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SANTRAUKA

Magistro darbo autorius: Eglé Dovydaityté

Magistro darbo pavadinimas: Hepatito C viremija ir genotipy daznis tiriamyjy populiacijoje.

Darbo tikslas: jvertinti hepatito C viremija ir genotipy daznj tiriamyjy populiacijoje.

Tyrimo uzdaviniai: 1. Nustatyti hepatito C viremija tiriamyjy populiacijoje. 2. Nustatyti hepatito C
genotipy daznj tiriamyjy populiacijoje. 3. Ivertinti hepatito C viremija ir genotipy daznj tiriamyjy
populiacijoje atsizvelgiant | tirlamyjy lytj ir amziy.

Tyrimo objektas ir metodai. Retrospektyviai analizuoti 2018 metais LSMU Laboratorinés medicinos
klinikoje dél hepatito C tirty pacienty duomenys. Atrinkti pacientai su nustatyta HCV viremija ir
genotipu. HCV viremijai nukleortig§¢iy amplifikacijos metodu aptikti buvo naudojami ,,artus HCV QS-
RGQ Kit“ (QIAGEN, Vokietija) reagenty rinkiniai, ,,QIAsymphony® AS/SP* (QIAGEN, Vokietija)
analizatoriai ir ,,Rotor Gene® Q* (QIAGEN, Vokietija) termocikleris. Genotipo nustatymui naudoti
,GeneAmp® PCR System 9700« (Applied Biosystems, JAV) termocikleris ir ,,VERSANT® HCV
Amplification 2.0 Kit (LiPA)“ (Siemens Healthineers, Vokietija) reagenty rinkiniai.

Rezultatai. I 200 tiriamyjy, 59 proc. sudaré vyrai ir 41 proc. moterys. Vyriausias pacientas buvo 86
mety, jauniausias — 22 mety amziaus, o populiacijos amziaus vidurkis buvo 51,4 metai. Tiriamyjy
populiacijoje vyravo (77,5 proc.) didele (>6,0x10° TV/ml) viremija turintys pacientai. Dazniausiai (63,5
proc.) aptinkamas buvo 1 genotipas, re¢iau (30 proc.) 3 genotipas, o reciausiai (6,5 proc.) — 2 genotipas.
Tarp 1 ir 3 genotipus turin¢iy pacienty reik§mingai (p=0,008 ir p=0,016) daugiau nustatyta didelés
viremijos atvejy. Pirminés viremijos vidurkis buvo didesnis (p=0,026) vyry grupéje, o tarp amziaus
grupiy statistiskai reik§mingai nesiskyré. 3 genotipa turintys tiriamieji buvo statistiSkai reikSmingai
(p=0,011) jaunesni nei turintys kitus genotipus.

Ivados: 1. Nustatytas pirminés viremijos vidurkis tiriamyjy populiacijoje — 6,9x10%+1,1x107 TV/ml.
55 proc. daugiau tiriamyjy turéjo didelg viremijg. 2. Tiriamyjy populiacijoje 63,5 proc. nustatyta HCV
1 genotipy, perpus maziau — 3 genotipy, maziausiai — 2 genotipy. Dazniausi HCV genotipai/subtipai
buvo 1b, apimantis daugiau nei trecdalj populiacijos, 3a, 1a/1b, 1, o reciausi buvo 2a/2c, la, 2b ir 2.
3. Statistiskai reikSmingai didesnis pirminés viremijos vidurkis nustatytas vyrams, nepriklausomai nuo
amziaus. Tiriamyjy populiacijoje nustatyty HCV genotipy/subtipy daznis skyrési priklausomai nuo
lyties (daugiau 1 genotipo vyry, 1b subtipo motery). Genotipy dazniy pasiskirstymas priklausé nuo

amziaus grupiy, 3 genotipas buvo nustatomas jaunesniems tiriamiesiems.



SUMMARY

Author of a master¢s thesis. Eglé Dovydaityté
The title of the master*s thesis. Hepatitis C Viremia and Genotype Frequency in the Study Population.
The aim: to evaluate hepatitis C viremia and genotype frequency in the study population.

Objectives: 1. To determine hepatitis C viremia in the study population. 2. To determine hepatitis C
genotype frequency in the study population. 3. To evaluate hepatitis C viremia and genotype frequency
in the study population in relation to gender and age of subjects.

Study subjects and methods: Retrospectively analyzed data from patients tested for hepatitis C at
Clinic of Laboratory Medicine of Lithuanian University of Health Sciences (LSMU). Patients with
detected HCV viremia and genotype were selected. ,,artus HCV QS-RGQ Kit*“ (QIAGEN, Germany)
reagent Kits, ,,QIAsymphony® AS/SP“ (QIAGEN, Germany) analyzers and ,,Rotor Gene® Q* (QIAGEN,
Germany) thermocycler were used to detect HCV viremia by nucleic acid amplification. ,,GeneAmp®
PCR System 9700 (Applied Biosystems, USA) thermocycler and ,,VERSANT® HCV Amplification 2.0
Kit (LiPA)“ (Siemens Healthineers, Germany) reagent kits were used for genotyping.

Results: Of the 200 subjects, 59% were men and 41 % women. The oldest patient was 86 years, the
youngest 22 yearsold , and the mean of population age was 51.4 years. In the study population high
viraemia (>6,0x10° IU/ml) was predominant (77.5%). Genotype 1 was the most common (63.5%),
genotype 3 was less frequent (30%), and genotype 2 was the rarest (6.5%). Significantly (p=0.008 and
p=0.016) more cases of primary viremia were observed among patients with genotypes 1 and 3. The
mean primary viremia was higher (p=0.026) in the male group and did not differ statistically significantly
between age groups. Subjects with genotype 3 were statistically significantly (p=0.011) younger than
those with other genotypes.

Conclusions: 1. The mean most popular primary viremia was 6.9x10%+1.1x107 IU/ml. 55 % more
subjects with large viremias. 2. In the study population 63,5 % were HCV 1 genotype, half less 3
genotype, at least 2 genotype. The most HCV genotypes/subtypes were 1b, covering more than a third
of the population, 3a, 1la/lb, 1, and the rarest were 2a/2c, la, 2b and 2. 3. There is a statistically
significant increase in mean primary viremia in men regardless of age. The frequency of HCV
genotypes/subtypes identified in the study population differ by gender (more 1 genotype were male, 1b
subtype - female). Difference of genotype frequency depend on age groups, 3 genotypes were identified

in younger subjects.
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SANTRUMPQOS

AIDS —  (angl. acquired immune deficiency syndrome) — jgytasis imuninio nepakankamumao
sindromas

ALT - alaniné transaminazé

AT-PGR —  atvirkstinés transkripcijos polimerazés grandininé reakcija

GT —  genotipas

HCV —  hepatito C virusas

kDNR —  komplementari DNR

LSMU —  Lietuvos sveikatos moksly universitetas

OR —  (angl. odds ratio) — galimybiy santykis

PGR —  polimerazés grandininé reakcija

proc. —  procentai

PSO —  Pasaulio sveikatos organizacija

QS —  (angl. quantification standard) — kiekybinio nustatymo standartas

RNR —  ribonukleino rigstis

SD —  (angl. standard deviation) — standartinis nuokrypis

ULAC — Uzkreciamy ligy ir AIDS centras

VA\Y —  Zmogaus imunodeficito virusas

X —  Chi kvadrato kriterijus



IVADAS

Hepatitas C — tai létiné kepeny liga, kurig sukelia mazas, turintis apvalkala, viengrandés RNR
virusas, vadinamas hepatito C virusu (HCV) [1]. Pacientams, sergantiems létine HCV infekcija, daznai
liga gali progresuoti | kepeny cirozg, dél kurios padidéja hepatoceliulinés karcinomos rizika [2].
Nustatyta, jog apie 3 proc. pasaulio populiacijos yra infekuoti HCV, 170 min. gyventojy turi HCV
infekcijg, kasmet dél hepatito sukelty kepeny sutrikimy mirSta nuo 350 takst. iki 500 takst. zmoniy [3].
Kasmet uzfiksuojami 3—4 milijonai naujy HCV infekcijos atvejy. Dél nuolat didé¢jancio virusu uzkrésty
pacienty skaiCiaus, Pasaulio sveikatos organizacija (PSO) pripazino hepatita C vieng rimciausiy
pasaulinés sveikatos problemy. 2016 metais PSO priémé visuoting strategija, jog iki 2030 mety virusinis
hepatitas bty pasalintas kaip visuomenés sveikatos grésmé.

HCV perdavimo budai yra per krauja, lytinis ir i§ motinos vaikui, ta¢iau pagrindinis perdavimo
budas yra per krauja, kaip pavyzdziui, dalijantis injekcijos priemonémis, perpilant kontaminuota krauja
ar jo produktus, atliekant tatuiruotes ir kitas procediras [4].

PSO duomenimis, tminé HCV infekcija dazniausiai yra besimptomé ir retai siejama su
pavojinga gyvybei liga. Apie 15-45 proc. infekuoty asmeny virusas pasiSalina spontaniskai per SeSis
ménesius be gydymo, o likusiems 55-85 proc. iSsivysto 1étiné infekcija. Kepeny cirozés iSsivystymo
rizika asmenims, turintiems léting HCV infekcija, yra 15-30 proc. per 20 mety.

Europos ligy prevencijos ir kontrolés centro duomenimis, hepatitas C dazniau pasireiSkia
vyrams nei moterims, santykiu 1,6:1. Daugiausia HCV infekcija paveikty asmeny tarp vyry yra 35-44
mety amziaus, o motery — tarp 25-34 mety.

Umaus ir létinio hepatito C infekcijos diagnostika yra paremta HCV RNR aptikimu, t.y.
viremijos nustatymu. Zinios apie HCV viremija leidzia nustatyti HCV pasi$alinimo tempg ir galimybe
bti aktyviu infekcijos nesiotoju populiacijoje [5].

Siuo metu HCV klasifikuojamas j 11 genotipu, $esi i§ ju yra pagrindiniai (nuo 1 iki 6), toliau
genotipai skirstomi j subtipus [6]. HCV genotipai turi rysky geografinj ir epidemiologinj pasiskirstyma
ir genotipo identifikavimas yra kliniskai svarbus, pritaikant gydymo dozes ir trukme, dél skirtingy atsaky
1 gydyma bei atitinkamai savity terapiniy poziiiriy reikalingy kiekvienam genotipui [7].

Genotipo nustatymas ir viremijos jvertinimas yra vienodai svarbiis kuriant gydymo strategijas
ir prognozuojant gydymo rezultatus tarp HCV infekuoty pacienty [8]. Atliktame tyrime siekiama
jvertinti populiacijos HCV viremijg ir genotipus, bei jy pasiskirstyma pagal lytj ir amziy.



DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas: jvertinti hepatito C viremijg ir genotipy daznj tiriamyjy populiacijoje.

Darbo uzdaviniai:
1. Nustatyti hepatito C viremijg tiriamyjy populiacijoje.
2. Nustatyti hepatito C genotipy daznj tiriamyjy populiacijoje.

3. Ivertinti hepatito C viremija ir genotipy daznj tiriamyjy populiacijoje atsizvelgiant ]

tirlamyjy lyti ir amziy.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Hepatito C viruso sandara

HCV yra mazas (60-80 nm), RNR virusas, priklausantis Flaviviridae seimai, Hepacivirus
genciai, sukeliantis tUmias ir létines kepeny ligas, jskaitant létinj hepatita, kepeny cirozg ir
hepatoceliuling karcinoma [9]. HCV sudarytas i$§ vienvijos RNR grandinés. HCV genomg sudaro 9600
nukleotidy. Genomas turi vieng atvirg skaitymo rémelj (angl. Open reading frame), apytiksliai 9000
nukleotidy ilgio, kuris yra sujungtas su 5’ ir 3’ netransliuojamais regionais (angl. Untranslated regions
(UTR)), svarbiais viruso replikacijai ir transliacijai [10]. Priklausomai nuo genotipo, atviras skaitymo
rémelis gali biti sudarytas i§ 9030-9099 nukleotidy ir koduoja 3010-3033 aminortigs¢iy poliproteino
prekursoriy. HCV atviro skaitymo rémelio transliacijos metu produkuojamas poliproteinas, kuris viruso
proteaziy yra suskaidomas j struktiirinius baltymus: serdinj (angl. core) ir apvalkalo glikoproteinus E1
bei E2, dalyvaujancius virusiniy daleliy gamyboje, bei septynis nestruktiirinius baltymus, p7, NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A ir NS5B [11]. HCV $erdinis baltymas yra viruso nukleokapsidés baltymas, turintis
daug funkcijy, jskaitant RNR prisijungimo, imuninés moduliacijos, lasteliy signalizacijos, onkogeninio
potencialo ir autofagijos [12]. Apvalkalo glikoproteinai (E1 ir E2) yra vyraujantys strukttriniy baltymy
komponentai, padedantys virusui patekti j Seimininko lgstele [1413].

Viruso genominé RNR yra susieta su Serdiniu baltymu ir suformuoja nukleokapside, kuri yra
sferin¢ ir mazdaug 30 nm diametro. Infekcinj viriong sudaro nukleokapsidé, apsupta lipidy turinéiu
apvalkalu, kilusiu i§ $eimininko endoplazminio tinklo membrany [14].

HCV genominé RNR yra fiziskai kompaktiska ir labai struktiirizuota. Sios savybés palengvina
nuolatinj HCV infekcijy buvimg Zzmonése, apsaugodamos genomg nuo degradacijos pasitelkiant jgimta

antivirusing gynyba [15].

1.2. Hepatito C epidemiologija

PSO duomenimis mazdaug 71 mlin. gyventojy visame pasaulyje turi léting HCV infekcija.
Hepatito C paplitimas visame pasaulyje labai varijuoja, kadangi atlikti tikslius skai¢iavimus trukdo
auksti nediagnozuoty ligos atvejy rodikliai ir tinkamo duomeny rinkimo stoka [16]. Globaliai 130-150
milijony zmoniy turi léting HCV infekcija, i$ kuriy 80 milijony uzsikréte 1étine virusine infekcija [17].
Apie 3-4 milijonai zmoniy pasaulyje kasmet yra naujai infekuojami HCV, o apie 350 000 pacienty mirsta
dél hepatito C sukelty kepeny sutrikimy [18].

Labiausiai HCV paplites (>3,5 proc.) Ryty Azijoje, Siaurés Afrikoje ir Vidurio Ryty
regionuose. I$sivysciusiose Salyse kaip Jungtinés Valstijos (1,8 proc.), Vokietija (0,6 proc.), Kanada (0,8
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proc.), Pranctzija (1,1 proc.) ir Australija (1,1 proc.) HCV paplites maziau, palyginti su Ryty Azija ar
Siaurés Afrika. Kinijoje ir Indijoje, turingiose didesnj gyventojy skaiéiy, paplitimas yra atitinkamai 3,2
proc. ir 0,9 proc. [3]. Pagal 2016 mety tyrimo duomenis, maziausiai HCV paplitgs Vakary Europoje (0,9
proc.) (i$skyrus kai kurias kaimo vietoves Piety Italijoje ir Graikijoje), o labiausiai — Centrinéje Europoje
(3,1 proc.), ypa¢ Rumunijoje ir Rusijoje [19].

Ivertinus bendrg HCV RNR teigiamy infekcijy skai¢iy, buvo nustatyta, jog globalus vidutinis
viremijos daznis yra 67 proc. (118,9 milijonai HCV RNR teigiamy atvejy), svyruojant nuo 48,7 proc.
Centrinéje Azijoje iki 80,2 proc. Lotyny Amerikoje (atograzy regione); anti-HCV paplitimas Europoje
yra apie 1,8 proc. (daugiau nei 13 milijony atvejy), vidutinis HCV viremijos daznis — 72,4 proc. (beveik
10 milijony HCV RNR teigiamy atvejy) [20].

Uzkreéiamy ligy ir AIDS centro (ULAC) duomenimis, Lietuvoje 2018 m. uzregistruoti 25
tminio hepatito C atvejai. Nuo 2001 m. Lietuvoje stebima sergamumo uminiu HCV mazé&jimo
tendencija: nuo 5,4 atv./100 takst. gyventojy 2001 m. iki 0,9 atv./100 tukst. gyventojy 2018 m. Liakinos
ir Valantino atlikto tyrimo [21] duomenimis, Lietuvoje anti-HCV paplitimas yra 2,8 proc. HCV infekcija
labiau paplitusi tarp vyry (4,02 proc. vyry, 1,49 proc motery, p=0,003) ir nepriklausomai nuo tiriamyjy
amziaus. Didesni infekcijos rodikliai aptikti Vilniaus ir Kauno regionuose, nei mazesnése kaimo
vietovese.

Virusinio hepatito C infekcija daznesné vyrams nei moterims, kadangi moterims labiau
budingas spontaniSkas viruso pasiSalinimas ir létesnis kepeny pazeidimo progresavimo tempas. JAV
aptinkamas HCV antikliny paplitimas tarp vyry yra beveik dvigubai didesnis nei tarp motery (2,1 proc.
vyry, 1,1 proc. motery), didesnis paplitimas tarp vyry pastebimas ir Europoje [22]. HCV atvejy
pasiskirstymas Lietuvoje pagal lytj 2018 metais: vyrai — 40,0 proc., moterys — 60,0 proc. Motery
sergamumas tminiu HCV buvo nezymiai didesnis uz vyry — atitinkamai 1 atv. ir 0,8 atv./100 ttkst.
gyventojy.

HCV paplitimo augimas stebimas kartu su didéjanciu amziumi, iki maksimalaus paplitimo 55-
64 mety asmeny grupéje [23]. Pagal ULAC duomenis, Lietuvoje 2018 m. daugiau nei pusé (56 proc.)
iminio HCV atvejy nustatyta 45-64 m. ir vyresniy asmeny amziaus grupéje. DidZiausias sergamumas
uzregistruotas 18-24 ir 25-34 m. amziaus asmeny grupése — 1,3 atv./100 tikst. gyventojy. Didziausias
vyry sergamumas (2,6 atv./100 tiikst. gyv.) nustatytas 18-24 m. amziaus grupéje, 0 motery (2,4 atv./100
tikst. gyv.) — 45-54 m. amziaus grupg¢je.

Epidemiologinis HCV infekcijos paplitimo visame pasaulyje vertinimas buvo veiksmingas
uzkertant kelig ligai plisti ir gydant uzsikrétusius pacientus. Sis vertinimas taip pat veiksmingas

kontroliuojant galima biisimag HCV perdavima [3].
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1.3. Hepatito C perdavimo budai ir rizikos veiksniai

HCV dazniausiai perduodamas per krauja ar jo produktus, taciau infekcijos paplitimo keliai gali
skirtis. Jatrogeniniai perdavimo biidai: kraujo perpylimas naudojant neistirtus produktus, kresé¢jimo
faktoriy ar kity kraujo produkty transfuzija, organo transplantacija, invazinéms procediroms skirty
medicininiy instrumenty daugkartinis naudojimas, hemodializ¢, endoskopija, intraveniniy narkotiky
vartojimas [24]. HCV taip pat gali buti perduodamas lytiniu baidu ir vertikaliai, nuo uzkréstos motinos
naujagimiui, ta¢iau Sie perdavimo biidai yra zymiai retesni [25]. HCV infekcijos perdavimas lytiniu badu
didéja tarpe zmoniy, turinéiy kelis seksualinius partnerius, taip pat koinfekcija ZIV gali padidinti
perdavimo rodiklj [3]. Perinatalinis perdavimas i§ HCV infekuoty motiny savo naujagimiams turi ribotg
epidemiologinj vaidmenj, kadangi tai pasireiSkia maziau nei 5 proc. atvejy, paplitimas padidéja esant
HCV/Z1V koinfekcijai [26]. Cezario pjivio procediira nedidina HCV infekcijos daznio [3].

Liakinos ir Valantino atlikto tyrimo [21] duomenimis, Lietuvoje HCV infekcija plinta
daugiausiai naudojant intraveninius narkotikus (OR=42,5, p<0,0001). HCV perdavimas vyksta atliekant
kraujo transfuzijas (OR=6,4, p=0,0002), danty $alinimo procediiras (OR=4,1, p=0,0048), daugybines ir
ilgalaikes hospitalizacijas (OR=3,0, p=0,0064), gimdymo metu (OR=5,0, p=0,00224), darant tatuiruotes
(OR=4,4, p=0,0013), atviry traumy atvejais (OR=3,7, p=0,0009). Pagal ULAC duomenis, 2010 metais
Lietuvoje 56,1 proc. hepatito C atvejy uzsikrétimo kelias buvo nezinomas, 14,6 proc. — lytinis kontaktas
su serganciuoju, 12,3 proc. — Svirk§¢iamyjy narkotiky vartojimas.

Lietuvoje, kaip ir visame pasaulyje, uZsikrétimo HCV priezastis daZniausiai lieka neaiski. HCV
perdavimo buidus yra sudétinga nustatyti dél keliy priezaséiy: dél ilgo inkubacinio periodo sunku
sutapatinti susijusius atvejus su bendru infekcijos $altiniu, be to, imios HCV infekcijos dazniausiai btina
besimptomés, kas sukelia sunkumus identifikuojant uzsikrétimo buda [27].

Tikimybe uzsikrésti HCV didina: intraveniniy narkotiky naudojimas, kraujo transfuzijos,
organy transplantacijos, hemodializés, atliktos iki 1992 m., atsitiktinis kontaktas su uzkrésta adata tarp
medicinos darbuotojy, infekuotumas ZIV [27]. Kiti HCV rizikos veiksniai yra ligos, kaip pavyzdziui,
kito tipo hepatitas, diabetas, lytiSkai perduodamos ligos; pavojinga socialiné¢ elgsena, tokia kaip
jkalinimas, antisanitarinis tatuiruoc¢iy atlikimas; Seiminé ligos istorija [28].

Dauguma pacienty, turin¢iy hepatito C infekcija, negali iSsivalyti nuo viruso ir §i bukle
progresuoja iki létinés infekcijos. Sis rodiklis didesnis pacientams, uZsikrétusiems ZIV, ir mazesnis
moterims bei vaikams [29]. Atlikti tyrimai parodé, jog tokie sociodemografiniai pozymiai kaip amzius,
lytis ir migracija turi didele jtaka HCV infekcijos progresavimui [28]. Nepalankiis veiksniai,
nulemiantys létinés kepeny ligos progresavima, yra vyresnis ligonio amzius (40 mety ir daugiau),
vyriska lytis, didelé viruso koncentracija kraujyje, létinis alkoholizmas, koinfekcija su hepatito B virusu
ir koinfekcija su ZIV, nutukimas [30].
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HCYV perdavimo biido atpazinimas yra labai svarbus tolimesniems tyrimams, skirtiems uzkirsti
kelig virusy plitimui. Svarbu ir tai, jog perdavimo spartos skirtumai sudaro salygas i$skirtiniam HCV

paplitimui ir genotipy pasiskirstymui pasaulyje [27].

1.4. Hepatito C klinikiné iSraiSka

Po pirminés HCV infekcijos apie 80 proc. uzkréstyjy nepasireiskia jokie simptomai. Tiems,
kuriems simptomai atsiranda, gali pasireiksti kar§¢iavimas, nuovargis, sumazgjes apetitas, pykinimas,
vémimas, pilvo skausmas, tamsus §lapimas, pilkos spalvos iSmatos, sanariy skausmas ir gelta [18].

HCV infekcija yra timinés arba létinés formos, létinés HCV infekcijos inkubacinis laikotarpis
dazniausiai pacientams nepasireiskia konkretis simptomai. 70-80 proc. pacienty HCV infekcija pereina
] léting faze, kurioje pasireiskia simptomai — gelta (40 proc.), nuovargis (80 proc.), pilvo skausmai (50
proc.), dispepsija (40 proc.) [30].

Mokslininkés S. Knighton istirta, jog pacientams, pasireiSkusiais infekcijos simptomais, iimioje
fazéje, yra labiau tikétinas spontaniSkas viruso pasiSalinimas. Nors §iy pacienty organizme jau bus
pasigaming antikiinai prie§ HCV, jiems néra reikalingas farmakologinis gydymas ir neturéty likti
ilgalaikiy komplikacijy. Uminé HCV infekcija retai iSsivysto j kepeny liga ar kepeny funkcijos
nepakankamumga [31].

Nuolatinis létinis kepeny lasteliy (hepatocity) uzdegimas gali sukelti fibrozg, o nepastovi
hepatocity regeneracija sukelia mazy mazgeliy formavimasi, kuris suardo kepeny architektiirg, t.y.
iSsivysto cirozé. Per 20-25 mety perioda cirozé iSsivysto mazdaug 20 proc. pacienty ir cirozés sukeltos
komplikacijos yra pagrindiné su HCV infekcija susijusios mirties priezastis. Létine HCV infekcija,
manoma, yra atsakinga uz 50-76 proc. visy kepeny véziniy susirgimy ir yra pagrindiné kepeny
transplantacijos priezastis Europoje ir Siaurés Amerikoje [31].

Leétinio VHC progresavimas iki kepeny cirozés labai priklauso nuo pacienty amziaus: 5 proc.
<40 mety amziaus ir 20 proc. >40 mety amziaus pacienty liga progresuoja iki cirozés maziau nei per 20
mety [32]. HCV infekcija vaikams rodo didéjancig vélyvosios stadijos kepeny ligos rizikg vyresniame
amziuje [17].

Moterims labiau biidingas spontaniSkas viruso pasiSalinimas ir joms biidingas mazesnis ligos
progresavimas, jei infekcija yra létiné. Kadangi motery ligos progresavimo greitis létesnis, HCV
sukeltos ligos komplikacijos labiau paveikia vyrus. Davis ir kt. atlikto tyrimo [22] metu iStirta, jog apie
74 proc. cirozés atvejy nustatoma vyrams ir Sie atvejai per pastaruosius 20 mety ir toliau sudarys

dauguma.
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1.5. HCV viremija

HCV viremija yra apibidinama kaip nuolatinis HCV RNR buvimas HCV paveiktuose
individuose. Duomenys apie HCV viremijg leidzia nusakyti HCV pasisalinimo tempg ir tikétinuma bti
aktyviu infekcijos neSiotoju duotoje populiacijoje [5]. Norint nustatyti HCV viremijos lygj kraujyje,
polimerazés grandininés reakcijos (PGR) metodu atlickama HCV RNR kiekybiné analizé [33].

HCV RNR gali biiti aptinkamas timios fazés metu, nors jos lygiai gali labai skirtis ir gali
atsirasti intarpy (iki keliy savaiciy) su nenustatoma HCV RNR. D¢l Sios priezasties HCV RNR neigiami
asmenys turi biti pakartotinai tiriami po 12 ir 24 savaiCiy, jog buty patvirtinamas galutinis viruso
pasisalinimas [34]. HCV pasiSalinimo rodiklis parodo proporcija HCV infekuoty asmeny, kuriems
infekcija spontaniskai pasiSalina po Gimios infekcijos stadijos [35].

HCV RNR lygio dinamika po HCV poveikio parodo prading ,,prie§ padidejima* (angl. pre-
ramp-up) faze su kintancia zemo lygio viremija (nuo atsiradimo iki pradinés kiekybiSkai jvertinamos
HCV RNR), sekancig ,,padidéjimo* (angl. ramp-up) faze su eksponentiniu HCV RNR kiekio padidéjimu
(8-10 dienos) ir aukstos viremijos stabilizavimosi faze¢ (45-68 dienos) [36]. Nustatyti trys galimi
viremijos modeliai, turintys klinikinés reik§més: trumpalaiké viremija, lydima imaus hepatito, nuolatiné
viremija, progresuojanti iki létinio proceso, ir protarpiné viremija, kuriai biidingas pradinis HCV RNR
praradimas, taciau kuri pasikartoja po keliy ménesiy [37].

Didziausia HCV viremija aptinkama tmios infekcijos metu, ypa¢ infekcijos periode, kai
neaptinkama HCV antikiiny [38]. DidZiausia viremija Kraujyje nustatoma alanininés transaminazés
(ALT) padidéjimo metu, ta¢iau HCV RNR viremija gali biiti esant normaliam ALT aktyvumui [5]. Pagal
LR Sveikatos ministro jsakyma, hepatito C didelé viremija yra kai HCV RNR kopijy kiekis kraujo
serume lygus 600 000 TV/ml arba daugiau, o maza — kai HCV RNR kopijuy kiekis kraujo serume
mazesnis negu 600 000 TV/ml [33].

Populiacijoje, chroniskai infekuoty individy (HCV antikiinai teigiami ir RNR teigiama) dalis 1§
visy kada nors infekuoty individy (HCV antikiinai teigiami, nepaisant HCV RNR biisenos), sudaro HCV
vireminj daznj §iai populiacijai [39]. Cirkuliuojan¢ios HCV RNR kiekis paciento plazmoje ar serume
yra vadinamas viruso titru ir spé&jama atspindi viruso replikacijos bei pasiSalinimo i§ Seimininko greitj
[40].

Noh su bedraautoriais [41] aptiko didesng¢ hepatoceliulinés karcinomos i$sivystymo rizika
pacientams, kuriems nustatytas didelis HCV RNR titras, nei kuriy titras mazas. Nustatyta, jog
reik§mingai didesng HCV viremija turi HCV/ZIV koinfekuoti pacientai, lyginant su infekuotais tik HCV
infekcija [42].
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Atlikti tyrimai parodé, jog HCV RNR kopijy skai¢ius pacientams, sergantiems hepatitu C,
nekoreliuoja su amziumi ar lytimi [43]. HCV infekcijos vireminis daznis nesiskiria priklausomai nuo
amziaus ar lyties [5].

llgalaikis virusologinis atsakas (angl. SVR — sustained virological response) pacientams,
sergantiems létiniu hepatitu C, apibréziamas kaip nenustatomas HCV RNR serume tiriant po 24 savaiciy

nuo gydymo pabaigos [44].

1.6. HCV genotipai ir subtipai

Pasaulyje i$ viso nustatyta 11 HCV genotipy ir daugiau nei 90 subtipy [11]. Pagal PSO, HCV
turi 6 pagrindinius genotipus, sukelian¢ius HCV infekcija. HCV Klasifikuojamas i genotipus, kurie
skiriasi tarpusavyje apie 25-35 proc. nukleotidy lygmenyje. Toliau HCV genotipai suskirstomi j
subtipus, kurie skiriasi vienas nuo kito apie 15-25 proc. nukleotidy lygmenyje [45].

HCV genotipas turi didel¢ kliniking svarbg santykyje su klinikinémis ligos apraiSkomis ir
atsaku j gydyma [46]. Pagal naujausias Europos kepeny tyrimy asociacijos (angl. EASL) rekomendacijas,
HCYV infekcijos gydymas labai priklauso nuo konkretaus HCV genotipo ar subtipo [47]. 2018 mety PSO
pacienty, serganCiy létine HCV infekcija, atrankos, priezitiros ir gydymo gairése rekomenduojama
nustatyti HCV genotipus, norint pasirinkti tiksly gydymo rezimg [48].

Siuolaikinis globalus HCV genotipy geografinis pasiskirstymas yra sudétingas [49] (1 pav.).
HCV genotipy heterogeniSkumas pagal geografinj pasiskirstymg parodo epidemiologijos, perdavimo
bidy ir etninio kintamumo skirtingose Salyse skirtumus [50]. HCV 1 genotipas (GT) yra labiausiai
paplites pasaulyje, apimantis apie 46 proc. visy HCV atvejy. HCV GT 3 yra antras labiausiai paplites
genotipas, sudarantis apie 30 proc. atvejy. Genotipai 2, 4 ir 6 apima apie 23 proc. atvejy, o 5 GT
nustatomas maziau nei 1 proc. atvejy [23]. HCV GT 1 labiau paplites i$sivys¢iusiuose regionuose, kaip
Europoje (dominuoja GT 1la), Siaurés Amerikoje (dominuoja la ir 1b genotipai). Azijoje labiausiai
paplites HCV GT 3 (apie 40 proc. visy infekcijy Zemyne), o Afrikoje — GT 4 (ypa¢ GT 4a Egipte) [52].
Nustatyta, jog keli HCV subtipai, ypa¢ la, 1b, 2a ir 3a, pasaulyje placiai paplite bei apima didzigjg dalj
visy HCV infekcijy dideles pajamas gaunanciose Salyse. Jie vadinami ,,epideminiai subtipai*. Daugelis
kity HCV subtipy yra priskiriami ,,endeminei padermei, kadangi $ie subtipai aptinkami palyginus retai
ir 1lgg laikg cirkuliavo labiau ribotuose regionuose: endeminés genotipy 1 ir 2 padermés daugiausiai
Vakary Afrikoje, GT 3 — Piety Azijoje, GT 4 — Centrinéje Afrikoje ir Viduriniuose Rytuose, GT 5 —
Piety Afrikoje, GT 6 — Pietry¢iy Azijoje [49].

Pagal 2016 metais atlikto tyrimo duomenis, Europoje dominuojantis yra HCV GT 1 (64,4
proc.), sudarantis 70 proc. C. Europoje, 68,1 proc. R. Europoje ir 55,1 proc. V. Europoje. Antrajg vietg
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uzima HCV GT 3 (25,5 proc.), svyruojantis nuo 29 proc. V. Europoje, 26 proc. R. Europoje iki 21 proc.
C. Europoje. HCV GT 2 yra trecias pagal daznuma (5,5 proc.) genotipas Europoje, uzimantis 8,9 proc.
V. Europoje, 4,3 proc. R. Europoje ir 3,2 proc. C. Europoje. HCV GT 4, tradiciskai aptinkamas
Centrin¢je Afrikoje ir Viduriniuose Rytuose, Europoje pasiskirstgs: 5,8 proc. V. Europoje, 4,9 proc. C.
Europoje, 0,5 proc. R. Europoje. HCV GT 5 ir GT 6 procentaliai uzima labai mazg dalj visy genotipy
Europoje [19].
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1 pav. Santykinis kiekvieno HCV genotipo paplitimas pagal GBD (angl. Global Burden of Disease)
regionus [49].

Lietuvoje dazniausiai aptinkamas GT 1 (apie 60 proc.), kiek reciau aptinkami GT 3 ir GT 2
(apie 40 proc.). HCV paplitimas Lietuvoje siekia 1-2,9 proc. Pagal 2003-2009 metais atlikty tyrimy
duomenis, Lietuvoje HCV GT la uzima 2 proc., GT 1b — 69 proc., kiti GT 1 — 4 proc., GT 2 — 6 proc.,
GT 3 - 19 proc. [49].

HCV genotipo paplitimas skiriasi priklausomai nuo perdavimo kelio ir infekuoty individy
amziaus, kaip, pavyzdziui, HCV genotipai 3a ir la yra stipriai iSreiksti tarp intraveniniy narkotiky
vartotojy ir HCV GT 1b yra daznai aptinkamas pacientams, turéjusiems kraujo perpylimus [24]. DeSimto
desimtmecio pradzioje paplite GT 1b ir GT 2, daugiausiai susije su nosokominiu perdavimo budu,
dalinai buvo pakeisti GT 1a, GT 3 ir GT 4, kuriy pagrindiniai HCV perdavimo rizikos faktoriai yra
intraveniniy narkotiky vartojimas ir aukstos rizikos seksualinés praktikos [19].

Individai gali biiti infekuoti ir turéti daugiau nei vieng genotipa, kitaip Zinomg misrig infekcija,
kuri pasireiskia iki 25 proc. §iy asmeny, turin¢iy didziausig uzsikrétimo rizikg [53].

Niu ir kt. 2016 metais atliktame tyrime nustatyta, jog tam tikry genotipy daznis aukstesniS
labiau tarp vyry nei motery. Italy mokslininky tyrimo duomenimis, ly¢iy pasiskirstymas pagal genotipus:
HCV GT 1b moterys uzima 54 proc., vyrai — 41,5 proc., o HCV GT 3a moterys uzima 10,2 proc., o
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vyrai — 0 proc. [54]. Kita vertus, Rouabhia su kolegomis savo tyrime [7] pabrézé, kad néra rySio tarp
HCV genotipy ir lyties, skirtingi HCV genotipai pasiskirste tuo paciu vyry ir motery santykiu.

Atliktuose moksliniuose tyrimuose nustatyta, jog HCV subtipai 1a ir 1b yra daznesni tarp
vyresniy pacienty (51-60 mety amziaus), kai tuo tarpu 3a yra dazniausias jaunesniy pacienty (10-20
mety amziaus) subtipas [55].

Tam tikri HCV genotipai susij¢ su didesne hepatoceliulinés karcinomos i$sivystymo rizika.
Kaip pavyzdziui, lyginant su GT 1, GT 3 susijes su 80 proc. didesne hepatoceliulinés karcinomos rizika
[51].

1.7. Hepatito C laboratoriné diagnostika

Virusinés infekcijos diagnozavimo tikslas yra identifikuoti uzsikrétusius asmenis ir suteikti
gydymga. Virusinés infekcijos diagnostika yra svarbi, sustabdant ligos progresavima ir virusy plitima.
Dauguma @iminiu hepatitu C infekuoty pacienty nepatiria simptomy, dél to simptomatika negali biiti
naudojama kaip specifinis hepatito C infekcijos indikatorius [6].

HCYV infekcijos virusologiné diagnostika remiasi dvejomis laboratoriniy tyrimy kategorijomis:
serologiniai tyrimai (netiesioginiai), kurie nustato specifinius HCV antikiinus (anti-HCV), ir tyrimai
(tiesioginiai), kurie gali aptikti, kiekybiskai jvertinti ir apibidinti HCV virusiniy daleliy komponentus,
tokius kaip HCV RNR ar HCV $erdinj antigena. Sie tyrimai yra svarbiis nustatant infekcijos diagnoze,
priimant gydymo strategija ir vertinant virusologinj atsaka j gydyma [56]. Pagal JAV ligy kontrolés ir
prevencijos centry rekomendacijas [57], HCV diagnostika pradedama nuo HCV antikiiny tyrimo. HCV
infekcijos diagnostikos algoritmas pateikiamas 2 pav.

Kai diagnozé patvirtinama, toliau HCV iStyrimo algoritme seka HCV genotipo nustatymas
prie§ pradedant gydyma [58]. Nors HCV RNR aptikimas ir kiekybinis jvertinimas yra standartinis
metodas diagnozuojant aktyvia HCV infekcija, HCV genotipavimas yra lemiamas tyrimas nustatant
gydymo trukmés rezima [42].

Kol infekuotiems pacientams timiné HCV infekcija trunka kelis ménesius, per kuriuos
organizme pagaminami antikiinai prie§ infekcijos sukéléja, i§ dalies jy spontaniskai pasiSalina infekcija
ir pacientai tampa anti-HCV teigiami, tac¢iau HCV RNR neigiami. Likusi dalis uzkréstyjy tampa létiniais
infekcijos nesiotojais ir iSlicka anti-HCV teigiamais bei HCV RNR teigiamais [39]. Gavus teigiama
antikiiny testg, taCiau neradus RNR kopijy kraujyje, po 3 ménesiy kartojamas HCV RNR tyrimas
jsitikinti, kad jvyko savaiminis viruso pasalinimas i§ organizmo [49]. Duotajai populiacijai, léting
infekcija turin€iy pacienty proporcija i§ visy infekuoty individy, nusako HCV vireminj daznj Siai

populiacijai [39].
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Molekuliniai hepatito C tyrimai gali buti skirstomi j trys pagrindines kategorijas: 1) tyrimai,
kurie nustato esantj arba nesanti HCV RNR genoma paciento plazmoje ar serume (pvz.: kokybiniai HCV
RNR testai); 2) tyrimai, kurie apskaiciuoja HCV RNR kiekj kraujyje, kitaip zinomg kaip viruso titra
(pvz.: kiekybiniai HCV RNR testai); ir 3) tyrimai, kurie nustato geneting HCV prigimtj (pvz.: HCV
genotipavimas) [40].

Anti-HCV
A4

[ Neigiamas ] [ Teigiamas ]
v
HCV RNR
Rasta Nerasta

Y A 4 A\ 4

[ Néra aptikta anti-HCV ] [ Aktyvi HCV infekcija ][ Néra HCV infekcijos ]

v Y A4

< STOP! > [ Skirti gydyma ] [ Papildomi tyrimai? ]

! Asmenims, kurie galéjo uzsikrésti HCV per paskutinius 6 ménesius, rekomenduojamas HCV RNR arba pakartotinas anti-
HCV tyrimai. Imunodeficitinés biiklés pacientams rekomenduojamas HCV RNR tyrimas.

2 Siekiant atskirti buvusiag HCV infekcija nuo klaidingai teigiamo ant-HCV tyrimo rezultato, sifiloma tirti naudojant kit
anti-HCV nustatymo testa. Pakartotinis HCV RNR tyrimas rekomenduojamas, kai tikétina, jog asmuo galéjo uzsikrésti HCV
per paskutinius 6 ménesius arba turi klinikiniy ligos pozymiy, arba jeigu yra abejoniy dél apdorojimo ir tiriamosios

2 pav. Rekomenduojama tyrimo seka esamai HCV infekcijai nustatyti (pagal 57).

1.7.1. Hepatito C viruso RNR nustatymas

Esamos HCV infekcijos diagnozés patvirtinimas priklauso nuo viremijos nustatymo [59]. HCV
RNR aptinkamas serume ar plazmoje jau po 1 savaités nuo uzsikrétimo bei iSlieka patikimiausias Zymuo
ir ,,auksinis standartas“ aktyvios HCV infekcijos diagnostikoje [60]. HCV nukleortgs¢iy tyrimai ypac
naudingi nustatant tGminés HCV infekcijos diagnoze, kadangi RNR jau aptinkama po 1 savaités nuo
kontakto adatos diirio ar kraujo perpylimo metu, bei maziausiai 4-6 savaités prie$ serokonversija, kaip
jrodyta daugelio perdavimo budy atvejais [56]. HCV infekcijos serologinis langas gali buti
18sprendZiamas naudojant kokybinius ir kiekybinius nukleoriig§¢iy tyrimus, kurie turi placias aptikimo
ribas [61].

Nustatant HCV RNR naudojami kokybiniai ir kiekybiniai PGR tyrimai. PSO nustaté tarptautinj

standarta HCV RNR kiekybinio matavimo vienetams, t.y. HCV RNR tarptautinj vieneta (TV), kuris
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naudojamas visuose komerciniuose HCV RNR kiekybinio nustatymo tyrimuose, nesvarbu kokie
nustatymo metodai naudojami [6]. HCV RNR tyrimai pagristi realaus laiko PGR yra naudojami
klinikinése virusologijos laboratorijose RNR aptikimui ir kiekybiniam jvertinimui [62]. HCV RNR
aptikimas ir kiekybinis jvertinimas naudojamas klinikin¢je praktikoje: 1) diagnozuoti léting HCV
infekcijg, 2) nustatyti pacientus, kuriems reikalingas antivirusinis gydymas, 3) monitoruoti
virusologinius atsakus ] antivirusinj gydyma, 4) ateityje, identifikuoti aminoriigdiy pokycius,
atsakingus uz atsparumg specifiniams HCV baltymy inhibitoriams [62].

Pagal LR Sveikatos ministro jsakyma, HCV RNR tyrimas atliekamas PGR metodu, kurio
aptikimo riba yra lygi 20 TV/ml arba mazZesné [33]. Procediira apima méginyje esan¢iy nukleortigs§éiy
ekstrakcijg ir RNR atvirkstine transkripcijg, sukuriancia viengrandg kopijing DNR (angl. cDNA), kuri
toliau yra amplifikuojama naudojant HCV specifinius pradmenis PGR [37].

Komerciniai HCV RNR nustatymo tyrimai leidzia gydytojams, tyrimy laboratorijoms ir kraujo
bankams atlikti gerai kontroliuojamus, nuoseklius ir atkuriamus viremijos nustatymo testus ir
monitoruoti ligos progresavimg [63]. HCV RNR kiekiui pacienty méginiuose jvertinti buvo sukurtos dvi
skirtingos technologijos: taikinio amplifikacijos metodai, tokie kaip kiekybiné PGR, ir signalo
amplifikacijos technologijos, kaip pavyzdziui, DNR hibridizacijos (angl. bDNA) tyrimas [40]. Nors
DNR hibridizacijos tyrimas techniskai yra paprastesnis ir maziau tikétina kryZminé kontaminacija, HCV
infekcijos patvirtinimui patartina atlikti PGR tyrimus dél jy auksto jautrumo [59]. Realaus laiko PGR
yra jautresné (apatiné aptikimo riba 10-15 TV/ml) nei klasikiné PGR, dél to buvo pasirinktas kaip
pagrindinis HCV RNR aptikimo ir nustatymo metodas klinikingje praktikoje [65].

HCV RNR aptikimas yra ,,auksinis standartas* diagnozuojant HCV infekcija, taciau vis dar
1Slieka daug faktoriy, tokiy kaip lengvai sunaikinama RNR, menkas stabilumas, auksti tyrimo salygy bei
meéginiy surinkimo 1ir iSsaugojimo reikalavimai, klaidingai teigiami rodikliai dél kryZminés

kontaminacijos, lemianc¢iy realaus laiko PGR rezultatus [66].

1.7.2. Hepatito C viruso genotipo nustatymas

Rutiningje klinikingje praktikoje, HCV genotipas yra nustatomas naudojant komerciskai
prieinamus genotipavimo tyrimus [67]. Komerciniai HCV genotipavimo tyrimai yra paremti
skirtingomis strategijomis (DNR sekvenavimas, atvirkstiné hibridizacija, realaus laiko PGR) ir jiems
naudojami atskiri HCV genomo taikiniai [68]. Kadangi tmi HCV infekcija paprastai yra besimptomé,
genotipavimas daZniausiai atlickamas pacientams, turintiems létine infekcijg [69].

,»Auksinis standartas“ HCV genotipavimui yra nukleotidy sekvenavimas, kuris gali biiti

atlickamas naudojant Serdies (C), apvalkalo (E1) ar nestruktiirinius (NS5B) regionus, amplifikuojamus
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atliekant atvirkstine transkripcija toliau sekant polimerazés grandininei reakcijai [70]. Minétam tyrimui
naudojami genotipui ir subtipui specifiniai pradmenys, HCV genomo 5’ netransliuojamo, Serdies ir
NS5B regiony amplifikacijai, ir fluorescenciniais dazais pazyméti oligonukleotidy zondai, HCV
genotipy ir subtipy diferenciacijai [71]. Atliktame tyrime buvo naudojamas Versant HCV genotype 2.0
(Siemens) testas, kurio taikiniai yra HCV 5’ netransliuojamas ir $erdies regionai. Sis kolorimetrinis
tyrimas (zr. 3 pav.) yra pagrjstas standartine PGR amplifikacija, po kurios atlickama atvirkstiné
hibridizacija ant membraniniy juosteliy, turin¢iy specifinius zondus, ir gautas juosteliy rastas vizualiai

interpretuojamas [72].

Streptavidinas -
Sarminé fosfatazé

Biotinilintas PGR produktas ...
XXBLAL,

Zondas ondas i Zondas

Nitroceliulioziné membrana Nitroceliulioziné membrana | Nitrocelulioziné membrana

A — Versant zondo tyrimg sudaro oligonukleotidy zondai imobilizuoti ant nitroceliuliuzinés membranos, B —
zondai fiksuoja genotipui specifinius biotinilintus amplikonus, C — streptavidinas su Sarmine fosfataze
nukreipiami prisijungti biotina, véliau pridedamas chromogeninis substratas, leidziantis vizualizuoti tyrimga.

3 pav. Versant HCV genotype 2.0 tyrimo principas (pagal 63).

Kai genotipas nustatomas, tyrimo kartoti nebereikia [73]. HCV genotipas dazniausiai iSlicka
nepakites visam gyvenimuli.

HCV 5’ netransliuojamas regionas, Serdis ir polimerazés (NS5B) regionai yra dazniausi
genotipavimo tyrimy taikiniai [74]. Genotipavimui naudojamais metodais, kuriy taikiniai tik sekos,
esancios 5’ netransliuojamame regione, negalima tiksliai nustatyti GT 1a ir 1b, arba diferencijuoti tarp
GT 1 ir GT 6. Naujesni metodai apima papildomus taikinius, tokius kaip sekas NS5B ar Serdies
regionuose, genotipavimo tikslumui pagerinti [63].

Genotipai yra labai naudingi nustatant gydymo rezimo trukmg ir numatant atsaka j gydyma
[70]. HCV genotipo nustatymas yra privalomas dvigubam antivirusiniam gydymui (interferonas ir
ribavirinas), kadangi pacientai, turintys 1 ar 4 genotipa, gydomi ilgesnj laikg nei pacientai, turintys 2 ar
3 genotipus [61]. Visame pasaulyje gydymo strategijos yra paremtos HCV genotipais, pries taikant
gydymg yra bitina nustatyti tam tikrg genotipg, norint nuspresti antivirusinés gydymo tipg ir trukme,

tiesiogiai arba netiesiogiai veikianciais antivirusiniais vaistais [75].
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2. TYYRIMO METODIKA

2.1. Tyrimo eiga ir tiriamyju atranka

Buvo atlikta retrospektyviné pacienty, tirty dél HCV infekcijos Lietuvos sveikatos moksly
universiteto (LSMU) Laboratorinés medicinos klinikoje laikotarpiu nuo 2018-01-01 iki 2018-12-31,
duomeny analizé. Jtraukimo j tiriamyjy populiacijg kriterijai pacientams: tiriamyjy amzius >18 m., vyrai
ir moterys, nustatyta esanti pirminé HCV viremija ir genotipas. | tyrimg nejtraukti jaunesni nei 18 m.
pacientai ir kuriems tiriamuoju periodu nebuvo nustatyti abu, HCV viremija bei genotipas.

IS 380 pacienty buvo atrinkti 200 pacienty, kuriems buvo nustatyta HCV pirminé viremija ir

genotipas. [vertinti tiriamyjy lytis ir amzius.

2.2. Viremijos nustatymas in vitro nukleoriigs¢iy amplifikacijos tyrimu
2.2.1. Eminiai ir tiriamyjy méginiy paruofimas

Veninis kraujas buvo surenkamas j standartinius vakuuminius mégintuvélius su EDTA. Po
paémimo, mégintuvelio turinys buvo sumaiSomas apverciant 8 kartus, nekratant. Mégintuvéliai buvo
nugabenami j laboratorija per 24 val. nuo surinkimo gabenimui skirtame inde 2-8°C temperatiiroje.
Meégintuvéliai buvo centrifuguojami 1000 x g 10-15 min ir pagal standartines laboratorijos procediras
atskiriama plazma nuo Igsteliy. Méginiai buvo ruoSiami perkeliant 1200 pl plazmos j 2 ml H arba I tipo
mikromégintuvélj. Nukleoriigé¢iy amplifikacijai buvo naudojami ,,QIAsymphony® SP/AS* (QIAGEN,
Vokietija) instrumentai ir ,,Rotor-Gene® Q MDx 5plex HRM*“ (QIAGEN, Vokietija) termocikleris bei
Lartus HCV QS-RGQ Kit“ reagenty rinkinys. Po RNR i$gryninimo, like nepanaudoti méginiai buvo

uzSaldomi ir saugomi -80°C temperatiroje.

2.2.2. Reagentai

Tyrimui naudotas ,,artus HCV QS-RGQ Kit" rinkinys. Rinkinyje esantys reagentai:

— Hepatito C viruso A pagrindinis miSinys (3x820 pl)

— Hepatito C viruso B pagrindinis mi$inys (3%x200 pl)

— Hepatito C viruso RG QS 1 (10* IU/ul) (200 ul)

— Hepatito C viruso RG QS 2 (10° IU/ul) (200 pl)

— Hepatito C viruso RG QS 3 (102 TU/ul) (200 pl)

— Hepatito C viruso RG QS 4 (10! TU/ul) (200 pl)

— Hepatito C viruso RG vidiné kontroliné medziaga (2x1000 pl)
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— Vanduo (PGR klasés) (1900 ul)
QS (angl. quantification standard) — kiekybinio nustatymo standartas.
,artus HCV QS-RGQ Kit“ komponentai laikomi nuo -15° iki -30°C temperatiiroje. |
,,QIAsymphony® SP/AS* instrumentus jkelti reagentai i$lieka stabiliis méginio ruo$imo metu, kol yra

tiriamas vienos procediiros didziausias galimas méginiy skaicius (3 laikikliy procedira).

2.2.3. Tyrimo principas

,QIAsymphony® SP*“ instrumente vyksta pilnai automatizuotas HCV nukleoriigiéiy
gryninimas, naudojant magnetiniy daleliy technologija. Méginiai su iSgrynintomis nukleoriigstimis
perkeliami j ,,QIAsymphony® AS* instrumenta, kur atliekamas tyrimo parengimas: pagrindinio misinio
paruoSimas, paskirstymas ir tiriamy meéginiy perkélimas. Po Sio etapo meginiai perkeliami j ,,Rotor-
Gene® Q MDx 5plex HRM* termociklerj, kur atliekama realaus laiko polimerazés grandininé reakcija.
Si reakcija yra paremta specifiniy HCV genomo regiony amplifikacija. Amplifikacijos produktas
aptinkamas naudojant fluorescuojanéius dazus. Sie dazai yra susieti su oligonukleotido zondais, kurie
jungiasi specifiskai prie amplifikuoto produkto. Fluorescencijos intensyvumo stebéjimas, realiu laiku

vykdant PGR, leidzia aptikti ir kiekybiskai jvertinti padaugintg produkta.

2.2.4. Darbo eiga

Prie§ pradedant tyrima buvo paruoSiamas miSinys su neSancigja RNR (CARRIER), buferiniu

tirpalu AVE (AVE) ir HCV RG vidine kontroline medziaga, kurio tiiris méginiui buvo 120 pl.

Viruso RNR gryninimo procediira naudojant ,,QIAsymphony® SP“ ir procediira
,»QIAsymphony® AS“ instrumente
Paruosus instrumentus, jjungiamas ,,QIAsymphony® SP*, prisiregistruojama prietaise. Pagal
naudotojo vadova paruoSiami atlieky, eliuato, reagenty bei vartojimo reikmeny, méginiy stalciai.
Atliekamas reikmeny nuskaitymas. ] ,,QIAsymphony®* jvedama informacija apie kiekviena tiriamy
meéginiy partija (eliuavimo tiiris: numatytas — 60 pl, pradinis — 90 ul; méginio tiris (jskaitant perteklinj
tiir]): 1200 pl plazmos). Suvesta informacija patvirtinama ir jjungiamas procediiros vykdymas.
I,,QIAsymphony AS®* instrumento stal¢ius jkeliami reikalingi komponentai, tyrimy stoveliai,
patikrinama temperattra auSinimo vietose. Kiekvienas mégintuvélis pripildomas atitinkamu reagento
tariu. | mégintuvélj perkeliama 25 pl pagrindinio misinio. Nuskaitomas tyrimo rinkinys. Ikeliamas
reagenty laikiklis bei mégintuvéliai j atitinkamas ausinamo adapterio vietas, vienkartiniai filtry antgaliai
j eliuato, reagenty ir tyrimy stal¢ius. Uzdaromi stalCiai, nuskaitomi jy reikmenys. Tyrimo parengimas
pradedamas automatiskai, kai pasibaigia gryninimo procediira ,,QIAsymphony® SP* ir eliuato stoveliai
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perkeliami j ,,QIAsymphony® AS“. Baigus procediira, i3 tyrimy stal¢iaus i§imami tyrimo stoveliai ir like
reagentai, kurie pasalinami laikantis laboratorijos reikalavimy. Atsiunc¢iami rezultaty ir ciklerio failai.

Procediiros ciklerio failas perkeliamas j ,,Rotor-Gene® Q* termocikler;.

Procediira naudojant ,,Rotor-Gene® Q“ termociklerj

Pasirenkamas 72 Sulinéliy rotorius, patvirtinami procediiros parametrai (Zr. 1 lentelé¢). [lvedamas
naudotojo ID ir reakcijos tiiris (50 ul). Méginiy ID sarasas perkeliamas i§ ,,QIAsymphony® SP/AS* j
,Rotor-Gene® Q. Perkeliamas atitinkamas ciklerio failas j kompiuterj ir atidaromas. Suteikus
pavadinimus meéginiams, spaudZiamas ,,Finish® mygtukas. PGR mégintuvéliai uzdaromi ir jdedami j
,,Rotor-Gene® Q* 72 sulinéliy rotoriy. Sukuriamas temperatiiros profilis pagal 1 lentele. Jsitikinama, jog
gavimo optimizavimo nustatymai yra: 72°C temperatiira, zalio ir orazinio kanalo mégintuvélio vieta

QS1, min. rodmuo 5 FI, maks. rodmuo 10 FI, min. gavimas -10, maks. gavimas 10. Pradedama PGR

procedira.
1 lenteleé. ,,Rotor-Gene® Q instrumento procediiros parametrai.
PGR etapas Temperatiira, °C | Trukmeé Gavimo kanalai Cikly skaicius
Atvirkstinés 50 10 min. Néra 1
transkripcijos
Pradiné denaturacija/ 95 2 min. Néra 1
fermenty aktyvacija
Denatiiracija 95 10s Néra 45
Prisijungimas 55 20s Néra 45
Elongacija 72 20s Taikinys: zalia 45
Vidin¢ kontroline
medZziaga: oranZin¢

2.2.5. Rezultaty vertinimas

PGR procediiry rezultaty interpretavimas atliekamas naudojant ,,Rotor-Gene® Q* termociklerio
programing jranga.
Kiekybinis nustatymas
Standartinei kreivei ,,Rotor-Gene® Q“ termocikleryje sukurti naudojami keturi kiekybinio nustatymo
standartai (QS 1-4), kurie atitinka tam tikras koncentracijas.
Tyrime gautos reiksmés pateikiamos TV/ul vienetais. Pagal PSO tarptautinj standarta, koncentracija

meéginyje TV/ml nurodoma naudojant §ig lygtj:

Rezultatas eliuate (Tu—\ll) x Pradinis eliuavimo taris (90 pl)

Rezultatas (TV/ml) = Meginio taris (1 mD)
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Tyrimo rezultatai, gauti atlikus procediira ,,Rotor-Gene® Q“ termocikleryje, vertinami pagal

Zemiau pateiktg 2 lentele.

2 lentelé. Tyrimo rezultaty, gauty naudojant ,artus HCV QS-RGQ Kit“, vertinimas.

Signalas aptiktas | Signalas aptiktas | Kiekybinis Interpretacija
zaliame kanale oranziniame rezultatas
kanale (TVIml)
Taip >25,00 <15 HCV RNR aptikta <15 TV/ml, kiekybinis

nustatymas negalimas, nes kiekybinis rezultatas
nesiekia tyrimo tiesinio intervalo apatinés ribos

Taip >25,00 >15ir Aptikta apskaiciuotos koncentracijos HCV RNR.
<2000 Kiekybinis rezultatas patenka j tyrimo tiesinj
intervalg
Taip >25,00 >2000 ir | Aptikta apskaiciuotos koncentracijos HCV RNR.
<1x10® | Kiekybinis rezultatas patenka j tyrimo tiesinj
intervalg
Taip Taip/Ne >1x10% | HCV RNR aptikta. Kiekybinis nustatymas

nejmanomas, nes kiekybinis rezultatas vir$ija
virSuting tyrimo tiesinio intervalo riba
Ne >25,00 0 Tinkamas rezultatas: neaptikta HCV

Ne Ne - Netinkamas rezultatas: nepavyko gauti rezultaty

2.3. HCV amplifikacija genotipui nustatyti
2.3.1. Tiriamyjuy méginiy ruoSimas

Méginiai buvo ruo$iami pagal procediira, aprasyta 2.2.1. skyrelyje. Uzsaldyti méginiai buvo
atSildomi kambario temperatiroje (15-25°C) prie§ pat amplifikacijg. Tyrime buvo naudojami
,VERSANT® HCV Amplification 2.0 Kit (LiPA)*“ (Siemens Healthineers, Vokietija) rinkiniai ir
,,GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, JAV) termocikleris. Amplifikacijai buvo imama
20 pl isgrynintos RNR.

2.3.2. Reagentai

Tyrimui naudoto ,, VERSANT® HCV Amplification 2.0 Kit (LiPA)* rinkinio reagentai (laikomi
nuo -15° iki -25°C temperatiiroje):
—  ENZ MIX (4x45 pl) — sudarytas i§ Sensiscript® ir Omniscript® atvirkstiniy transkriptaziy,

HotStarTag® polimerazés ir uracil-N-glikozilazés
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— AMP MIX (1x1,4 ml) — sudarytas i$ sintetiniy oligonukleotidy buferyje kartu su ANTP/dUTP

misiniu ir MgClz

2.3.3. Tyrimo principas

HCV amplifikacija atliekama su iSgryninta RNR i§ kraujo plazmos. Pirmiausia vykdoma
atvirkstiné transkripcija, po jos seka polimerazés grandininé reakcija. Genominé HCV RNR yra
atvirksciai nutranskribuojama j komplementarig DNR (kDNR), naudojant HCV specifinius pradmenis.
Misinys yra paSildomas PGR amplifikacijos procediirai, kad aktyvuoti DNR polimerazg ir kartu
inaktyvuoti atvirkstine transkriptaz¢. Nuo kDNR atlickama HCV genomo 5’ netransliuojamo ir Serdinio
regiony daliy amplifikacija, naudojant dvi poras biotinilinty pradmeny. Pagaminami du atskiri 240 ir
270 baziy pory DNR fragmentai, kurie atitinkamai reprezentuoja 5’ netransliuojama ir Serdinj HCV

regionus.

2.3.4. Darbo eiga

Pirmiausia, pagal naudotojo vadova buvo paruosiamas ,,GeneAmp® PCR System 9700
termocikleris ir reagentai. Ruosiant AT-PGR (atvirkstinés transkripcijos polimerazés grandininés
reakcijos) pagrindinj mi$inj, visi reagentai ir priemonés buvo laikomi ant ledo. [ sterily mégintuvélj buvo
pridedama Nx26 ul AMP MIX j Nx4 ul ENZ MIX (kur N=(RNR méginiy skaicius, jskaitant 1 teigiama
ir 1 neigiama kontroles)+1). Misinys buvo trumpai supipetuojamas, vorteksuojamas ir tada trumpai
nucentrifuguojamas. | kiekvieng reakcijos mégintuvélj buvo pridedama 30 pl AT-PGR pagrindinio
misinio ir 20 pl iSgrynintos RNR. Mégintuvéliai buvo laikomi 10+1 min. nuo 18° iki 25°C temperatiiroje
pries amplifikacija, kad nelikty uzterSianciy, uracilg turin¢iy DNR. Mégintuvéliai buvo patalpinami |
termociklerj ir atlickama PGR procediira. PGR procediiros etapai, jiems atlikti reikalinga temperatiira ir

trukme nurodyta 3 lenteléje.

3 lentelé. PGR procediiros etapai ir nustatymai termocikleryje.

Etapas Temperatiira Trukme
1. Atvirkstines transkriptazés 50° +0,5°C 30 min.
2. Pradinés PGR aktyvacijos 95°+0,5°C 15 min.
3. Denatiiracija 95° +0,5°C 30s
4. Hibridizacija 50°+0,5°C 30s
5. Pagausinimas 72°+£0,5°C 15s
6. 39 kartus kartojami 3-5 etapai
7. Galutinis pagausinimas/elongacija | 72° £ 0,5°C 2 min.
8. Sulaikymo 4° +0,5°C | skirta naudojimui iki 2 val.
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I§ termociklerio i§imti mégintuvéliai su amplikonu buvo naudojami tolesniam ,,VERSANT®
HCV Genotype 2.0 Assay (LiPA)“ tyrimui, skirtam nustatyti HCV genotipg. Po tyrimo denatiiracijos
etapo, likes PGR produktas patalpinamas ir saugomas -20°+5°C temperatiroje, arba i$ karto naudojamas
HCV genotipo nustatymo tyrime.

2.4. HCV genotipo nustatymas atvirkstinés hibridizacijos principu
2.4.1. Tiriamyjuy méginiy ruoSimas

Tyrimui buvo naudojamas is kraujo plazmos i$skirtos viruso RNR PGR produktas, kuris gautas

atlikus procediira, apraSyta 2.3. skyrelyje. PGR produkto méginiui j sterily mégintuvélj paimta 10 pl.

2.4.2. Reagentai

Genotipo nustatymo tyrimui buvo naudotas ,,VERSANT® HCV Genotype 2.0 Assay (LiPA)“

rinkinys. Jj sudarantys reagentai:

— CONJ 100X — koncentruotas konjugatas (1x1,5 ml)

— CONJ DIL — kojugato diluentas (1x150 ml)

— DENAT SOLN — denatiiracijos tirpalas (1x1 ml)

— HYB SW SOLN - hibridizacijos ir plovimo tirpalas (2 x 220 ml)

— RINSE SOLN 5X — koncentruotas plovimo tirpalas (1 x 150 ml)

—  SUBS BUF — substrato buferis (2 x 150 ml)

— SUBS BCIP/NBT 100X — substratas (1 x 1,5 ml)

Reagentai laikomi nuo 2° iki 8°C temperatiiroje ir itin saugomi nuo uZterSimo.

2.4.3. Tyrimo principas

,VERSANT® HCV Genotype 2.0 Assay (LiPA)* tyrimas paremtas atvikitinés hibridizacijos
principu. Biotinilintos DNR PGR produktas, gautas atlikus HCV RNR 5’ netransliuojamo ir Serdinio
regiony AT-PGR amplifikacija, hibridizuojamas imobilizuotais oligonukleotidy zondais. Zondai, kurie
yra prisitvirting prie nitroceliuliozinés juostelés poli(dT) uodegéle, yra specifiniai skirtingy HCV
genotipy 5° netransliuojamui ir Serdiniui regionams. Po hibridizacijos, nehibridizuotas PGR produktas
yra nuplaunamas nuo juostelés ir Sarmine fosfataze Zymétas streptavidinas (konjugatas) susiriSa su

biotinilintu hibridu (zr. 3 pav.). SUBS BCIP/NBT reaguoja su streptavidino-sarminés fosfatazés
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kompleksu, suformuodamas violetinj/rudg precipitatg, kuris matomas ant nitroceliuliozinés juostelés

kaip tam tikras briik$neliy rastas, interpretuojant nustatomas kaip HCV genotipas.

2.4.4. Darbo eiga

HCV genotipo nustatymo tyrimas su ,, VERSANT® HCV Genotype 2.0 Assay (LiPA)* rinkiniu

susideda 1§ méginiy denatiiracijos, hibridizacijos, juosteliy plovimo ir spalvos iSryskinimo procediiry.

Méginiy denaturacijos procediira

Prie§ naudojimg HYB/SW SOLN patalpinamas j 37°-50°C vandens vonele. Su pincetu
paimama po vieng juostele¢ meginiui ir padedama ant Svaraus pavirSiaus, uzraSomas identifikacijos
numeris. Kiekvienam méginiui jdedama po vieng lovelj j padéklg. Pridedama 10 ul DENAT SOLN j
kiekvieno lovelio virSutinj kampa. | kiekvieng lovelj pridedama 10 pul méginio ar kontrolés, atsargiai

supipetuojama. 5 min. leidziama vykti denatiiracijai 20°—25°C temperatiiroje.

Méginiy hibridizacijos procediira

Atsargiai pridedama po 2 ml HYB/SW SOLN j kiekvieng lovelj, $velniai pajudinami, kad
susimaiSyty reagentai. Nedelsiant kiekviena pazyméta juostelé¢ jdedama ] atitinkamag lovelj ir pilnai
panardinama tirpale. Padéklas su loveliais dedamas ant maiSymo platformos 50°+0,5°C vandens
voneléje. Inkubuojama 60£2 min. 80 rpm maisymo rezimu. Kai hibridizacijos inkubacija baigiama,

padé¢klas iSimamas 1§ vandens vonelés.

Juosteliy plovimo procediira

Su pipete i$siurbiamas tirpalas i§ loveliy. Pridedama po 2 ml HYB/SW SOLN | lovelius.
Juostelé nuplaunama judinant déklag 30-90 sekundziy. I$ loveliy iSsiurbiamas tirpalas. Pakartojamas
juosteliy plovimas. Pridedama po 2 ml HYB/SW SOLN j lovelius ir padéklas patalpinamas j 50°+0,5°C
vandens vonele, kurioje inkubuojamas 30+2 min. 80 rpm maiSymo rezimu. ParuoSiama 8 ml praskiesto
plovimo tirpalo kiekvienam tyrimo loveliui, skiedziant RINSE SOLN 5X su distiliuotu vandeniu 1:5,
papildomai paruosiama 10 ml tirpalo. Paruosiama 2 ml praskiesto konjugato kiekvienam tyrimo loveliui,
skiedziant CONJ 100X su CONJ DIL 1:100, papildomai paruo$iama 2 ml tirpalo. Kai inkubacija

baigiama, padéklas iSimamas 1S vandens vonelés.

Spalvos iSryskinimo procediira
1) Pipete iSsiurbiamas tirpalas i§ loveliy. 2) Pridedama po 2 ml praskiesto plovimo tirpalo j

lovelius ir juostelé nuplaunama judinant padékla 60-90 sekundziy. 3) ISsiurbiamas tirpalas i§ loveliy.
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4) Kartojami 2-3 punktai. 5) Pridedama po 2 ml praskiesto konjugato j lovelius, padéklas patalpinamas
ant purtyklés ir inkubuojama 30£2 min. 6) ParuoSiama 2 ml praskiesto substrato kickvienam loveliui ir
2 ml papildomai, skiedziant SUBS BCIP/NBT 100X su SUBS BUF 1:100. 7) Kai inkubacija baigiama,
padéklas i§imamas i§ purtyklés ir nusiurbiamas tirpalas i§ loveliy. 8) Pridedama po 2 ml praskiesto
plovimo tirpalo j lovelius ir juostelé nuplaunama judinant padéklg 60-90 sekundziy. 9) ISsiurbiamas
tirpalas i$ loveliy. 10) Kartojami 8-9 punktai. 11) Pridedama po 2 ml SUBS BUF j lovelius ir juostelé
nuplaunama judinant padékla 60-90 sekundziy. 12) I$siurbiamas tirpalas i§ loveliy. 13) Pridedama po 2
ml praskiesto substrato j lovelius ir padéklas patalpinamas j purtykle ir inkubuojama 30+£2 min. 14)
Padéklas iSimamas i$ purtyklés. 15) ISsiurbiamas tirpalas i§ loveliy. 16) Pridedama po 2 ml distiliuoto
vandens j lovelius. 17) Padéklas patalpinamas j purtykle 3-4 min. 18) Padéklas iSimamas i§ purtyklés.
19) Nusiurbiamas vanduo. 20) Pakartojami 16-19 punktai. 21) Naudojant pinceta, i$ kiekvieno lovelio
iSimama juostelé ir padedama ant sugeriancio popieriaus. 22) Prie$ vertinant rezultatus, juostelés pilnai

18dZiovinamos, saugomos nuo $viesos.

2.4.5. Rezultaty vertinimas

HCV genotipai nustatomi sulyginant tyrimo juosteles su ,,VERSANT® HCV Genotype 2.0
Assay (LiPA)“ kortele ir palyginant tyrimo juosteliy rastus su rastais, parodytais ,,VERSANT® HCV
Genotype 2.0 Assay (LiPA)* rezultaty interpretavimo schemoje. Interpretavimo schema yra sudaryta i§
A ir B daliy. Pagal A dal;j interpretuojamas HCV GT 1, 1a ir 1b subtipai, bei tie HCV 6 genotipali, kurie
identifikuojami pagal 5° netransliuojamg ir Serdinj regionus. Pagal B dalj interpretuojami HCV GT 2-5
ir tie HCV 6 genotipai, kurie atskiriami nuo 1 genotipo naudojant tik 5° netransliuojama regiona. Jei
gautasis raStas neatitinka jokio raSto, parodyto 5’ netransliuojamo regiono dalyse interpretavimo

schemoje, rezultatai negali biiti vertinami.

2.5. Statistiné duomeny analizé

Tyrime gauti duomenys buvo analizuojami naudojant statistinés analizés programag IBM SPSS
Statistics v. 26 (IBM Corporation, JAV). Kiekybiniams atskiry grupiy tyrimy rezultatams jvertinti
apskaiCiuotas vidurkis ir standartinis nuokrypis (angl. standard deviation — SD). Kokybiniy pozymiy
tarpusavio rySiui ir pasiskirstymo tarp grupiy skirtumui jvertinti taikytas neparametrinis Chi kvadrato
(x?) kriterijus. Dispersiné analizé (ANOVA) buvo taikoma nustatant viremijos vidurkiy pasiskirstyma
tarp amziaus, lyties ir genotipy, bei amziaus vidurkiy pasiskirstyma tarp viremijos grupiy ir genotipy.

StatistiSkai reikSmingais skirtumais buvo laikomi rezultatai, kai statistinio patikimumo lygmuo p<0,05.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

I tyrimg buvo jtraukti 200 pacienty, kuriems 2018 metais LSMU Laboratorinés medicinos
klinikoje buvo atlikti HCV viremijos ir genotipo nustatymo tyrimai, rezultatai. Tiriamyjy populiacija
sudaré nuo 22 iki 86 mety amziaus (amziaus vidurkis 51,4+13,6 metai) pacientai, 118 vyry (59 proc.) ir
82 moterys (41 proc.). Tiriamieji pagal amziy buvo suskirstyti j tris grupes: jaunesni nei 44 mety (31,5
proc.), nuo 44 iki 57 mety (33 proc.) ir vyresni nei 57 mety (35,5 proc.). Pirma kartg tiriamuoju
laikotarpiu nustatyta HCV viremija toliau vadinama pirmine viremija, antrg kartg nustatyta — antrine
viremija. Tiriamyjy populiacijos HCV viremija buvo suskirstyta j mazos viremijos (<6,0x10° TV/ml) ir
didelés viremijos (>6,0x10° TV/ml) grupes. Pagal atlikta genotipo nustatymo metoda tiriamojoje
populiacijoje buvo nustatyti 8 HCV genotipai/subtipai: 1, 1a, 1a/lb, 1b, 2, 2a/2c, 2b, 3a. Jie tyrimo
rezultatuose pateikiami kaip atskiros, detalesnés 1, 2 ir 3 genotipy grupés.

Atliktame tyrime vyry ir motery amziaus vidurkiai skyrési statistiskai reikSmingai (p=0,005),
tiriamieji vyrai buvo jaunesni nei moterys. Vyry amziaus vidurkis buvo 49,1+11,8, motery amziaus
vidurkis — 54,8+15,3, o bendras tiriamyjy amziaus vidurkis buvo 51,4+13,6 metai. Pagal suskirstytas
amziaus grupes, 22 proc. vyry ir 9,5 proc. motery nustatyta jaunesniy nei 44 mety amziaus grupéje, 20,5
proc. vyry ir 12,5 proc. motery — 44-57 mety amziaus grupéje, 16,5 proc. vyry ir 19 proc. motery —
vyresniy nei 57 mety amziaus grupéje. Tiriamyjy populiacijoje didziausig dalj (n=44) sudaré jaunesni
nei 44 mety vyrai, o maziausia (n=19) — tos pacios amziaus grupés moterys. I§ $iy duomeny galima

daryti iSvada, jog tiriamyjy populiacijoje HCV infekcijg turéjo jaunesni vyrai ir vyresnés moterys.

3.1. HCV viremija tiriamyjy populiacijoje

Moksliniuose tyrimuose nustatyta, jog pacientai, turintys didesng¢ HCV viremija pasizymi
zemesniais atsako j standartinj antivirusinj gydyma rodikliais palyginus su pacientais, turin¢iais mazesng
viremijg [76]. Dél Sios priezasties atliktame tyrime buvo svarbu jvertinti HCV viremijos lygj
populiacijoje, kaip vieng i§ svarbiausiy HCV infekcijos rodikliy. Tiriamyjy populiacijoje didziausia
nustatyta HCV pirminé viremija buvo 6,8x10” TV/ml, maziausia — 3,2x10° TV/ml, o visos populiacijos
pirminés viremijos vidurkis — 6,9x10%+1,1x10” TV/ml. HCV pirminés viremijos duomenis pagal
literatiirg (33,77) suskirs¢ius j dvi grupes (maza ir didelé viremija), 22,5 proc. (n=45) visy atvejy sudaré
maza, o 77,5 proc. (n=155) — didelé viremija. Pagal Lietuvoje atlikto tyrimo [77] duomenis, tiriamojoje
populiacijoje (n=164) HCV viremijos grupés pasiskirsté atitinkamai: 31,7 proc. (n=52) mazos ir 68,3

proc. (n=112) didelés viremijos. Didelé HCV viremija Siame ir atliktame tyrimuose nustatyta apie 2-3
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kartus dazniau nei maza viremija. IS Siy rezultaty daryti iSvadas, jog Lietuvoje tarp infekuoty HCV
daznesné didelé viremija, biity netikslu, reikalingas platesnés populiacijos iStyrimas.

I8 visy tiriamyjy (n=200) pakartotinai HCV viremija buvo tirta 66,5 proc. (n=133) pacienty. I$
pakartoty tyrimy HCV viremijos buvimas nustatytas 6 pacientams (3 proc. visos populiacijos), likusios
dalies tiriamyjy HCV viremija buvo lygi 0 TV/ml. Pakartotinai tirtos HCV viremijos (antrinés viremijos)
buvimas nustatytas vienodui skai¢iui (n=3) motery ir vyry, kuriy amziaus vidurkis buvo 49,8+17,0
metai. Dazniausiai $ie pacientai turéjo 1a/1b genotipa. 4 i$ 6 pacienty nustatyta antriné viremija priklausé
didelés viremijos (>6,0x10° TV/ml) grupei. Tyrimo duomeny nepakanka antrinés viremijos lygio
populiacijoje, priklausomumo nuo genotipo, lyties bei amziaus analizei, tam reikia didesnés tiriamyjy

imties iStyrimo.

3.2. HCV genotipy dazniai tiriamyju populiacijoje

Vertinant HCV genotipy pasiskirstyma tiriamyjy populiacijoje, nustatyti sie dazniai: 63,5 proc.
(n=127) GT 1, 6,5 proc. (n=13) GT 2, 30 proc. (n=60) GT 3. Pagal gauty genotipo nustatymo rezultaty
skirstyma j genotipy/subtipy grupes, tiriamyjy populiacijoje buvo nustatyta 11,5 proc. 1 genotipy, 2,5
proc. la subtipy, 13,5 proc. 1a/lb subtipy, 36 proc. 1b subtipy, 0,5 proc. 2 genotipy, 5,5 proc. 2a/2¢
subtipy, 0,5 proc. 2b subtipy, 30 proc. 3a subtipy. Genotipy/subtipy pasiskirstymas populiacijoje
pavaizduotas 4 pav. ISanalizavus rezultatus nustatyta, jog tarp tirty pacienty labiausiai paplites buvo 1b
subtipas, po jo seké 3a subtipas ir la/lb subtipas. Remiantis kito [78] Lietuvoje atlikto tyrimo
duomenimis pagal daznj pirmas dvi vietas taip pat uzémé 1b ir 3a subtipai, o trecioje vietoje buvo 2a/2¢
subtipas. Autoriai teigia, kad Sie duomenys atspindi tik tirtos grupés, létiniu hepatitu C serganciy
pacienty, genotipy paplitimg ir nebitinai rodo paplitimg visoje Lietuvoje. Pagal ULAC duomenis,
Lietuvoje dominuoja 1b genotipas, daznai aptinkami ir 1a, 2a, 2¢ bei 3 genotipai, kas patvirtina aprasyto

ir atlikto tyrimo genotipy dazniy pasiskirstymo patikimuma tiriamojoje populiacijoje.
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4 pav. Genotipy/subtipy daznis (proc.) tiriamyjy populiacijoje.

3.3. HCYV viremijos ir genotipy tarpusavio priklausomumas tiriamyju
populiacijoje

Siekiant jvertinti, kaip tiriamyjy populiacijoje HCV pirminés viremijos lygis skiriasi
priklausomai nuo genotipy, iSanalizuoti kiekvieno nustatyto genotipo pirminés viremijos vidurkiai,
didziausia ir maziausia reik§mé. Tiriamyjy populiacijoje pirminés viremijos vidurkiai statistiSkai
reikSmingai nesiskyré tarp pagrindiniy genotipy grupiy. GT 1 pacienty pirminés viremijos vidurkis buvo
6,9x10°+1,0x10° TV/ml, didZiausia viremija — 6,4x107 TV/ml, 0 maziausia — 3,2x10% TV/ml. Pacienty,
turinéiy GT 2, nustatytas pirminés viremijos vidurkis buvo 5,8x10%+8,3x10° TV/ml, didZiausia viremija
—3,0x10” TV/ml, 0 maziausia — 2,3x10° TV/ml. Turintiems GT 3 pirminés viremijos vidurkis buvo
7,1x10541,3x10” TV/ml, didziausia viremija — 6,8x107 TV/mI, 0 maziausia — 1,3x10* TV/ml.

Analizuojant populiacijos HCV genotipy/subtipy grupes nustatyta, jog pirminés viremijos
vidurkiai tarp nustatyty genotipy/subtipy grupiy populiacijoje statistiSkai reikSmingai nesiskyre
(p=0,302). Didziausias pirminés viremijos vidurkis (1,3x107+1,5x10” TV/ml) nustatytas pacientams,
turintiems 1a subtipg, o maziausias (2,2x10°% TV/ml) — su nustatytu 2 genotipu. DidZiausia pirminé
viremija (6,8x10” TV/ml) nustatyta 3a subtipo pacienty grupéje, o maziausia (3,2x10% TV/ml) — 1b
subtipo. Tiriamyjy populiacijos pirminés viremijos vidurkio, maziausios ir didZiausios reikSmiy

pasiskirstymas pagal nustatytus genotipus/subtipus pateiktas 4 lenteléje.
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4 lentelé. Pirminés viremijos vidurkio, SD, maZiausios ir didZiausios reik§meés pasiskirstymas pagal
genotipg/subtipg

Genotipas/ Viremijos SD (xTV/ml) | Maziausia viremija | DidZiausia viremija

subtipas vidurkis (TV/ml) (TV/ml) (TVImlI)
1 8,6x10° 1,0x107 1,7x10° 4,2x10’

la 1,3x107 1,5%x107 1,1x10° 3,8x10’
la/lb 1,0x10’ 1,7x10’ 4,0x10* 6,4x10’
1b 4,6x10° 4,9x10° 3,2x10° 2,3x107

2 2,2x108 : 2,2x10° 2,2x10°
2al2¢c 6,2x10° 9,0x10° 2,3x10° 3,0x107
2b 4,0x10° : 4,0x10° 4,0x10°

3a 7,1x108 1,3%10° 1,3x10* 6,8x107

Pagal mokslininky Indijoje [79] ir Irake [80] atliktus tyrimus, nebuvo nustatyta statistiskai
reik§mingos koreliacijos tarp HCV viremijos ir genotipy/subtipy. Siems rezultatams galéjo daryti jtaka
maza tiriamyjy imtis ir pasirinktas trumpas pacienty istyrimy laikotarpis. Detalesniam HCV viremijos ir
genotipy priklausomybés tyrimui rekomenduojama pasirinkti didesng tiriamy pacienty imtj ir ilgesnj
pacienty tyrimo laikotarpj.

Analizuojant, ar HCV genotipy paplitimas tiriamyjy populiacijoje skiriasi priklausomai nuo
mazos ir didelés pirminés viremijos grupiy, nustatyta, jog mazos ir didelés viremijos atvejy skaicius
statisti§kai reik§mingai skyrési (x>=7,139, p=0,028) tarp pagrindiniy (1, 2, 3) genotipy. Abiejose
viremijos grupése GT 1 buvo nustatytas dazniau nei 2 ar 3 genotipai. Didelés viremijos grupé¢je GT 1
buvo nustatytas 2,5 karto dazniau nei GT 3 ir 12 karty dazniau nei GT 2. Pacientams, turintiems 1 ir 3
genotipus, statistiskai reikSmingai (atitinkamai p=0,008 ir p=0,016) daugiau nustatyta didelés viremijos
atvejy (atitinkamai n=106 ir n=40) nei mazos viremijos (atitinkamai n=21 ir n=20). 2012 metais
atliktame moksliniame tyrime [81] nustatyta, jog pacientai, infekuoti HCV 1 genotipu, labiau tikétina
turés didesne viremijg nei infekuoti 2 ar 3 genotipu. Pagal Von ir kt. bei Dalgard ir kt. tyrimy duomenis,
HCV 3 genotipu infekuoti pacientai su Zema pirmine viremija (<600 000-800 000 TV/ml) buvo labiau
tikétina pasieksiantys ilgalaikj virusologinj atsaka, palyginus su pacientais su auksta viremija (>600 000-
800 000 TV/ml) [76]. Todél tiriant atsaka j antivirusinj gydyma yra labai svarbus viremijos lygio ir HCV
genotipo nustatymas, jy tarpusavio priklausomybé.

Genotipus suskirsCius ] detalesnes grupes, mazos ir didelés viremijos grupiy atvejy skaicius
statistiskai reik§mingai nesiskyré tarp nustatyty subtipy (x*=9,869, p=0,196). Daugiausiai (n=20) maZos
viremijos atvejy nustatyta esant 3a subtipui (Sie atvejai sudaré 10 proc. visos populiacijos), visiskai
nenustatyta atvejy esant la, 2, 2b genotipams/subtipams. Vienintelio 3a subtipo pacienty didelés
viremijos atvejy buvo statistiskai reik§mingai (¥>=5,769, p=0,016) daugiau nei mazos viremijos
(lyginant su Kkitais nustatytais genotipais/subtipais). Didelés viremijos atvejy daugiausiai (n=60)

nustatyta esant 1b subtipui (Sie atvejai sudaré 30 proc. visos populiacijos), maziausiai (0,5 proc., n=1)
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nustatyta esant 2 ir 2b genotipams/subtipams. ISsamus tiriamyjy populiacijos viremijos grupiy

pasiskirstymas tarp genotipy/subtipy pavaizduotas 5 lenteléje.

5 lentele. MaZos ir didelés viremijos grupiy pasiskirstymas tarp genotipy/subtipy

Pirminé Genotipas/subtipas
viremija 1 la | la/lb 1b 2 2a/2c | 2b 3a
, TV/ml
<6,0x10° Atvejy 3 0 6 12 0 4 0 20
skaicius (n)
proc. 15 0,0 3,0 6,0 0,0 2,0 0,0 10,0
populiacijoje
>6,0x10° Atvejy 20 5 21 60 1 7 1 40
skaicius (n)
proc. 10,0 2,5 10,5 30,0 0,5 35 0,5 20,0
populiacijoje
p 0,248 | 0,222 | 0,970 | 0,138 | 0,589 | 0,257 | 0,589 | 0,016

3.4. HCV viremija tiriamyju populiacijoje priklausomai nuo lyties ir amzZiaus

Tiriant, ar viremija skiriasi priklausomai nuo lyties, nustatyta, jog pirminés viremijos vidurkiai
statistiSkai reikSmingai skyrési tarp vyry ir motery (p=0,026). Vyry grupéje pirminés viremijos vidurkis
buvo 8,3x10%+1,2x10” TV/mI, o motery grupéje nustatytas vidurkis buvo 4,8x10%+8,0x10° TV/ml.
Tiriamyjy populiacijos didziausia (6,8x107 TV/ml) ir maziausia (3,2x10° TV/ml) pirminé viremija buvo
nustatyta vyrams. Motery grupéje didZiausia viremija buvo 4,5x107 TV/ml, o maZiausia — 1,3x10*
TV/ml.

Priesingai nei apraSomame, Irane atliktame tyrime [82], HCV viremijos vidurkiai statistiSkai
reik§mingai nesiskyré priklausomai nuo lyties. Vyry viremijos vidurkis buvo 3,4x10°+2,3x108 TV/ml,
o motery — 9,9x10°+5,1x10° TV/ml. Lyginant su aprasomo tyrimo populiacijos viremijos vidurkiais,
abiejuose tyrimuose didesné viremija nustatyta vyrams nei moterims. Nors dalis mokslininky teigia, jog
vyriSka lytis susijusi su didesne viremija, néra surinkta pakankamai jrodymy, patvirtinanciy $ig sasaja.

Pirminé viremija kito nepriklausomai nuo tiriamyjy amziaus. Vyriausio paciento viremija buvo
4,0x10* TV/ml, jauniausio paciento — 3,1x10’ TV/ml. Didziausia viremija (6,8x10" TV/ml) nustatyta 64
mety pacientui, o maziausia (3,2x10% TV/ml) — 39 mety pacientui.

Pirminés viremijos vidurkiai statistiSkai reikSmingai nesiskyré tarp nustatyty amziaus grupiy
tiriamyjy populiacijoje (p=0,962). Jaunesniy nei 44 mety amziaus grupéje pirminés viremijos vidurkis
buvo 6,7x10%+1,0x10" TV/ml, 44-57 mety amziaus — 7,2x10%1,0x107 TV/ml, o vyresniy nei 57 mety
amziaus grupéje — 6,7x10°+1,2x10” TV/ml. Jauniausiy (<44 m.) pacienty grupéje didziausia nustatyta

pirminé viremija buvo 4,7x10” TV/ml, maziausia — 3,2x10° TV/ml, 44-57 mety amZiaus grupéje
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didziausia — 4,5x10" TV/ml, maziausia — 3,9x10* TV/ml, o vyriausiy (>57 m.) pacienty grupéje
didziausia pirminé viremija buvo 6,8x10’ TV/ml, maziausia — 2,4x10* TV/ml.

Apibendrinant tiriamyjy populiacijos pirminés viremijos priklausomybe nuo lyties ir amziaus,
tik viremijos vidurkis skyrési priklausomai nuo lyties ir buvo reik§mingai didesnis vyry grupéje. Tyrime
nustatytas didziausias pirminés viremijos vidurkis buvo vyresniy nei 57 mety vyry grupéje, o maziausias
vidurkis nustatytas to paties amziaus motery grupei. 5 pav. nurodytas tiriamyjy populiacijos pirminés
viremijos vidurkiy pasiskirstymas priklausomai nuo amziaus grupés ir lyties.

Remiantis Stern ir kt. atliktu tyrimu [83], moterims HCV RNR titrai skiriasi priklausomai nuo
amziaus, o tiriant vyrus, $io rysio tarp HCV viremijos ir amziaus nebuvo rasta. Minétame ir atliktame
tyrimuose HCV viremija kito nepriklausomai nuo lyties ir amziaus tarpusavio rySio. Norint patvirtinti
ar paneigti Sig HCV viremijos priklausomybés nuo lyties ir amziaus hipoteze, rekomenduotina atlikti

platesnés apimties epidemiologinius tyrimus.

10.3+16.7
>57 _ 3.624.2
8.1410.7
44-571 5.7+10.1
7.0410.0
<44 6.0+10.6
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5 pav. Pirminés viremijos vidurkiy pasiskirstymas pagal amZiaus grupes ir lytj.

Vertinant mazos ir didelés pirminés viremijos grupes, jos tarp vyry ir motery statistiSkai
reik§mingai nesiskyré (x°=2,454, p=0,117). Vyry grupéje 18,6 proc. (n=22) sudaré pacientai su maza
viremija, 81,4 proc. (n=96) pacientai su didele viremija, 0 motery grupéje atitinkamai 28 proc. (n=23) ir
72 proc. (n=59). Tiriamyjy populiacijoje daugiausiai (48 proc.) atvejy nustatyta vyry su didele viremija
grupéje, o maziausiai (11 proc.) aptikta vyry su maza viremija grupéje. Atitinkami rezultatai galimi dél
populiacijoje didesng¢ dalj sudaranciy vyriSkos lyties tiriamyjy.

Analizuojant populiacijos amziaus vidurkius mazos ir didelés pirminés viremijos grupése, jie
statistiSkai reik§mingai nesiskyré (p=0,387). Mazos viremijos grupéje amziaus vidurkis buvo 53,0+14,4
metai, vyriausias pacientas buvo 86 mety, o jauniausias — 31 mety. Didelés viremijos grupéje amziaus

vidurkis buvo 51,0+13,3 metai, vyriausias pacientas buvo 82 mety, o jauniausias — 22 mety.
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Tiriamyjy populiacijoje pirminés viremijos grupiy pasiskirstymas nepriklausé nuo amziaus
grupiy. Daugiausiai (27,5 proc., n=55) populiacijoje nustatyta >57 mety amziaus grupés su didele
viremija, o maziausiai (6,5 proc., n=13) — 44-57 mety amziaus grupés su maza viremija pacienty.

Atliktame tyrime mazos ir didelés pirminés viremijos grupése amziaus vidurkis Kito
nepriklausomai nuo lyties. Tiriamyjy populiacijos amziaus vidurkiy pasiskirstymas pagal mazos ir
didelés viremijos grupes bei lyt] pavaizduotas 6 pav. Nors tarp viremijos grupiy nebuvo rasta statistiskai
reik§mingo amziaus vidurkiy skirtumo priklausomai nuo lyties, vyry amziaus vidurkis buvo mazesnis
abiejose viremijos grupése. Pagrinding Sio rezultato prieZastis —jaunesnio amziaus vyrai, dominuojantys

tiriamyjy populiacijoje.
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6 pav. AmZiaus vidurkiy pasiskirstymas pagal pirminés viremijos grupes ir Iytj.

3.5. HCV genotipy daznis tiriamyjy populiacijoje priklausomai nuo lyties ir
amziaus

Siekiant jvertinti pagrindiniy HCV genotipy dazn;j tiriamyjy populiacijoje priklausomai nuo
tiriamyjy lyties, atlikta statistin¢ analize parod¢, jog genotipy dazniai reik§mingai nesiskyré tarp vyry ir
motery (x?=2,103, p=0,349). Vyry ir motery grupése daugiausiai nustatyta 1 genotipy, atitinkamai 71 ir
56 atvejai. Maziausiai populiacijoje nustatyty buvo 2 genotipy: 7 atvejai vyry grupéje ir 6 atvejai motery
grupéje. 3 genotipo tarp ly¢iy pasiskirstymas: 40 tiriamyjy vyry ir 20 tiriamyjy motery grupése.

Vertinant populiacijos genotipy/subtipy pasiskirstyma, ivairiy HCV genotipy/subtipy daznis
statisti§kai reik§mingai (x? =19,369, p=0,007) aukstesnis buvo vyry grupéje, lyginant su motery grupe.
Vyrams daugiausiai (n=40) nustatytas 3a subtipas, maziausiai (n=1) — 2 ir 2b genotipai/subtipai.
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Moterims daugiausiai (n=42) nustatytas 1b subtipas, maziausiai (n=2) — la subtipas. Tiriamyjy
populiacijoje didzigja dalj sudaré vyrai su nustatytu 3a subtipu (20 proc.) ir moterys su nustatytu 1b
subtipu (21 proc.). Panasi tendecija matoma Petruzziello ir kt. atlikto tyrimo rezultatuose [54], kuriuose
1b genotipas buvo daZznesnis tarp motery nei tarp vyry, o 3a genotipas daznesnis vyry tarpe. Atliktame
tyrime 11 proc. statistiskai reik§mingai (x°=5,988, p=0,014) daugiau 1 genotipo (vertinant tarp nustatyty
genotipy/subtipy grupiy) pacienty buvo vyry nei motery. 1b subtipo pacienty 25 proc. statistiskai
reik§mingai (x?=13,973, p=0,00) daugiau nustatyta motery grupéje. Visas populiacijos genotipy/subtipy
pasiskirstymas pagal lytis pateikiamas 6 lenteléje.

Moksliniy tyrimy [2,54,55,84,85] metu nustatyta, jog HCV genotipy/subtipy dazniai
populiacijoje skiriasi priklausomai nuo lyties. Jvairiy HCV genotipy/subtipy statistiSkai reikSmingai
dazniau buvo aptinkama vyry grupéje. Tokiems rezultatams galéjo turéti jtakg didesnis vyry,

uzsikretusiy HCV, daznis tiriamyjy populiacijoje.

6 lentelé. Genotipy/subtipy pasiskirstymas tarp vyry ir motery.

Lytis Genotipas/subtipas
1 la la/lb 1b 2 2al2c | 2b 3a
Moterys Atvejy 4 2 8 42 0 6 0 20
skai€ius (n)
proc. 2,0 1,0 4,0 21,0 0,0 3,0 0,0 10,0
populiacijoje
Vyrai Atvejy 19 3 19 30 1 5 1 40
skai¢ius (n)
proc. 9,5 1,5 9,5 15,0 0,5 2,5 0,5 20,0
populiacijoje
p 0,014 | 0,963 | 0,196 0,0 0,403 | 0,347 | 0,403 | 0,149

Tiriamyjy populiacijos amziaus vidurkiai statistiSkai reikSmingai (p=0,027) skyrési tarp
pagrindiniy genotipy. GT 2 tiriamyjy amziaus vidurkis (56,1+11,5 metai) buvo didZiausias tarp
genotipy. Maziausias amziaus vidurkis, 47,7+13,0 metai, nustatytas GT 3. Atlikus statisting analizg
nustatyta, jog 3 genotipa turintys tiriamieji buvo statistiskai patikimai (p=0,011) jaunesni. Liakina ir kt.
atliktame tyrime [78] nustatyta, jog tiriamieji, kuriems nustatytas 3 genotipas, buvo jaunesni nei turintys
1 arba 2 genotipg. To pacio tyrimo metu iStirta, jog 3 genotipo HCV buvo perduodamas intraveniniy
narkotiky vartojimo metu, kuris Siuo metu yra labiausiai plintantis HCV perdavimo biidas ir daznéja tarp
jaunesnio amziaus uzkréstyjy.

Vyriausias ir jauniausias populiacijos pacientai nustatyti 1 genotipo grupéje. Siuos rezultatus

galéjo nulemti neproporcingai didesnis nei kity genotipy 1 genotipo daznis tiriamyjy populiacijoje.
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Siekiant tiksliau jvertinti priklausomybe tarp HCV genotipy ir amziaus, buvo analizuojami
amziaus vidurkiai tarp tyrime nustatyty genotipy/subtipy grupiy. Amziaus vidurkiai statistiSkai
reikSmingai (p=0,00) skyrési tarp nustatyty genotipy/subtipy grupiy. Didziausias amziaus vidurkis
(58,2+9,8 metai) nustatytas 2a/2c¢ subtipo grupéje, 0 maziausias vidurkis (32 metai) — 2b subtipo grupéje.
Vyriausiui ir jauniausiui pacientams buvo nustatytas 1a/1b subtipas.

Tiriamyjy populiacijos genotipy daznis grupése statistiskai reikmingai (x> =11,043, p=0,026)
skyrési tarp amziaus grupiy. Pacienty, turin¢iy GT 1, daugiausiai (40,2 proc., n=51) nustatyta >57 mety
amziaus grupéje, o maziausiai (28,3 proc., n=36) — jaunesniy nei 44 mety amziaus grupéje. GT 2
daugiausiai (61,5 proc., n=8) turé¢jo 44-57 mety amziaus pacientai, o0 maziausiai (7,7 proc., n=1) — <44
mety amziaus pacientai. Su nustatytu GT 3 daugiausiai (43,3 proc., n=26) pacienty buvo <44 mety
amziaus grupéje, o maziausiai (26,7 proc., n=16) — >57 mety amzZiaus grupéje. Tiriamyjy populiacijoje
dominavo vyresni nei 57 mety amziaus pacientai, su nustatytu GT 1, sudarydami 25,5 proc. populiacijos.

Vertinant nustatytus genotipus/subtipus, jy daznis statisti$kai reik§mingai (y* =46,112, p=0,00)
skyrési tarp amziaus grupiy. 1b genotipo pacienty statistiskai reik§mingai (¥>=23,210, p=0,00)
daugiausiai (56,9 proc., n=41) buvo vyresniy nei 57 mety amziaus grupéje. 44-57 mety amziaus grupéje
statistiSkai reik§mingai (p=0,009) daugiau (72,7 proc., n=8) nustatyta 2a/2¢ subtipo pacienty, lyginant
su kitomis amziaus grupémis. Tyrimo populiacijos amziaus grupiy pasiskirstymas pagal
genotipus/subtipus pateikiamas 7 pav. Visoje tiriamyjy populiacijoje daugiausiai (36 proc.) sudaré
vyresniy nei 57 mety amziaus grupés pacientai, turintys 1b subtipa. Atitinkama tendencija buvo aptikta
Italijoje atliktame moksliniame tyrime [54], kuriame nustatyta tiesioginé koreliacija tarp HCV genotipo
ir amziaus. 1b ir 2a/2c genotipai dazniausiai buvo aptinkami vyresnio amziaus pacienty grupéje, o 1a ir
3a genotipai dazniau aptinkami jaunesniems pacientams. Minétame tyrime teigiama, jog vyresnio
amziaus pacienty 1b genotipo daZnis susij¢s su ankséiau tirtoje populiacijoje vyravusiu butent
vienintelio §io HCV genotipo paplitimu. Peréjimas nuo kadaise vyravusio HCV 1 genotipo, 1b subtipo

1 3 genotipa, 3a subtipg yra tikétinas Europoje [78].
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Apibendrinant tiriamyjy populiacijos genotipy/subtipy pasiskirstyma pagal amziy ir lytj, $is
pasiskirstymas buvo nepriklausomas nuo tiriamyjy amziaus ir lyties tarpusavio ry$io. Vertinant amziaus
vidurkiy pasiskirstymg pagal genotipus/subtipus ir lytj (8 pav.), didziausias amziaus vidurkis (59,6+9,7
metai) priklausé 2a/2c subtipag turintiems vyrams, o maziausias (31,5£0,7 metai) buvo tarp la subtipa

turin¢iy motery.
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3.6. Tyrimo rezultaty apibendrinimas

Apibendrinus visus rezultatus, daugiausiai tiriamyjy (n=21) populiacijoje nustatyta 1b subtipa,
didel¢ viremija turinCiy, vyresniy nei 57 metai amZiaus, motery grupéje. Antroje vietoje (n=14) — vyry,
turin¢iy 1b subtipa, didele viremijag, esanciy vyresniy nei 57 mety amziaus, grupé bei vyry, turinéiy 3a
subtipg, didele viremijg, esanciy jaunesniy nei 44 metai amziaus, grupé. Visos tiriamyjy populiacijos
pagal nustatytus HCV genotipus/subtipus, viremijos grupes, amziaus grupes ir lytj pasiskirstymas
pavaizduotas 9 pav.

HCV infekcijos progresavimo kintamumas priklauso nuo keliy veiksniy, tokiy kaip lytis,
amzius uzsikrétimo metu, viremija, uzsikrétimo buidas bei genotipas/subtipas. Antivirusinio gydymo
rezultatas, HCV infekuotiems pacientams, koreliuoja su svarbiais prognozuojanciais veiksniais:
viremijg ir genotipy daznj, bei jy priklausomuma nuo lyties ir amZiaus, galima prognozuoti atsaka i
gydyma bei infekcijos vystymosi eiga.

Tyrime buvo siekiama nustatyti HCV viremijos ir genotipy pasiskirstyma populiacijoje bei jy
priklausomuma nuo tokiy veiksniy kaip tiriamyjy lytis ir amzius. Atlikta retrospektyviné analizé leido

jvertinti populiacijos duomenis ir pateikti statistinius rezultatus.

Didelé¢ viremija
<44 m. 44-57m. >57m.

< 2 < £ << 2 << 2 < 2 <« XKL£

Maza viremija
<44 m. 44-57m. >57m.

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36

Tiriamyjy skaiCius
ml mla mla/lb =1b m2 m2a/2c m2h m3a

9 pav. Populiacijos genotipy/subtipy pasiskirstymas pagal viremijos ir amZiaus grupes bei lytj.

V —vyrai, M — moterys
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HCV viremija yra vienas pagrindiniy, infekcijg apibtdinanéiy, pozymiy, naudinga stebint
atsaka | gydymga ir atkryCio daznj, todél buvo pasirinkta jvertinti tiriamyjy populiacijoje. Atliktame
tyrime buvo nustatyta beveik 3 Kkartus daugiau tiriamyjy, turin¢iy didele viremijg (>6,0x10° TV/ml)
(viremija buvo skirstoma j mazg ir didele pagal LR Sveikatos ministro jsakyme pateiktas
rekomendacijas). Lyginant su Kitais tyrimais, rezultatai gali Zymiai skirtis ne tik dél suskirstymo bido,
bet ir dél tam tikrai populiacijai biidingo viremijos lygio. Dél Sios priezasties palyginimui buvo
pasirinktas tyrimas [77], analizuojantis Lietuvos populiacijos HCV viremijg, kuriame atitinkamai rasta
daugiau didelés viremijos atvejy. Norint nustatyti, ar Lietuvoje vyrauja didelé HCV viremija ir kokios
to priezastys, reikéty istirti didesn¢ tiriamyjy populiacijg ir jvertinti daugiau epidemiologiniy duomeny.

Moksliniuose tyrimuose [43,80,82] nustatyta, jog HCV viremija nekoreliuoja su tiriamyjy
lytimi. Si hipotez¢ yra paneigiama Kity tyrimy rezultatais ir didesné¢ viremija aptinkama vyrams.
Atliktame tyrime rastas reik§mingai didesnis viremijos vidurkis vyry grupéje. Sis rezultatas galimai
gautas tiriamyjy populiacijoje dominuojant vyriskos lyties tiriamiesiems, ta¢iau didesni vyry HCV RNR
titrai siejami ir su kitomis priezastimis, kaip pavyzdziui, su didesne tikimybe vyrams isvystyti létine
HCV infekcija, mazesne galimybe virusui spontaniskai pasisalinti i§ organizmo ir kt. Didesnio HCV
viremijos vidurkio sgsajai su vyriska lytimi patvirtinti, reckomenduojama istirti populiacija, kurig sudaro
panaSiai proporcingas tiriamy motery ir vyry kiekis.

Atliktame tyrime HCV viremija nekoreliavo su amziumi. Nors nemaza dalis moksliniy tyrimy
nenustate rysio tarp HCV viremijos ir tirlamyjy amziaus, kity tyrimy rezultatai parodeé, jog rySys
egzistuoja. Pavyzdziui, Mushtaq ir kt. tyrime [87] nustatyta, jog HCV viremija didéja su didéjanciu
amziumi. IStyrus didesnés tiriamyjy imties populiacija, biity galima tiksliau jvertinti viremijos ir amZiaus
ry$j. Issami HCV viremijos ir amziaus koreliacijos analizé leisty prognozuoti atsaka j antivirusinj
gydyma, infekcijos progresavima, atsizvelgiant | pacienty amziy, kaip ] vieng svarbiausiy rodikliy.

Tiriamojoje populiacijoje apie du tre¢dalius sudaré¢ HCV GT 1, kiek maziau buvo GT 3 atvejy
ir likusig nedidele dalj sudaré GT 2. Atitinkamai i$sidéstes pasiskirstymas nustatytas ir tyrime [88],
analizuojanc¢iame HCV genotipy paplitimg Lietuvos populiacijoje. Atliktame tyrime dazniausias HCV
genotipas/subtipas buvo 1b, kuris nustatytas daugiau nei tre¢daliui tiriamyjy, 6 proc. maziau nustatyta
tiriamyjy su 3a subtipu. Mokslininkai [78] aiskina, jog pastaraisiais metais kintantys HCV perdavimo
biidai lémé vyraujancio genotipo poslinkj i$ GT 1 link GT 3. Atliekant periodiskas populiacijos studijas,
biity galima stebéti vyraujanc¢iy HCV genotipy paplitimo poky¢ius, kaip pavyzdziui, atliktose studijose
Italijoje [50,54].

Nustatyty HCV genotipy/subtipy dazniai buvo skirtingi priklausomai nuo lyties tiriamyjy
populiacijoje. Labiausiai paplites 1b subtipas buvo dazniau aptinkamas moterims, kas nustatyta ir kity
mokslininky atliktuose tyrimuose [54,55]. 3a subtipas buvo dazniau nustatomas vyrams, tai rodo ir kity

[2,50,54,85] tyrimy rezultatai. Tokj genotipy pasiskirstymg tarp ly¢iy galéjo lemti HCV perdavimo
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budai. HCV GT 1 dazniausiai perduodamas chirurginiy procediiry, kraujo perpylimo metu, 0 GT 3 linkes
plisti intraveninius narkotikus vartojanciyjy tarpe. Nors teigti, jog tam tikras HCV plitimo kelias
budingas tik moterims ar vyrams, biity netikslu, genotipy pasiskirstymas priklausomai nuo lyties
dazniausiai aiSkinamas pagal viruso perdavimo bitida.

Atlikto tyrimo rezultatai parodé, jog tiriamyjy amziaus vidurkis reikSmingai skyrési tarp
nustatyty genotipy, o taipogi genotipy dazniai buvo skirtingi tarp amziaus grupiy. Pacientai, su nustatytu
GT 3, buvo reikSmingai jaunesni nei turintys kitus genotipus. Atitinkami rezultatai gauti ir kituose
moksliniuose tyrimuose [50,54,78], o jy prieZastimi jvardijama tam tikri HCV infekcijos rizikos faktoriai
ir perdavimo biidai, paplite jaunesniy pacienty tarpe. Santykinai jaunesniems pacientams intraveniniy
narkotiky vartojimas ir tatuiravimas dazniau jvardijami kaip infekcijos perdavimo keliai, o vyresniems
pacientams — operacijos ir ilgos/daugybinés hospitalizacijos [78]. 1b subtipas statistiSkai reikSmingai
dazniau buvo nustatomas vyresnio amziaus (>57 mety) pacienty grupei, o prie$ tai minéty perdavimo
budy sgsaja su 1b subtipu ir amziumi patvirtina butent $j subtipg esant bidingg vyresniems pacientams.
Apibendrinus gautus rezultatus galima daryti iSvada, jog HCV infekcija turin¢iy pacienty amzius susijes
su tam tikru genotipu, budingu atitinkamai amziaus grupei. Pagal kity moksliniy tyrimy rezultatus
labiausiai tikétina HCV genotipy ir amziaus sgsajos priezastimi yra HCV perdavimo biidai tipiski
genotipams.

Diagnozuojant hepatito C infekcija, HCV viremija ir genotipas yra svarbiausi veiksniai, pagal
kuriuos galima prognozuoti infekcijos eigg ir baigtj. IStyrus Siuos veiksnius tiriamyjy populiacijoje
nustatyta, jog genotipy dazniai reikSmingai skyrési priklausomai nuo lyties ir amziaus, taciau nerasta
ry$io tarp viremijos ir tiriamyjy lyties bei amzZiaus. Ieskant hepatito C gydymo strategijos, genotipas
iSlieka svarbiausiu aspektu, pagal kurj pritaikomas vaisty SKyrimas, o pacienty lytis ir amzius papildomai
gali koreguoti gydyma. Genotipas bei lytis ir amzius yra neatsiejami nuo taikomo gydymo, gali padéti
prognozuoti ligos eiga, todél atlikto tyrimo rezultatai gali biti taikomi tolimesniam gydymo efektyvumo
tyrimui bei padéti suprasti HCV infekcijos genotipo rysi su ligos baigtimi.

Didesnés tiriamyjy imties analizé leisty patikslinti, ar yra HCV viremijos koreliacija su
tiriamyjy lytimi ir amziumi, ir jei taip, kokia viremija biidinga tam tikrai tiriamyjy grupei. Sis tyrimas
suteikty Ziniy apie prognozuojamg infekcijos eiga, ne tik atsizvelgiant j viremijos lygj, bet ir tiriamyjy
lyti bei amziy. Tai padéty ankstyvame hepatito C infekcijos diagnostikos laikotarpyje nuspéti ligos
baigties variantus ir priimti asmenines pacientui gydymo strategijas. ISsamesniam epidemiologiniam
tyrimui atlikti, prie iStirty faktoriy rekomenduojama prijungti pacienty klinikinius pozZymius bei daugiau
laboratoriniy tyrimy rezultaty. ISsamesnis tyrimas leisty aptikti daugiau koreliacijy tarp hepatito C

infekcijos ir tirlamyjy pozymiy, kas padety kurti dar efektyvesnes gydymo strategijas.
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ISVADOS

Nustatytas pirminés viremijos vidurkis tiriamyjy populiacijoje — 6,9x10°+1,1x107 TV/ml. 55 proc.
daugiau tiriamyjy turéjo didelg viremija.

Tiriamyjy populiacijoje 63,5 proc. nustatyta HCV 1 genotipy, perpus maziau — 3 genotipy,
maziausiai — 2 genotipy. Dazniausi HCV genotipai/subtipai buvo 1b, apimantis daugiau nei trecdalj
populiacijos, 3a, 1a/lb, 1, o re¢iausi buvo 2a/2c, 1a, 2b ir 2.

StatistiSkai reik§mingai didesnis pirminés viremijos vidurkis nustatytas vyrams, nepriklausomai nuo
amziaus. Tiriamyjy populiacijoje nustatyty HCV genotipy/subtipy daznis skyrési priklausomai nuo
lyties (daugiau 1 genotipo vyry, 1b subtipo motery). Genotipy dazniy pasiskirstymas priklausé nuo

amziaus grupiy, 3 genotipas buvo nustatomas jaunesniems tiriamiesiems.
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