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Genotypova heterogenita viru hepatitidy C (HCV)
u darcu krve v CR

Némecek V.1, Strunecky O.1

IN4arodni referené¢ni laboratot pro virové hepatitidy, Statni zdravotni ustav, Praha

Souhrn

Cil prace. Analyza vyskytu genotypi HCV u darca krve zachycenych pii screeningu v letech
1999-2007 v Ceské republice a zjisténi sekvenéni heterogenity izolatéi v NS5 oblasti genomu HCV.
Material a metody. U 402 archivovanych sér darcu krve s pozitivnim vysledkem konfirmace anti-
HCV protilatek ziskanych v letech 1999-2007 byla stanovena HCV RNA. U 220 HCV RNA pozitiv-
nich sér byl metodou PCR amplifikovan usek 401 nt z oblasti NS5 genomu HCV. PCR produkt byl
sekvenovan a byla provedena fylogeneticka analyza nukleotidovych sekvenci. Genotypy byly
uréeny s vyuzitim sekvenci znamych genotypu HCV z databaze Genbank. Pro statistickou analy-
zu zavislosti rozloZeni genotypu na véku, pohlavi, misté a roku odbéru byla pouZita regresni ana-
lyza a neparametricky Pearsonuv y2 test.

Vysledky. V reprezentativnim souboru 188 darca krve z CR byl zjistén genotyp 1b v 66 %, la
v 13,3 %, 3 v 19,7 % a genotypy 2a a 2b oba v 0,5 %. Béhem let 1999-2007 ¢etnost genotypu 1b vyznam-
né klesala a naopak genotypu 3a vyznamné stoupala, éetnost genotypu la se neménila. Bylo pro-
kazano, Ze s narustajicim vékem darcu zastoupeni genotypu 1b stoupa, genotypu 1a a 3a klesa. Byl
zjistén vyznamné vyssi vyskyt genotypu 1b u Zen a genotypu 3a u muzu. Nebyla nalezena vyznam-
na geograficka rozdilnost ve vyskytu genotypu HCV. Byla zjisténa distribuce virové naloze s pru-
mérnou hodnotou 9,6 x 105 I.U./ml.

Zavéry. Dominantnim genotypem u darct krve v CR je 1b, jeho &etnost viak v obdobi 1999-2007
vyznamné klesala. Stoupajici ¢etnost genotypu 3a muzZe souviset se zménami zpusobu pirenosu
HCYV, zejména vyraznym narustem incidence HCV u injekénich uzivatelt drog (IDU) v poslednich
15 letech. Cetnost genotypu 1la se v uvedeném obdobi pitekvapivé neménila.

Kli¢ova slova: HCV - genotyp - darci krve.

Summary

Némecek V., Strunecky O.: Genotypic Heterogeneity of Hepatitis C virus (HCV)
from Blood Donors in the Czech Republic

Study objectives. Analysis of the genotypic distribution of HCV from blood donors screened in the
Czech Republic in 1999-2007 and sequence heterogeneity of HCV isolates in the NS5 region of the
HCV genome.

Material and methods. A total of 402 archived serum samples from blood donors collected in 1999-2007
and confirmed positive for anti-HCV antibodies were tested for HCV RNA. In 220 HCV RNA positive
sera, PCR was used to amplify a 401-nt fragment of the NS5 region of the HCV genome. The PCR
product was sequenced and phylogenetic analysis of the obtained nucleotide sequences was carried
out. Genotyping was performed based on the comparison with the sequence data available in the
Genbank database. Regression analysis and non-parametric Pearson’s chi-square test were used for
statistical analysis of the distribution of genotypes by age, sex , sampling place and sampling year.
Results. In a representative set of 188 blood donors from the Czech Republic, the following HCV
genotypes were determined: 1b (66%), 1a (13.3%), 3 (19.7%), 2a (0.5%) and 2b (0.5%). In 1999-2007,
genotype 1lb showed a significantly decreasing trend while genotype 3a was becoming
significantly more frequent and the incidence of genotype 1a remained unchanged. It was found
that the proportion of genotype 1b rises with increasing age of blood donors in contrast to
genotypes la a 3a. Genotype 1b was detected significantly more frequently in females and
genotype 3a significantly predominated in males. Any significant difference was not found in the
geographical distribution of HCV genotypes. The mean HCV viral load was 9.6 x 105 I.U./ml.
Conclusions. The predominant HCV genotype among blood donors in the Czech Republic is 1b,
showing a significant downward trend in 1999-2007. The increasing prevalence of genotype 3a can
be associated with changes in the route of HCV transmission, more precisely with the
considerably increased incidence of HCV in injecting drug users over the last 15 years.
Surprisingly, the incidence of genotype 1la remained unchanged over the study period.
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Virus hepatitidy C (HCV) patii v soucasné
dobé k nejvyznamnéjSim parenteralné prenos-
nym infekénim agens, ktera se uplatnuji v lidské
patologii. Ve srovnani s ostatnimi typy hepatitid
vyznam virové hepatitidy C (VHC) v posledni
dobé nartsta. Odhaduje se, ze v Evropé je infiko-
véano cca 1 % populace. Prevalence v jednotlivych
evropskych zemich je velmi rozdilna, gradient
narustu je od severu k jihu. Ve skandinavskych
zemich je prevalence 0,1-0,2 %, ve stfedni Evro-
pé v Rakousku 0,5 %, SRN 0,6 %, Svycarsku 1 %,
v jizni Evropé ve Spanélsku 2,5 %, v Italii 3,5 %.
Vysoka prevalence je ve statech vychodni Evropy,
v Estonsku 2,5 %, na Ukrajiné 4,0 % v Rumun-
sku 6 % Vysledky sérologického piehledu pro-
vedeného v roce 2001 ukazaly, Ze prevalence
anti-HCV v bézné populaci je 0,2 %. V Ceské
republice se kvalifikovany odhad prevalence
infekce HCV na podkladé vysledka sérologického
piehledu a udajua o prevalenci u injekénich uzi-
vatelt drog (IDU) pohybuje od 0,3 do 0,5 %. To
zaiazuje CR v evropském kontextu k zemim
s nizkou prevalenci. Incidence hlaSenych pripada
na 100 000 obyvatel se pohybuje v zemich EU
v rozmezi desetin az desitek. Trend byl v devade-
satych létech vétsinou narustajici, po roce 2000
se narust vétSinou zpomaluje, zastavuje nebo
dochazi k poklesu. Uéinnost hlasicich systémi je
v jednotlivych zemich EU rozdilna a proto je tie-
ba opatrnosti pii porovnavani dat. Nejvyssi hod-
noty incidence (v fadu desitek) jsou zjistovany ve
Svédsku, Finsku, Estonsku, Velké Britanii a na
Islandu. Incidence nové hlagenych piipada v CR
stoupala z 4,4 piipadd na 100 000 obyv. v r. 1998
na 10,0 v r. 2006, v roce 2007 byla 9,6 (EPIDAT).
Na rozs§ifeni infekce se v minulém stoleti
vyznamné podilely nezabezpeclené parenteralni
injekce, invazivni medicinské postupy, transfuze
infikované krve a aplikace kontaminovanych
krevnich pripravkt a derivatu. Studie z Italie,
Francie a Spanélska dokladaji, ze 2-10 % trans-
fundovanych krvi nebo krevnich pripravka bylo
infekénich. Role iatrogenniho pienosu se v8ak
diky zavedeni a soustavnému zlepSovani scree-
ningu darct krve a mnozstvi preventivnich
a technickych opatieni ve zdravotnickych zatize-
nich vyrazné snizila. Epidemické S§ifeni intrave-
nozni aplikace drog a nedodrzovani zasad pre-
vence zpusobuje, Ze tato forma parenteralniho
pfenosu HCV se stava dominantni. Rovnéz v CR
je v soucasné dobé injekéni uzivani drog hlavni
cestou §iteni HCV infekce. Podil IDU u hlase-
nych p¥ipadtt HCV infekce v CR plynule nartsta
a v roce 2007 dosahl jiz 68 % (Benes C. osobni
sdéleni). Odhad souéasného poc¢tu intravendz-
nich uzivatelt drog v CR je podle udajia Narod-
niho monitorovaciho centra pro drogy a drogové
zavislosti asi 30 000.
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Genom viru hepatitidy C je znaéné variabilni.
Heterogenita jednotlivych oblasti genomu HCV je
v8ak znaéné rozdilna. Rozsah odliSnosti genomu
jednotlivych izolatt vétsi nez 30 % vedl k vymeze-
ni typa HCV [1-6], rozdily mensi, 20 az 25 %
k definici subtypt (oznacovanych abecedné maly-
mi pismeny), je jich zndmo pies 70. Genotypova
analyza se zpravidla provadi pouze z ¢asti virové-
ho genomu. NS5b oblast genomu obsahuje subty-
pové specifické sekvence a jeji sekvenacni analyza
se pro epidemiologické aplikace povazuje za stan-
dard. Cetnost vyskytu jednotlivych genotypt je
geograficky rozdilna, reflektuje fylogenezi a epide-
miologické aspekty Siteni HCV. Vyrazné zmény
v CGetnosti genotypt v nékterych zemich jsou
zaznamenavany i v soucasnosti. Rozdilna genetic-
ka diverzita jednotlivych genotypt z rtznych geo-
grafickych oblasti svéta vypovida o mife endemi-
city HCV v oblasti a o zpusobech a dobé Sifeni.
Rozdily v diverzité mezi genotypy napi. 3a, 1a, 1b,
2 a 4 umoznuji odhadnout historicky dobu, kdy se
ktery genotyp v oblasti zacal §ifit a davat to do
souvislosti s parenteralnimi rizikovymi faktory
infekce jako napi. uzivani krevnich transfuzi, po-
uzivani krevnich derivatt pfipravovanych z mno-
hacetnych smési, plo§né imunizaéni nebo lé¢ebné
kampané a §iteni injekéniho uzivani grog [6].

V Evropé je nejcastéjsi vyskyt genotypu 1b, 1a
a 3a, v nékterych statech je ¢asty i vyskyt typu 2
a 4. Pomérné zastoupeni genotypu se vSak v jed-
notlivych zemich casto lisi. Naptriklad relativni
zastoupeni genotypu 2 je velké v jizni Francii
a Italii, ale i ve Svédsku a Finsku, zatimco ve
stifedni Evropé je jeho vyskyt jen ojedinély. Pod-
statné rozdily v ¢etnosti mohou byt v datech zis-
kanych u darct krve zachycenych pi#i screeningu,
u pi{jemct transfuzi, u pacientu z terapeutickych
studii nebo od injekénich uzivatelt drog. Pomérné
zastoupeni genotyptl se muze vyznamné meénit
v ¢ase. Rozdily odrazeji zejména zmény v popu-
la¢nich skupinach, vék v dobé infekce, dobu trva-
ni infekce a zptisob pienosu.

Rada studii ukazala, Ze v Evropé je genotyp 1b
a 2 nalézan spiSe ve starsich vékovych skupinach,
Castéji u Zen a pii transfuzi v anamnéze, zatimco
genotyp la a 3a je Gasté&ji nalézan v mladsich
vékovych skupinach, u muzi a pii anamnéze
IDU. Typova heterogenita genomu HCV ma
vyznam rovnéz pro klinicky vyvoj infekce a aspés-
nost interferonové 1écby. Bylo prokazano, ze typ 1
huie odpovidd na interferonovou terapii a je
doporuéeno pouzivani prodlouzeného lécebného
schématu.

Sekvenace izolatu HCV, kromé piesného uréeni
typové a subtypové specificity, umoziiuje ziskat
podrobna data o miie jejich genetické rozdilnosti.
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Pro molekularné epidemiologické analyzy je uzi-
te¢né znat v reprezentativnim mnozstvi nukleoti-
dové sekvence izolata v uréité geografické oblasti,
statu, regionu, lokalité.

Cilem této prace bylo provést sekvenaci izolatu
HCYV zachycenych v CR p¥i screeningu darct krve
v obdobi let 1999 az 2007 a zjistit relativni cet-
nosti genotyptt HCV a fylogenetickou analyzou
uréit heterogenitu izolatt HCV. Dale jsme chtéli
zjistit, zda je vyskyt genotypu zavisly na pohlavi,
véku v dobé zachytu a geograficky na misté odbé-
ru darce a zda dochazi k vyznamnym zménam
v prubéhu uvedeného obdobi. Dalsim cilem bylo
vytvoieni databaze parcidlnich nukleotidovych
sekvenci z NS5 oblasti genomu HCV jako zdroje
uziteénych referen¢nich dat pro molekularné epi-
demiologické analyzy HCV v CR.

Material a metodika

Ze sér darcu krve, povinné posilanych do Narodni referenc-
ni laboratofe pro virové hepatitidy (NRL-VH) k ovéfeni reak-
tivniho nalezu anti-HCV protilatek v letech 1999 az 2007, byly
vybrany vzorky s pozitivnim vysledkem konfirmace p#itom-
nosti anti-HCV protilatek. Tyto vzorky byly otestovany na
HCV RNA kvantitativnim testem COBAS AmpliPrep/COBAS
TagMan HCV (Roche). Séra s pozitivni HCV RNA byla
vybrana pro sekvenaci. Séra byla do zpracovani uchovavana
zamrazena pii -20 °C. Virova RNA byla extrahovana soupra-
vou QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagene) z 240 ul séra.
Extrahovana virovd RNA byla transkribovana pomoci random
hexamer primeru (Invitrogen) reverzni transtriptdsou AMV
podle navodu (Roche) pii 40 °C po dobu 60 min. Transkribo-
vana DNA byla amplifikovana polymeréazovou fetézovou reak-
ci (PCR) (94 °C 15s, 55 °C 30s, 72 °C 90s, pocet cykla 45)
v objemu 50 ul s pouzitim 100mM primertt SV542as, smési
SV360s, SV361s a 0,03U/ml Taq polymerazy (Invitrogen). Pri-
mery byly zvoleny z oblasti NS5B HCV genomu v pozici nuk-
leotidu (nt) 8249-8650 s ocekavanou délkou amplikonu 401 nt:

SV542as 5-GGA GGG GCG GAA TAC CTG GTC ATR GCY
TCC GTR AA

SV360s 5-CTT CTC ATA TGA CAC CCG CTG YTT YGA,

SV361s 5- CTT CTC ATA TGA CAC CCG WTG CTT YGA,
(Viazov S., osobni sdéleni). Piec¢isténi pied sekvenéni PCR
bylo provedeno soupravou QiaQuick 96 PCR Purification Kit
(Qiagene). Rovnéz obé sekvenaéni PCR reakce byly provede-
ny s primery SV542as, a smési SV360s a SV361s podle stan-
dardniho protokolu BigDye 3.1 terminator reaction mix. (App-
lied Biosystems Inc.). Produkt byl precipitovan smési 66 %
ethanolu a 3M octanu sodného. Sekvenace se provadéla na
sekvenatoru ABI 3100 Avant, v 36 cm kapilafe, na polymeru
POPS.

Sekvenaéni data byla zpracovana pomoci programu Seqs-
cape 2.0 (Applied Biosystems). Vysledné sekvence jednotli-
vych izolata byly sefazeny algoritmem ClustalW v programu
Bioedit 7.0.9, kde probéhla i vizualni kontrola sekvenci. Fylo-
genetickd analyza byla provedena programem MEGA meto-
dou neigbour joining. Pii konstrukei fylogenetického stromu
byly jako genotypové srovnavaci sekvence pouzity nukleotido-
vé sekvence HCV se zndmym genotypem pievzaté z databaze
Genbank s néasledujicimi identifika¢nimi éisly: genotyp la: gi

= o

385120, gi 385118, gi 385116, gi 385114, gi 385112, gi 385110,
gi 385078; genotyp 1b: gi 438611, gi 385126, gi 385124, gi
385122, 1c, gi 385132, gi 385130, genotyp 2a: gi 385138, gi
385136, gi 385134; genotyp 2b: gi 385150, gi 385148, gi
385146, gi 385144, gi 385142, gi 385140; genotyp 2c:,gi
385158, gi 385156, gi 385154, gi 385152; genotyp 3a: gi
2599513, gi 2599509, gi 385092, gi 385090, gi 385088, gi
385086, gi 385084, gi 385082, gi 385080; genotyp 4a: gi
2599511, gi 2599507, gi 385094, gi 385098, gi 385096; genotyp
5a: gi 385106, gi 385104, gi 385102, gi 385100; genotyp 6a: gi
2326454, gi 385108

Statistické hodnoceni vysledku bylo provedeno v programu
SPSS Statistics 16.0 (SPSS Inc. USA). Pro vzajemné hodnoce-
ni zavislosti testovanych skupin dat byl pouzit neparametric-
ky Pearsontv x? test. Pro testovani zavislosti genotypt na
véku a roku odbéru byla pouzita logisticka regresni analyza.

Vysledky

Vybér a charakterizace souboru

V letech 1999 az 2007 bylo provedeno primarni
konfirmaé¢ni vySetieni anti-HCV protilatek u 4294
vzorkt sér darcu krve poslanych z laboratori
transfuzni sluzby z celé CR (soubor dale oznaco-
vany jako TS). Primérny pocet vzorkt roéné byl
477 s minimem 417 v r.2007 a maximem 567
v 1. 2005. V souboru bylo 2750 muza (64,0 %)
a 1544 zen (36,0 %). Prumérny vék darcua v dobé
odbéru byl 33,7 roku a nelisil se vyznamné u obou
pohlavi. Pozitivni zavér konfirmace anti-HCV pro-
tilatek byl u 481 darct krve, tj. u 11,2 %. Pro sta-
noveni HCV RNA byly v dostate¢ném mnozstvi
k dispozici vzorky od 402 darct (84 %) s pozitiv-
nim vysledkem konfirmace anti-HCV. HCV RNA
byla zjisténa u 220 (55 %) vzorkt, u 178 (44 %)
nebyla HCV RNA prokéazana a 4 vzorky (1 %) inhi-
bovaly PCR reakci. Nukleotidové sekvence v po-
tirebné kvalité pro genotypovou a sekvenac¢ni ana-
lyzu byly ziskany ze 188 (85 %) vzorku. Tento
soubor 188 vzorku je dale oznacovan jako GT.
Soubor GT se vyznamné nelisi od souboru TS
z hlediska pohlavi, 125 muza (66,5 %), 63 Zen
(33,5 %). Také prumérny vék 32,8 let se v GT
vyznamné nelisi od skupiny TS. Vyznamny rozdil
v8ak byl nalezen ve vékové distribuci mezi pohla-
vimi ve skupiné GT (p=0,001), napi. mezi muZzi
souboru GT bylo 92 % ve vékové skupiné do 40
let, zatimco mezi Zenami bylo ve stejné vékové
skupiné pouze 53 %. Primérny vék muza byl 29,2
let a Zen 40,1 let.

Analyza virové ndloZe.

Kvantitativni stanoveni virové HCV RNA
umoznilo zjistit distribuci virové naloze v sérech
déarct krve (soubor GT). Primérna virova naloz
byla 9,58 x 105 IU/ml. Z grafu 1 ukazujiciho
distribuci kvantity HCV RNA v souboru GT
i z uvedeného pruméru je ziejmé, ze prevazuji
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Graf 1. Distribuce virové naloze v souboru GT (v grafu jsou znazornény jen hodnoty fadu virové naloze)

Chart 1. Viral load distribution in 188 HCV positives blood donors (viral load given in orders of magnitude)
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Graf 2. Zastoupeni genotypu 1a, 1b, 3a v souboru GT v obdobi let 1999-2007

Chart 2. Distribution of genotypes 1a, 1b and 3a in 188 HCV positives blood donors, 1999-2007

vysoké hodnoty virové naloze. Statisticka analy-
za ukéazala, Ze droven virové naloze neni zavisla
na pohlavi ani na véku a neméni se ani v zavis-
losti na roku odbéru, coz vypovid4 o tom, Ze mnoz-
stvi HCV RNA v zavislosti na dobé skladovani
vzorku neklesa.

Genotypovd analyza

Typova a subtypova specificita HCV jednotlivych
izolatt v souboru GT byla uréena na zakladé fylo-
genetické analyzy c¢asti NS5 oblasti genomu HCV.
Analyzovana délka nukleotidovych sekvenci byla
222 nukleotidt (pozice 8316-8537 nt podle [4]).

Shluky ve fylogenetickém stromu reprezentuji-
ci jednotlivé subtypy HCV byly identifikovany
pomoci subtypové specifickych sekvenci HCV zis-
kanych z genové banky (Genbank). V souboru GT
byly nalezeny genotypy 1a, 1b, 2a, 2b a 3a. Nej-
Castéji byl zjistén genotyp 1b v 66,0 % (124/188),
genotyp 3av 19,7 % (37/188), genotyp 1lav 13,3 %
(25/188). Genotypy 2a a 2b byly nalezeny kazdy
jen v jednom piipadé (1/188) tj, 0,5 %.

Analyzovali jsme, jaka je zavislost vyskytu
genotypu na véku, pohlavi, roku odbéru a oblasti,
ze které byl vzorek ke konfirmaci odeslan. Proto-
ze genotypy 2a a 2b se vyskytly v souboru GT jen
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Graf 3. Zastoupeni genotypu v souboru GT ve vékovych skupinach podle pohlavi

Chart 3. Distribution of HCV genotypes in 188 HCV positives blood donors by age group and sex

v jednom ptripadé, nebyly zatazeny do statistické
analyzy.

Logistickd regresni analyza prokazala zavis-
lost genotypu 1la, 1b a 3a na véku. Vyskyt geno-
typu la s naruastajicim vékem klesa (p=0,03).
Rovnéz vyskyt genotypu 3a klesa s narustajicim
vékem (p=0,05). Vyskyt genotypu 1b vykazuje
opaény trend a s narustajicim vékem stoupa
(p<0,001).

Zmeény ve vyskytu jednotlivych genotypt v pra-
béhu sledovaného obdobi 1999-2007 byly hodno-
ceny jako zavislost vyskytu genotypti na roku
odbéru. Pro statistické hodnoceni byly jednotlivé
roky sloufeny do triletych obdobi 1999-2001,
2002-2004 a 2005-2007. U genotypu la nebyla
nalezena statisticky vyznamna zavislost na obdo-
bi odbéru (p=0,62). U genotypu 1b klesal vyskyt
v zavislosti na rostoucich letech odbéru (p<0,001).

Vyskyt genotypu 3a naopak s rostoucim rokem
odbéru stoupa (p = 0,005) (graf 2).

Pearsonuv test ukazal, ze je statisticky
vyznamna zavislost genotypu na pohlavi u geno-
typu 1b (p=0,04) a 3a (p=0,045), zatimco u geno-
typu la byla zavislost nevyznamna (p=0,58).
U genotypu 1b byl vyssi vyskyt u Zen, u genotypu
3a vyssi u muzu (graf 3).

Analyza geografické zavislosti vyskytu genoty-
pa byla komplikovana velmi nerovnomérnym
zastoupenim HCV pozitivnich darca v jednotli-
vych krajich, proto byly kraje pro statistické
vyhodnoceni slouéeny do Sesti regiont: US, KV,
PL do Cechy zapad, JC, VY do Cechy jih, LI, HK,
PA do Cechy vychod, PH, SC do Cechy stted, JM,
ZL do Morava jih, OC a MS do Morava sever.
Mnozstvi ptripada v jednotlivych regionech a cet-
nosti genotypt jsou uvedeny v tab. 1. V ramci CR

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie

67

—



Epidemiologie 2-09

14.4.2009

11:17

Str. 68

Tab. 1. Zastoupeni genotypt la, 1b a 3a v regionech

.

Table 1. Distribution of HCV genotypes 1a, 1b and 3a by region

Genotyp

Cechy
zapad

Cechy
jih

Cechy
stired

Cechy
vychod

Morava
jih

Morava
sever

Celkem

la

Pocet

11

24

% v regionu

33,3%

14,3%

14,5%

16,7%

5,0%

2,3%

13,1%

1b

Pocet

13

50

17

30

122

% v regionu

54,2%

50,0%

65,8%

83,3%

85,0%

69,8%

66,7%

3a

Pocet

15

12

37

% v regionu

12,5%

35,7%

19,7%

0,0%

10,0%

27,9%

20,2%

Celkem

24

14

76

20

43

183

ol
10Q

3a

89

—_
0.02

Obr. 1. Schematické znazornéni fylogenetického stromu na
drovni genotypu souboru GT (8itka trojuhelnikt znazornuje
mnozstvi izolath uréitého subtypu, méfitko urcéuje genetickou
vzdalenost subtypt, ¢isla vyjadiuji hodnoty boot-strap ana-
lyzy v %)

Fig. 1. Genotype phylogenetic tree for 188 HCV positives
blood donors (triangle base represents the number of isolates
of the respective subtype, numbers are bootstrap percentages,
the genetic distance scale bar is shown)

se prokazala zavislost genotypu na regionu pouze
u genotypu la (p=0,01), zatimco u genotypt 3a
a 1b byla nevyznamna (p=0,29) resp. (p=0,19).
Vyssi vyskyt genotypu la byl zjistén v regionu
Cechy zapad, kde bylo jeho zastoupeni v ramci
nalezenych piipadt 33 %, zatimco v ostatnich
regionech nepiekracovalo 10 procent. Genotyp 1b
byl v jednotlivych regionech pritomen nejméné
v padesati procentech pi#ipadti s nejvySsSim
zastoupenim v regionu Morava sever s 85 procen-
ty. Genotyp 3a byl nejéastéji nalézan v regionu
Cechy jih s 36 procenty, zatimco v regionu Cechy

vychod nebyl nalezen vibec. Vyznamny rozdil
v Cetnosti genotypt nebyl nalezen ani mezi regio-
ny Cechy stied a Morava sever (p=0,14), které
mély v souboru GT nejvétsi poéty HCV pozitiv-
nich darcu krve.

Fylogenetickd analyza heterogenity HCV u dar-
ct krve

Z nukleotidovych sekvenci oblasti NS5 genomu
HCV z izolatu ze souboru GT byl zkonstruovan
fylogeneticky strom. Schematické znéazornéni
stromu na trovni subtypua s grafickym znazorné-
nim poéetniho zastoupeni jednotlivych izolata je
na obr. 1. Detailni ¢asti fylogenetického stromu
pro genotypy 1b, la a 3a jsou zobrazeny na obr. 2.
7 obrazku je patrna uroven heterogenity izolatu.
Byly zachyceny i extrémné odlisné izolaty napi-
191 01, 1028 99, 583 04 ve shluku genotypu 1b
nebo 2015 03 ve shluku genotypu 1a; 1908 07,
1877 07 a 2695 01 ve shluku genotypu 3a. Nao-
pak byla nalezena dvojice a ¢tveiice identickych
sekvenci pro analyzovanou oblast genomu HCV
u genotypu 1b (1774 00, 310 00 a 1649 04, 1991
99, 2682 01,448 01) a dvé dvojice a jedna trojice
identickych sekvenci v genotypu 3a (2983 04,
3560 03 a 581 07, 662 07 a 2270 07, 2411 07,1097
04). Z geografického hlediska tyto identické izola-
ty pochazeji z transfuznich stanic z raznych kra-
ja s vyjimkou dvou izolatd genotypu 1b z trans-
fuzni stanice Tabor, ale odlisnych roku odbéru
(1999 a 2001) a dvou izolatd z Prahy u genotypu
3a ze stejného roku odbéru, jeden z TS UVN Stie-
Sovice a druhy z TS FN K.Vinohrady.

Rozsahly soubor 188 parcialnich nukleotido-
vych sekvenci HCV umozZnil vytvoieni databa-
ze, ktera zahrnuje reprezentativni soubor izolatta
zachycenych p#i screeningu darcti krve plosné
z celé CR za obdobi let 1999-2007.
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S
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Obr. 2. Fylogeneticky strom souboru GT pro jednotlivé sub-
typy: 1b, 1la, 3a. Ctverecky oznacuji typové sekvence z Gen- 1911
bank, métitko urcuje genetickou vzdalenost subtypa
Fig. 2. Subtype 1b, 1a and 3a phylogenetic trees for 188 HCV
positives blood donors (squares are Genbank sequences, the
genetic distance scale bar is shown)
=
. 783 00
Diskuse ‘LT 1028 99
3136 01
— 1068 00
T
{6676 02
. 2 v . s 2 o 102500
Povinna konfirmace vSech reaktivnich nalezt T 139202
anti-HCV protilatek pii screeningu darct krve
v NRL pro virové hepatitidy a dlouhodoba archi-
vace vzorktt v NRL umoznila vytvotfeni souboru
sér pro fylogenetickou analyzu genomové hetero-
genity a stanoveni genotypt HCV u darcu krve
v obdobi let 1999 az 2007. HCV RNA byla proka-
zéna u relativné nizkého poétu 220 darct, tj. u 55
% z 402 konfirmovanych anti-HCV pozitivnich 26870
presto, Ze jeji stanoveni bylo provedeno testem —
. . , 0.0
COBAS TagMan (Roche) s vysokou citlivosti 1
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detekce. Podobné nizky zachyt byl jiz publikovan
[16]. Obecné byva tento podil u darcu krve nizsi
nez v souborech pacient z klinickych studii. To,
Ze nizsi podil HCV RNA v nasem souboru pozi-
tivnich nesouvisi s citlivosti detekce HCV RNA
dokumentuje i distribuce hodnot virovych nalozi
s pirevahou vysokych hodnot, jak ukazuje graf 2.
Protoze virova naloz koreluje s infekénosti krve,
je zjisténi, ze u HCV RNA pozitivnich darca byly
nalezeny prevazné vysoké virové naloze dulezi-
tym ddajem pro transfuzni sluzbu.

7 220 HCV RNA pozitivnich vzorka se podaiilo
ziskat kvalitni nukleotidové sekvence v obou
smérech u 188 vzorkd, tj. u 94 %. Ostatnich 22
vzorkt bud nebylo opakované mozné osekvenovat
v jednom sméru nebo ¢teni sekvence bylo nejed-
noznaéné, patrné v duasledku smésné infekce.
Smésné infekce jsou u HCV pomérné casté, obvy-
kle az v tadu procent.

Genotypova analyza 188 izolatt HCV zachyce-
nych pii screeningu darct krve v obdobi let 1999
a7z 2007 v CR prokazala genotyp la v 12,3 %,
genotyp 1b v 66 %, genotyp 3a v 19,7 % a genoty-
py 2a a 2b shodné v 0,5 %. V tuzemskych studi-
ich dominantni vyskyt genotypu 1b zjistila rovnéz
Krekulova et al. v pilotni studii ve skupiné 52
IDU (genotyp la v 27 %, 1b v 65 %, 2 v 2 %, 3
v 6 %) a skupiné 39 pacientt bez anamnézy IDU
(genotyp la v 18 %, 1b v 82 %, 2 a 3 nezjistén) .
Podobné Urbanek et al. u 143 pacientt v terape-
utické studii zjistil typ genotyplb v 73,4 %, geno-
typ 1 bez urceni subtypu v 13,3 %, 2 v 0,7 %, 3
v 4,2 %. Vyskyt genotypu 3a v 19,7 %, ktery jsme
zjistili u darca krve byl v porovnani s uvedenymi
dvéma studiemi pirekvapivé vyznamné vyssi.

Vysoka prevalence genotypu 1b a relativné niz-
ka prevalence genotypu la a 3a jsou nalézany ve
statech stfedni a vychodni Evropy. V Polsku byla
u darcua krve nalezena prevalence genotypu la
4 %, 1b 76 %, 3a 15 %, 4c a 4d celkem 4 %, 6a 1 %.
V Madarsku u pacienttt genotyp la v 6 %, 1b
v 85,5 %, typ 3 v 0,5 %, genotyp la a 2 smésny
s 1b v celkem 4 %, typ 4 ve 2 %. Studie u skupiny
darct krve a pacienta z Ruska, Béloruska, Mol-
davie ukazala dominanci genotypu 1b jak u darcta
krve, tak pacientt a éetnost genotypu 1lav 5 %, 1b
v 82 %, 3a v 10 %, 2a a 2¢ celkem v 5 %. Ve sta-
tech severni, zapadni i jizni Evropy je pomérny
vyskyt genotypt zpravidla odlisny. V zemich
severni Evropy, kde je nejvyssi incidence infekce
HCYV, je nejvyssi relativni éetnost genotypta la
a 3a a prekvapivé je vysoka i cetnost typu 2,
zatimco Cetnost genotypu 1b je nizka. Napi. ve
Svédsku byla u darct krve zjisténa prevalence
genotypu la 40 %, 1b 10 %, 2b 21 %, 3a 29 %.
Genotyp 2b vyznamné asocioval s transfuzi krve
v anamnéze, genotyp 3a s IDU a tetovanim. Ze
zemi zapadni Evropy dominuji genotypy la a 3a

= o

rovnéz v Anglii, Walesu i Skotsku, ve Skotsku je
Casty i typ 2 (14 %). Ve studii darcta krve z jizni
Francie za obdobi 1991-2003 byla zjisténa preva-
lence genotypu: la ve 27,7 %, 1b ve 30,2 %, 2
v 10,9 %, 3a ve 22,4 %, 4d 5 %, 4a 2,5 %, 5a 1,3 %.
Vyznamné zmény v prevalenci subtypt v Case
nastaly u genotypu 3a, narust v létech 1990-1999
z 0 % na 28 %, pokles 1b v letech 1990-1998
z 50 % na 23 %. V jiné studii z Francie byl pozo-
rovan pokles relativni frekvence genotypa 1b i 2.
U darca krve v Portugalsku byl vyskyt jednotli-
vych genotypu: 1a ve 30 %, 1b v 21 %, 2 ve 3 %, 3a
v 22 %, 4 v T %. (Caldeira M.R. osobni sdéleni.)
V jizni Evropé, ve Spanélsku byla zjisténa rela-
tivni frekvence genotypt lav 19,5 %, 1b v 34,3 %,
2v 11,4 %, 3a ve 24 %.

Zmény v zastoupeni genotypt jsou odrazem
zmén ve zpusobu Siteni HCV infekce. Podil iatro-
gennich infekci v dtisledku zavedeni a zlepSovani
screeningu darct krve a rozvoji preventivnich
a technickych opatieni ve zdravotnickych zaiize-
nich se vyrazné snizil. V souvislosti s tim ziejmeé
dochazi ke sniZovani vyskytu genotypa 1b a 2 [5].
Rozsahlé siieni injekéniho uzivani drog spolu
s nedodrzovanim preventivnich opatfeni k zabra-
né parenteralniho pienosu je naopak davano do
souvislosti s nartstem vyskytu genotypu 1la, 3a
i typu 4. Zatimco k $ifeni IDU v zapadni Evropé
dochazelo jiz od Sedesatych let minulého stoleti,
v zemich byvalého vychodniho bloku doslo k Sife-
ni IDU vyraznéji az od devadesatych let. V tom je
tieba spatiovat hlavni p¥i¢inu rozdilného zastou-
peni genotypt HCV v téchto zemich.

Skuteénost, Ze k zminénému vyvoji v zastoupe-
ni genotypt dochazi postupné i ve stfedo a vycho-
doevropskych zemich potvrzuje nékolik praci.
Napi. odli§né zastoupeni genotypt bylo zjisténo
u 50 anti-HCV negativnich darct krve, ale pozi-
tivnich na HCV RNA zachycenych tzv. NAT scre-
eningem, tudiZ prokazatelné akutnich infekeci.
Vyznamné niz§i zastoupeni bylo prokazano
u genotypu 1b (36 %) a naopak vyznamné vys$si
u genotypu 3a (40 %).

Vysoké zastoupeni jinde minoritniho genotypu
4 (23,4 %), bylo zjisténo ve studii u IDU zejména
u koinfikovanych HIV v severovychodnim Polsku
(genotyp 1b ve 30,6 %, 1la v 8,1 %, 3a v 37,8 %).
Pro podobny vyvoj zastoupeni genotypt HCV
v CR svédéi i vysledky této studie. Béhem sledo-
vaného obdobi let 1999-2007 byl u darct krve
zaznamenan vyznamny narust zastoupeni geno-
typu 3a a naopak vyznamny pokles genotypu 1b.
V zastoupeni genotypu la nebyla prokazana
vyznamna zména. Vysledky analyzy zavislosti
vyskytu genotypt na véku a pohlavi darcu odpo-
vidaji adajim zjistovanym v ¥adé publikovanych
studii [5]. Zastoupeni genotypu la i 3a s vékem
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kles4 a naopak genotypu 1b stoupa. Vyskyt geno-
typu 1b je vétsi u Zen, genotypu 3a u muzua. Pii
zédkladnim porovnavani vychoziho souboru TS
4294 darca krve a souboru GT 188 darcu s ogeno-
typovanym HCV nebyl zjistén rozdil v zastoupeni
pohlavi, ani pramérny vék v obou souborech se
vyznamné nelisil, byl v8ak nalezen vyznamny
rozdil ve vékové distribuci mezi pohlavimi.

Geografické rozdily v distribuci genotypt na
arovni regionu tvoienych nékolika kraji nebyly
zjistény, s vyjimkou vyssiho zastoupeni genotypu
la v regionu Cechy zapad.

Pro interpretaci zmén v zastoupeni genotypt
u darct krve v CR je podstatné znat soucasnou
situaci a dynamiku zmén v distribuci genotypa
u IDU. Vysledky paralelné provadéné studie
u IDU ukazuji vyrazny vzestup v zastoupeni
genotypu 3a a hlavné la v této rizikové skupiné
béhem posledniho desetileti (Krekulova, osobni
sdéleni). Otazkou je, jak epidemiologicky vysvét-
lit to, Ze nebyl zjistén nartst genotypu la u darcta
krve pfi vyznamném nartstu tohoto genotypu ve
skupiné IDU, kdyz u genotypu 3a byl zjistén
vyznamny narust v obou skupinach.

Fylogeneticka analyza ukazala miru divergen-
ce izolatd HCV u darct krve. Identické sekvence
v analyzované oblasti NS5 byly nalezeny ojediné-
le u genotypu 3a i 1b. Podstatnym piinosem par-
cialni sekvenace izolatt HCV od darcu krve je ve
vytvoieni referenéni databaze sekvenci z CR uZi-
teéné pro dalsi molekularné epidemiologické ana-

lyzy.

Zavér

Studie byla provedena na reprezentativnim
souboru HCV pozitivnich darct krve z CR za
obdobi let 1999 az 2007. Podil darca s aktivni rep-
likaci viru byl 55 % z pozitivné konfirmovanych
a pramérna hodnota virové naloze HCV byla 9,6
x 10°. Studie poskytla prvotni data o vyskytu
a relativni ¢etnosti genotypt HCV u darct krve
v CR. Nejvyssi prevalence byla nelezena u geno-
typu 1b (66 %) pak u 3a (19,7 %) a 1a (13,3 %).
Genotypy 2a a 2b byly nalezeny ojedinéle (0,5 %).
Béhem let 1999-2007 u darct krve vyznamné
klesla cetnost genotypu 1b a naopak stoupla
u genotypu 3a, zatimco u genotypu la se vyznam-
né neménila. Zmény v zastoupeni genotypu
v Case, stejné jako zavislosti na véku a pohlavi
odpovidaji trendim pozorovanym v evropskych
zemich, které souviseji se zménami ve zpusobu
pfenosu HCV.

Projekt byl finanéné podporovdin grantem IGA
MZCR & NR9044-3/2006.

= o

Podékovani

Autori dékuji Dr. S. Viazovovi (Univ. Essen) za
poskytnuti sekvenci citovanych primeru, RNDr.
B. Prochdzkovi, CSc. za vyznamnou pomoc pri sta-
tistickém zpracovdni dat a Mgr. P. Fritzovi za revi-
zi rukopisu.

Literatura

1. Brojer, E., Gronowska, A., Medynska, dJ., Grabar-
czyk, P., Mikulska, M. et al. The hepatitis C virus
genotype and subtype frequency in hepatitis C virus
RNA-positive, hepatitis C virus antibody-negative blood
donors identified in the nucleic acid test screening pro-
gram in Poland. Transfusion, 2004,44, 1706-1710.

2. Cantaloube, J. F., Gallian, P., Attoui, H., Biagini,
P.et al. Genotype distribution and molecular
epidemiology of hepatitis C virus in blood donors from
southeast France. J Clin Microbiol, 2005,43, 3624-3629.

3. Chlabicz, S., Flisiak, R., Kowalczuk, O., Wiercin-
ska-Drapalo, A., Pytel-Krolczuk, B.et al. High preva-
lence of genotype 4 among hepatitis C virus-infected
intravenous drug users in north-eastern Poland. J Med
Virol, 2008,80, 615-618.

4. Choi, J., Xu, Z., Ou, J. H. Triple decoding of hepatitis C
virus RNA by programmed translational frameshifting.
Mol Cell Biol, 2003,23, 1489-1497.

5. Esteban, J. 1., Sauleda, S., Quer, J. The changing
epidemiology of hepatitis C virus infection in Europe. J
Hepatol, 2008,48, s.148-162.

6. Frank, C., Mohamed, M. K., Strickland, G. T.,
Lavanchy, D., Arthur, R. R et al. The role of
parenteral antischistosomal therapy in the spread of
hepatitis C virus in Egypt. Lancet, 2000,355, 887-891.

7. Gervain, J., Simon, G., Jr., Papp, 1., Szabone, B.
K. [Determination of the type and subtype of the
hepatitis C virus in chronic viral hepatitis patients in
Hungary]. Orv Hetil, 2001,142, 1315-1319.

8. Krekulova, L., Rehak, V., Madrigal, N., Johnson, M.,
Killoran, P, Riley, L. W. Genotypic and epidemiologic
characteristics of hepatitis C virus infections among
recent injection drug user and nonuser populations. Clin
Infect Dis, 2001,33, 1435-1438.

9. Martinot-Peignoux, M., Roudot-Thoraval, F., Men-
del, 1., Coste, J., Izopet, J.et al. Hepatitis C virus
genotypes in France: relationship with epidemiology,
pathogenicity and response to interferon therapy. The
GEMHEP. J Viral Hepat, 1999,6, 435-443.

10. Nemecek, V., Castkova, J., Fritz, P., Linhartova, A.,
Svandova, E.et al. The 2001 serological survey in the
Czech Republic—viral hepatitis. Cent Eur J Public
Health, 2003,11 Suppl, S54-S61.

11. Payan, C., Roudot-Thoraval, F., Marcellin, P., Bled,
N., Duverlie, G. et al. Changing of hepatitis C virus
genotype patterns in France at the beginning of the
third millenium: The GEMHEP GenoCII Study. J Viral
Hepat, 2005,12, 405-413.

12. Rantala, M., van de Laar, M. J. Surveillance and
epidemiology of hepatitis B and C in Europe - a review.
Euro Surveill, 2008,13.

13. Shev, S., Widell, A., Foberg, U., Fryden, A.,
Hermodsson, S., et al. HCV genotypes in Swedish
blood donors as correlated to epidemiology, liver disease

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie

71



Epidemiologie 2-09

14.

15.

16.

17.

14.4.2009 11:17 str. 72

and hepatitis C virus antibody profile. Infection,
1995,23, 253-257.

Simmonds, P. Genetic diversity and evolution of
hepatitis C virus-15 years on. J Gen Virol, 2004,85, 3173-
3188.

Simmonds, P., Alberti, A., Alter, H. J., Bonino, F.,
Bradley, D. W., et al. A proposed system for the
nomenclature of hepatitis C viral genotypes. Hepatology,
1994,19, 1321-1324.

Tallo, T., Norder, H., Tefanova, V., Krispin, T.,
Schmidt, J.et al. Genetic characterization of hepatitis
C virus strains in Estonia: fluctuations in the
predominating subtype with time. J Med Virol, 2007,79,
374-382.

Urbanek P., Subhanova 1., Janousova, E., Dusek L.,
Mareéek Z. et al. Utinnost terapie pegylovanym

= o

18.

interferonem a ribavirinem u pacientti s chronickou
HCYV infekci. Vniti 1k, 2009 (v tisku).

Viazov, S., Kuzin, S., Paladi, N., Tchernovetsky, M.,
Isaeva, E., et al. Hepatitis C virus genotypes in
different regions of the former Soviet Union (Russia,
Belarus, Moldova, and Uzbekistan). J Med Virol,
1997,53, 36-40.

Do redakce doslo 15. 1. 2009

RNDr.Vratislav Némecek, CSc.

Ndrodni referenéni laborator pro virové hapatitidy
Statni zdravotni tustav

Srobdrova 48

100 42 Praha 10

e-mail: nemecek@szu.cz

72



