih 2003 —
2006 (n=247).

Nacin okuzbe s HCV Genotip HCV
1 2 3 | 4 | Skupg
. 70 2 113 185
Intravensko uZivanje drog (37,8 %) (1,1 %) (61,1 %) (74,9 %)
. . . . 14 1 2 1 18
Prejem krvi in krvnih pripravkov (77.8 %) (5.6 %) (11,1 %) (5,6 %) (7,3 %)
. 5 5
SpOlnI stik (100 %) (2,0 %)
. . 3 1 4
Izpostavljenost pri delu v zdravstvu (75 %) (25 %) (1,6 %)
Tetoviranje 1 ! °
(100 %) (0,4 %)
Neznano 25 4 > 34
(73,5 %) (11,8%) | (14,7 %) (13,8 %)
. 118 8 120 1
Skupaj (47,8%) | (3,2%) | (48,6%) | (0,4 %) 247

Druga najvecja skupina je bila skupina z neznanim dejavnikom tveganja (34 oseb, oz. 13,8
%), od katerih jih je bilo najve¢ okuzenih z genotipom 1 (25 oseb, oz. 73,5 %), med katerimi
jih je bilo najve¢ okuZzenih s podtipom 1b (21 oseb, oz. 61,8 % oseb z neznanim dejavnikom
tveganja).

Prejemniki krvi in krvnih pripravkov so bili tretja najvecja skupina (18 oseb, oz. 7,3 %).

Najvec oseb iz te skupine je bilo okuzenih z genotipom 1 (14 oseb, oz. 77,7 %).
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Ostale skupine so imele v primerjavi z zgoraj naStetimi majhne deleze. Med 247 okuZenimi je
bilo 5 oseb, ki so okuzile s spolnim stikom (2,0 %, vsi okuzeni z genotipom 1), 4 zdravstveni
delavci (1,6 %, 3 z genotipom 1 in 1 z genotipom 2) in 1 oseba, ki se je najverjetneje okuZila

s tetoviranjem (0,4 %, genotip 1).

4.5 SPREMEMBE V RAZPOREDITVI GENOTIPOV HCV V OPAZOVANEM
OBDOBJU

V obdobju od 01.01.2003 do 01.12.2006 je bil genotip HCV opredeljen pri 443 osebah. V
tem obdobju so se delezi genotipov iz leta v leto bolj ali manj spreminjali. Stevilo novo
odkritih okuZenih oseb je bilo v opazovanem obdobju za vsako leto enako, razen pri genotipu

3 je nihalo (Slika 5), kar pa je vplivalo na deleZze posameznih genotipov na letni ravni.
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Slika 5: Delez posameznih genotipov HCV v Sloveniji v letih 2003 — 2006 (n=443).

Delez genotipa 1 je v tem obdobju najprej padel iz 57,3 % na 46,2 % nato pa se je v letu 2006
spet dvignil na 58,2 %, kot je prikazano na sliki 6. Trend spreminjanja deleza genotipa 3 se
je spreminjal obratno od genotipa 1, se pravi, da je najprej narasel (iz 36,5 % v letu 2003 na

51,5 % v letu 2004) in nato spet padel pribliZzno na stanje iz leta 2003 (37,8 % v letu 2006).
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Delez genotipa 2 je v opazovenem obdobju nihal med 2 % in 5 %, delez genotipa 4 pa ni

presegel 1 %. Trendi rasti in upodanja deleza genotipov so prikazani na sliki 6.
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Slika 6: Trendi rasti in upadanja delezev genotipov HCV v Sloveniji v letih 2003 - 2006.
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S RAZPRAVA IN SKLEPI

Virus hepatitisa C (HCV, angl. hepatitis C virus) je eden najpogostejSih povzrociteljev vnetja
jeter. V veliki meri okuzbe s HCV preidejo v kroni¢no obliko, ki se lahko razvije v cirozo
jeter ali hepatocelularni karcinom (Boyer in sod., 2002). Tudi do 80 % okuzb se lahko razvije
v kroni¢no okuzbo (Morice in sod., 2006, Haushofer in sod., 2001). Posebnost oziroma
nevarnost HCV se kaze v dolgotrajni nesimptomati¢ni okuzbi, ki se skozi leta v visokem

delezu razvije v smrtno bolezen kroni¢nega hepatitisa C (Seeff, 1997).

Svetovna zdravstvena organizacija ocenjuje, da je okuzene priblizno 3 % svetovne
populacije, delezi okuzenih pa so lahko od drzave do drzave razli¢ni (Gérard in sod. 2005).
Tako naj bi bila prekuzenost v Afriki 5,3 %, v vzhodnem Sredozemlju 4,6 %, v zahodnem
Pacifiku 3,9 %, v obeh Amerikah 1,7 % in v Evropi 1,0 %, razlike znotraj teh regij pa lahko
tudi zelo variirajo (Sy in sod., 2006, Schréter in sod., 2002). Ravno zaradi tako velikega
Stevila oseb okuzenih s HCV po vsem svetu, je zelo pomembno raziskati epidemioloske

znad¢ilnosti okuzbe s tem virusom.

Na InStitutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske Frakultete je bilo v obdobju od
1.1.2003 do 31.12.2006 odkritih 891 anti-HCV pozitivnih oseb. Vecina teh oseb spada v eno
od ogrozenih skupin. Te skupine so intravenski uporabniki drog, prejemniki krvi in krvnih
pripravkov, zdravstveni delavci in osebe, ki so se okuzile s spolnimi stiki ali tetoviranjem.
Pred uvedbo obveznega testiranja krvi na prisotnost anti-HCV protiteles je bil
najpomembnejsi vir okuzbe prejemanje krvi in krvnih pripravkov, z uvedbo obveznega
presejalnega testiranja darovane krvi z obcutljivimi encimsko imunskimi testi druge in tretje
generacije pa se je incidenca hepatitisa C precej zmanjSala. Prejemanje krvi in krvnih
pripravkov tako ni ve¢ najpomembnejsi dejavnik tveganja za okuzbo s HCV, danes je najbolj

pomemben dejavnik tveganja intravenska uporaba drog (Alter, 1997).

Na Institutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske Fakultete v Ljubljani je bilo v
obdobju od 1.1.2003 do 1.1.2006 odkritih 891 anti-HCV pozitivnih oseb. Odgovor
zdravnikov o domnevnem dejavniku tveganja okuzbe s HCV smo dobili za 441 oseb. Izmed
vseh 891 anti-HCV pozitivnih oseb, jih je bilo dale¢ najve¢ iz skupine intravenskih

uporabnikov drog (344 oseb, 38,6 %). Druga pomembna skupina so bili prejemniki krvi in
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krvnih pripravkov z 28 osebami, kar predstavlja 3,1 %. Oseb, ki so se okuzile s spolnimi stiki
je bilo odkritih 9 (1,0 %), zdravstvenih delavcev pa 4 (0,4 %). Tetoviranje je bilo kot
dejavnik tveganja odkrito pri 3 osebah (0,3 %). Kljub prizadevanju zdravnikov pa je dejavnik
tveganja okuzbe ostal neznan pri 503 osebah (56,8 %). Za 450 od teh oseb podatkov nismo
prejeli, za ostalih 53 oseb pa dejavniki tveganja niso znani, saj je Slo verjetno za manjSe

nesterilne kirurSke ali zobozdravniske posege ali pa za Se neznane nacine prenosa.

5.1 RAZPOREDITEV GENOTIPOV HCV V SLOVENUJI

Opredelitev genotipa HCV je pomembna za epidemioloske raziskave, za razjasnitev nacina
prenosa in Sirjenja okuZzbe, za dolocCitev sheme poteka in trajanja protivirusnega zdravljenja,
za dolocitev trajanja kombiniranega zdravljenja z pegiliranim interferonom in ribavrinom ter
za dolocitev doze ribavarina (Chevaliez in Pawlotsky, 2007). DoloCanje genotipa je
pomembno tudi za ocenjevanje verjetnosti odziva pacienta na razlicna zdravila, saj je
ponavadi odziv na terapijo pri osebah okuzenih z genotipoma 1 in 4 slabsi, kot odziv oseb
okuzenih z genotipoma 2 ali 3 (Bourliere in sod., 2002). Zato je opredelitev genotipa HCV
ena od kljucnih preiskav pred zaCetkom protivirusnega zdravljenja (Di Bisceglie in sod.,

2002).

V obdobju med 1.1.2003 in 31.12.2006 je bilo na InSitutu za mikrobiologijo in imunologijo
Medicinske Fakultete v Ljubljani odkritih 891 anti-HCV pozitivnih oseb. Med temi osebami
jih je bilo 629 tudi RNA HCV pozitivnih, med temi osebami pa je bil genotip opredeljen pri
443 osebah. Genotipi so bili opredeljeni z metodo reverznega dot-blota, ki temelji na
hibridizaciji odseka 5' nekodirajocega dela genoma HCV, pomnozenega s PCR, z 19 tipsko-
specificnimi sondami, vezanimi na nitrocelulozno membrano. Pri tem je bil uporabljen
standardni test za genotipizacijo HCV INNO-LIPA HCV II (Innogenetics, Ghent, Belgija), ki

je bil izbran v prvi slovenski raziskavi o genomski tipizaciji HCV v Sloveniji (Seme, 1997).

V opazovanem obdobju je bila v Sloveniji dokazana okuzba z genotipom 1 pri 232 osebah
(52,4 %), z genotipom 2 pri 15 osebah (3,4 %), z genotipom 3 pri 194 osebah (43,8 %) in
okuzba z genotipom 4 pri 2 osebah (0,4 %).
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Rezultati podobnih raziskav izvedenih v evropskih drzavah se med seboj dokaj razlikujejo. V
Nemciji so, na primer, med 747 posamezniki dokazali okuzbo z genotipom 1 pri 78 % oseb,
kar je precej veC kot pri nas (Schréter in sod., 2002). V Gr¢iji so med 1585 okuzenimi
posamezniki odkrili genotip 1 pri 46,9 %, genotip 3 pri 28,1 %, gentotip 4 pri 13,2 % in
genotip 2 pri 6,9 % oseb. Prevalenca genotipa 1 je podobna kot pri nas, ostale prevalence pa
se precej razlikujejo (Katsoulidou in sod., 2006). V Belgiji so v podobni raziskavi ugotovili
visoko prevalenco genotipa 1 (61,5 %), medtem ko so imeli genotipi 2, 3 in 4 precej podobne
in nizke prevalence (od 11 % do 14 %) (Gérard in sod., 2005). V ZDA so v malce starejsi
raziskavi iz leta 2000 med 6807 okuzenimi osebami prav tako dokazali precej visoko
prevalenco genotipa 1 (73 %), okuzenih z genotipom 2 je bilo 14 %, z genotipom 3 8 % in z
genotipom 4 3 % (Blatt in sod., 2000). Avstrijska raziskava iz okolice Dunaja, ki je zajela le
250 okuZenih oseb, je prisla do enako visoke prevalence genotipa 1 (74,8 %), genotip 2 je bil
prisoten le pri 2,8 % okuzenih, genotip 3 pri 16 %, genotip 4 pri 5,2 % in genotip 5 pri 0,4 %
(Haushofer in sod., 2001). Tudi rezultati raziskave v severovzhodni Italiji niso bili prevec¢
podobni naSim rezultatom. Prevalenca genotipa 1 je bila sicer precej podobna (57,5 %),
vendar pa je bila prevalenca genotipa 3 precej niZja (21,4 %) in prevalenca genotipa 2 precej
vi§ja (21,3 %), genotipa 4 pa sploh niso ugotovili. Rezultatom naSe raziskave so Se najbolj
podobni rezultati raziskave na Hrvaskem, kjer so zajeli desetletno obdobje. Med 1163
osebami okuzenimi s HCV so odkrili 58,8 % prevalenco genotipa 1 in 35,6 % prevalenco
genotipa 3, genotipa 2 in 4 sta bila prisotna v zelo nizkih delezih, ostalih genotipov pa sploh

niso ugotovili (Vince in sod., 2006).

Delezi genotipov HCV so precej razli¢ni tudi v starostnih skupinah. V nasi raziskavi smo
ugotovili, da je bila povprecna starost oseb okuzenih s HCV genotipom 1 39,1 + 14,8 let, z
genotipom 2 51,1 + 22,8 let, z genotipom 3 29,5 + 7,9 let in z genotipom 4 20,5 £+ 3,53 let.
Bolniki okuzeni z genotipom 3 so bili statisticno pomembno mlajsi (29,5 £ 7,9 let) od oseb
okuzenih z genotipom 1 (39,1 + 14,8 let), statisticne primerjave z bolniki okuzenimi z
genotipoma 2 in 4 pa nismo delali zaradi premajhnega Stevila oseb v teh dveh skupinah.
Skoraj polovica bolnikov (45,7 %) z opredeljenim dejavnikom tveganja in genotipom HCV v
Sloveniji, ki so bili okuzeni z genotipom 3 je spadala med IVUD, tako da so nasi rezultati v
skladu z dokazano povezavo med IVUD in genotipom 3 in domnevo, da je epidemija okuzbe

s HCV v Sloveniji povezana predvsem z intravensko uporabo drog (Seme in sod., 2009).
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Tudi v drugih evropskih drzavah so ugotovili, da so osebe okuZene z genotipom 1 pomembno
statisticno starejSe od oseb okuzenih z genotipom 3. Tako so na primer v Avstriji v raziskavi
iz okolice Dunaja ugotovili, da so bili pacienti z genotipom 1 statisticno pomembno starejsi
(52,8 let) kot pacienti okuzeni z genotipom 3 (37,2 let) (Haushofer in sod., 2001). Tudi v
Severovzhodni Italiji so ugotovili, da so osebe okuzene z genotipom 3 praviloma mlajse od

oseb okuzenih z genotipom 1 (Dal Molin in sod., 2002).

5.2  SPREMEMBE V RAZPOREDITVI GENOTIPOV HCV V OPAZOVANEM
OBDOBJU

Rezultati naSe raziskave so pokazali, da je bil delez okuZenih z genotipom HCV 1 v
opazovanem obdobju v Sloveniji precej konstanten. Leta 2003 je bil le ta 57,3 %, v
naslednjem letu je padel na 46,2 % in nato do leta 2006 spet zrasel na 58,2 %. Padec deleza v
letu 2003 je posledica povecanja Stevila novo odkritih oseb okuZenih z genotipom HCV 3, saj
je bilo stevilo novo odkritih oseb, okuzenih z genotipom HCV 1 skoraj konstantno. Delez
genotipa HCV 3 je v opazovanem obdobju kazal obratni trend. 1z 36,5 % deleza v letu 2003
je naslednje leto zrasel na 51, 5%, nato je zacel padati in v letu 2006 skoraj dosegel delezZ iz
leta 2006 (37,8 %). Delez genotipa 2 je v opazovenem obdobju nihal med 2 % in 5 %, delez
genotipa 4 pa ni presegel 1 %.

Do leta 1995 je bilo okuZenih z genotipom 3 manj kot 20 % skupnega Stevila novo odkritih
okuzenih s HCV. V letu 2001 se je delez genotipa 3 povecal na 42,8 % in v letu 2002 Ze na
50,9 % vseh novo odkritih okuzenih s HCV. Od leta 2002 do 2006 pa je ostal na priblizno isti
ravni. Tudi delez genotipa 1 je bil v ¢asu pred naso raziskavo drugacen. Leta 1994 je imel
delez 74,4 %, nato pa je zacCel padati, leta 1999 je imel manj kot 50 % delez, leta 2002 pa le
Se 46,3 %, vendar je nato leta 2003 spet zrasel na 56.1 % (Seme in sod., 2009). Genotip 2 je
bil do leta 1995 odkrit pri priblizno 20 % novo okuzenih osebah, nato je zacel padati in v
opazovanem obdobju ni presegel 5 %. Vzrok za porast deleza genotipa HCV 3 pri novo
okuzenih osebah je razsirjanje le tega med populacijo IVUD, ki iz leta v leto predstavljajo
vecjo rizicno skupino za okuzbo s HCV. ZmanjSanje deleza genotipa HCV 1 med novo

okuzenimi pa je posledica uvedbe obveznega testiranja krvi in krvnih pripravkov v
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devetdesetih letih prejSnjega stoletja, saj se je s tem dejavnikom tveganja predvsem razsirjal

podtip 1b.

V zahodni in centralni Evropi je razmerje med genotipi precej podobno kot pri nas. V
Nemciji je pred 25 leti prevladoval podtip 1b, ki ga je v naslednjih 10 do 15 letih nadomestil
podtip la, sedaj pa se trend spet obraca in to proti podtipoma 3a in 4a (Schréter, 2002). Tudi
v Gr¢iji je trend podoben, saj se je od leta 1970 do 1990 stevilo okuzenih s HCV podvojilo, k
¢emur je bistveno prispeval 13-kratni porast okuZenih z genotipom 3 (Katsoulidou, 2006). V
Belgiji so v raziskavi iz leta 2005 ugotovili, da je genotip 1a moc¢ povezati tako s transfuzijo,
kot tudi z intravenska uporabo drog, genotip 1b s starej$imi osebami in transfuzijo, genotip 3
pa z mlajsSimi in IVUD. To se kar ujema s podatki, ki kazejo, da se je Stevilo okuzenih z
genotipom 1b v tem obdobju zmanjSevalo povprecno za 2.3 % na leto. Poleg tega se je tudi
Stevilo okuZenih oseb mlajSih od 50 let povecevalo za priblizno 3 % na leto in prav ti pacienti
so povezani najbolj z genotipom 3 in intravensko uporabo drog (Gérard in sod., 2005).

V Franciji je genotip 1b od 1960-ih do 1990-ih upadel iz 47 % na 18,8 %, medtem ko sta
deleza genotipov la in 3a v istem obdobju povecala iz 18 % na 28,8 % oziroma iz 15,3 % na
26,3 %, kar se ujema s podatki, ki kazejo, da je pogostost okuzbe s transfuzijo krvi padla iz
48,7 % pred letom 1978 na 5,2 % po letu 1990 in da je pogostost okuzbe z injiciranjem drog
narasla iz 35,1 % na 54,8 % (Bourliere in sod., 2002). V SV Italiji in Rusiji so bili zaznani
tudi podobni premiki delezev, kjer sta podtipa la in 3a skoraj popolnoma nadomestila
genotip 2 in podtip 1b (Cantaloube in sod., 2005). Tudi na Hrvaskem so leta 2006 ugotovili,
da je povecevanje deleza genotipa HCV 3 posledica povecevanja Stevila okuzenih IVUD, ki

so okuzeni predvsem s podtipom 3a, posledi¢no pa se zato manjsa delez genotipa 1 (Vince in

sod., 2006).

V prihodnosti lahko pri¢akujemo zvisanje deleza okuzenih z genotipom 1 in 3 zaradi
prenasanja teh genotipov v populaciji IVUD. Vecina avtorjev s podro¢ja Evrope navaja
podatke o ve€anju Stevila in relativnega deleza IVUD, ki pa so vefinoma okuZeni z
genotipom 3 (Schréter in sod., 2002, Katsoulidou in sod., 2006, Gérard in sod., 2005,
Haushofer in sod., 2001, Vince in sod., 2006). Pred 25 leti je bil najbolj pogost podtip 1b,
pred 20 leti se je ravnovesje premaknilo proti podtipu la ze zaradi prenaSanja tega podtipa
med IVUD, v zadnjem casu pa je najbolj pogost genotip 3, ki se prav tako Siri med IVUD in

precej spreminja epidemiolosko sliko.
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5.3 SKLEPI

.V opazovanem obdobju je bila v Sloveniji najpogostejsa okuzba z genotipom HCV 1
(52,4 %), sledile so okuzbe z genotipom 3 (43,8 %), genotipom 2 (3,4 %) in z
genotipom 4 (0,4 %).

. Najvedji delez okuzenih oseb v obdobju od 2003 do 2006 je bil v starostni skupini 21-
30 let. 29,2 % bolnikov v tej starostni skupini je bilo okuzenih s HCV genotipom 1 in

62,5 % s HCV genotipom 3, od katerih je ve€ina IVUD.

. Bolniki okuzeni z genotipom HCV 3 (29,5 + 7,9 let) so bili statisticno pomembno
mlaj$i od bolnikov okuzenih s HCV genotipom 1 (39,1 & 14,8 let) (p<0,00001).

« Med dejavniki tveganja za okuzbo s HCV je v letih od 2003 do 2006 prevladovala
intravenska uporaba drog (38,6 %).

« Okuzba z genotipom 3 je bila znacilno povezana z intravensko uporabo drog.
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6 POVZETEK

Virus hepatitisa C je eden najpomembnejSih povzrociteljev vnetja jeter. Pri ve€ini okuzb s
HCV bolezen preide v kroni¢no obliko, kar lahko privede do jetrne ciroze ali
hepatocelularnega karcinoma. HCV se prenaSa preko okuZene krvi ali krvnih pripravkov,

zato so najbolj izpostavljeni prejemniki okuzene krvi in krvnih pripravkov in IVUD.

Obstaja ve¢ genotipov/podtipov HCV, ki se razlicno odzovejo na protivirusno zdravljenje.
Opredelitev genotipa HCV je pomembna predvsem zaradi moZnosti zdravljenja okuzbe s
HCV s primernimi odmerki zdravila in v raziskovanju epidemiologije okuZzbe s tem virusom,

oziroma za natan¢no spremljanje ter razjasnitev nacina prenosa in Sirjenja okuzbe.

Namen naSe raziskave je bil ugotoviti kakSna je razporeditev genotipov/podtipov HCV v
Sloveniji, v obdobju od 2003 do 2006. Poleg tega smo Zeleli raziskati povezave med
razlicnimi genotipi/podtipi HCV in nacini okuzbe ter ugotoviti spremembe v njihovih

delezih.

V naso raziskavo smo vkljucili 891 anti-HCV pozitivnih oseb, ki so bili odkriti na Institutu za
mikrobiologijo in imunologijo Medicinske Fakultete v Ljubljani v obdobju od 1.1.2003 do
31.12.2006. Odgovor zdravnikov o domnevnem dejavniku tveganja okuzbe s HCV smo
dobili za 441 oseb. Pri 629 osebah je bila odkrita tudi RNA HCV. Pri 443 osebah je bil
opredeljen genotip HCV, 247 oseb pa je bilo s poznanim dejavnikom tveganja in z

opredeljenim genotipom HCV.

Povprecna starost vseh okuZzenih s HCV v opazovanem obdobju v Sloveniji je bila 35,6 let.
65,4 % vseh okuZenih je bilo moskih s povprecno starostjo 34,7 + 13,2 let, 33,4 % je bilo

zensk s povpre¢no starostjo 37,4 £ 17,1 let.

Najve¢ oseb okuzenih s HCV v Sloveniji je bilo v opazovanem obdobju v starostni skupini
21-30 let (45,8 %). Intravenska uporaba drog je bila dale¢ najbolj pogost dejavnik tveganja za
okuzbo s HCV (38,6 %).
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Pri 232 osebah (52,4 %) je bil ugotovljen genotip HCV 1, pri 194 osebah (43,8 %) je bil
ugotovljen genotip 3, pri 15 osebah (3,4 %) genotip 2 in pri 2 osebah genotip 4 (0,5 %).
Osebe okuzene z genotipom 1 so bile statisticno pomembno starejsSe (39,1 + 14,8 let) od oseb

okuzenih z genotipom 3 (29,5 + 7,9 let) (p<0,00001).
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