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W pracy przedstawiono wyniki oznaczen genotypow HBV w grupie
65 pacjentow z przewleklym zapaleniem watroby typu B pochodzqcych
z terenu centralnej Polski. Surowice krwi, stanowiqce material do ba-
dan, otrzymano od osob nieleczonych lekami przeciwwirusowymi ani im-
munomodulacyjnymi. Stwierdzono, ze najczesciej wystepuje genotyp A
(86,1% badanych), a rzadziej genotyp D (9,2%) i genotyp mieszany A+D
(4,6%).
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WSTEP

Zmiany w genomie HBV pojawiajace si¢ na przestrzeni czasu spowodowaly zr6znico-
wanie genetyczne wirusa, zwigzane z réoznicami w sekwencji nukleotydéw wirusowego
DNA (1,2). Obecnie znanych jest osiem genotypéw HBV oznaczonych literami od A do H,
aroznice w sekwencji nukleotydow pomiedzy nimi wynosza w calym genomie co najmnic;j
8% (3.4). Zainteresowanie budzi szereg zagadnien zwiazanych z samym wirusem i znacze-
niem zmiennosci genetycznej, rozmieszczenie geograficzne poszczegdlnych genotypdw
HBYV na $wiecie, jak i znaczenie genotypow dla skutecznosci leczenia pacjentow z prze-
wleklym zapaleniem watroby typu B (pzw B) (5.,6).

Dotychczas zidentyfikowane réznice pomigdzy izolatami HBV wplywajace na dlu-
gos¢ nici DNA zawieraja si¢ w przedziale 3182-3248 nukleotydéw (2.6). Mutacje
w sekwencjach nukleotydéw danego genotypu wirusa moga ewentualnie wyjasniaC wyste-
powanic takich odmiennosci przebiegu choroby, jak czg¢ste pojawianie si¢ przypadkow
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pzw B HBeAg - ujemnego w krajach basenu Morza Srodziemnego, w ktorych dominuje
genotyp D (7). Jednakze rozmieszczenie geograficzne genotypdéw HBV nie jest statyczne
i moze ulega¢ zmianom, na ktére moga mie¢ wplyw takic czynniki, jak migracje ludnosci
lub mutacje wywolane presja lekéw przeciwwirusowych ( 8).

Opublikowane z terenu Polski poélnocnej badania Bielawskiego i wsp. (9) wskazuja na
znaczng przewage zakazen wywolanych HBV o genotypie A, co potwierdzaja wyniki ba-
dan Zalewskiej i wsp. (10). Celem obecnych badan byla analiza wystgpowania genotypdw
HBYV wsrdd pacjentéw z pzw B z terenu centralnej Polski: mieszkancow wojewodztwa
lodzkiego i mazowieckiego. Pacjenci byli badani przed rozpoczg¢ciem terapii przeciwwiru-
sowej, do ktdrej zostali zakwalifikowani po wykonaniu badan wirusologicznych, bioche-
micznych i ocenic morfologii tkanki watroby.

MATERIAL | METODY

Materiat do badan stanowily surowice krwi od grupy 65 pacjentéw (18 kobiet i 47
mezczyzn) z pzw typu B w wicku od 18 do 80 lat (Srednio: 42,3). Pacjenci byli hospitalizo-
wani w latach 2004-2006 w Klinice Choréb Zakaznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.
Wszyscy pacjenci zakwalifikowani do badan genotypu HBV mieli udowodniona obecnos¢
HBsAg w surowicy krwi co najmniej od 6 miesi¢cy i nikt z tej grupy nie posiadat przeciw-
cial anty-HDV ani anty-HCV. Pod wzgledem markeréw ukladu HBeAg/anty-HBe stwier-
dzono 54 (83%) pacjentow HBeAg-dodatnich, 6 (9,2%) anty-HBe-dodatnich, natomiast
u 5 0s6b z tej grupy (7,6%) nie wykrywano ani HBeAg, ani anty-HBe. Zaden z pacjentow
do momentu badania genotypu HBV nie byl leczony lekami przeciwwirusowymi ani im-
munomodulacyjnymi. Markery serologiczne zakazenia HBV, HCV i HDV oznaczano
w surowicy krwi pacjentow odpowiednimi komercyjnymi testami immunoenzymatyczny-
mi przy uzyciu aparatu Cobas Core II (Roche Diagnostics).

Oznaczanie genotypu HBV przeprowadzano przy uzyciu komercyjnego testu ,.Inno-
LiPA HBV Genotyping” produkcji ,,Innogenetics” (Belgia). Test pozwala na oznaczenie
genotypu HBV na podstawie wykrywania w genie po/ sekwencji charakterystycznych dla
genotypow od A do G. Metoda oznaczania polega na izolacji HBV DNA z surowicy krwi
i amplifikacji fragmentu genu po/ technika polimerazowej reakcji tanicuchowej (PCR). Zna-
kowane biotyng primery oligonukleotydoéw stosowane sq w pierwszej reakcji amplifikacji
w celu uzyskania produktu o dlugosci 409 par zasad (bp). Podczas drugiej fazy amplifika-
cji technika wewngtrznej polimerazowej reakcji lancuchowej amplifikowana jest sekwen-
cja 342 bp. Znakowane produkty reakcji PCR sa nast¢pnie hybrydyzowane z sondami ge-
netycznymi swoistymi dla poszczegdlnych genotypow, oplaszczonymi na fazie stalej. Ge-
notyp HBV jest nast¢pnie okreslany na podstawie porownania z referencyjnymi standarda-
mi.

WYNIKI

Genotyp A stwierdzono u 56 z 65 (86,1%) badanych oséb, genotyp D u 6 z 65 (9,2%)
0s0b i genotyp mieszany A+D u 3 z 65 (4,6%) o0sdéb (ryc. 1). Genotyp mieszany A+D
stwierdzono wylacznie w grupie me¢zczyzn. U kobiet genotyp A stwierdzono u 15 z 18
(83,3%) badanych, natomiast genotyp D u 3 z 18 (16,6%) badanych pacjentek. W grupie
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Ryc.2. Rozklad (%) genotypow HBV w grupie kobiet (n=18) 1 me¢zezyzn (n=47) z przewleklym
zapaleniem watroby typu B z terenu centralnej Polski
Fig. 2. The distribution (%) of HBV genotypes in the groups of women (n=18) and men (n=47)

with chronic hepatitis B living in the area of central Poland

Tabela I.  Wystgpowanie genotypoéw HBV 1 markerow ukltadu HBeAg / anty-HBeAg wsrod pa-
cjentow z przewleklym zapaleniem watroby (n = 65)
Table I. The prevalence of HBV genotypes and HBeAg / anti-HBeAg markers among patients
with chronic hepatitis B (n = 65)
Pzw B
Pzw B* Pzw B
Genotyp HBeAg (-)
HBeAg (+) Anty- HBeAg (+) Anty- HBeAg (-)
A
(n = 56) 49 6 1
D
(n=6) 4 0 2
A+D
(n=3) 1 0 2

* Przewlekle zapalenie watroby typu B

mezczyzn genotyp A stwierdzono u 38 z 47 (80,8%) osob, natomiast genotyp D u 3 z 47

(6,3%) badanych pacjentdw (ryc. 2).

HBeAg wykryto u 49 z 56 (87,5%) osob z genotypem A, u 4 z 6 0s6b z genotypem D
i u jednej osoby z genotypem mieszanym A+D. Anty-HBe wykryto wylacznie u 6 sposrod
56 (10,7%) osob z genotypem A. HBeAg ani anty-HBe byly niewykrywalne u 1 osoby
z genotypem A, u 2 0séb z genotypem D i u 2 0sdb z genotypem mieszanym A+D (tab. 1).
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DYSKUSJA

Opublikowane dotychczas wyniki genotypowania HBV od pacjentdéw z terenu Polski
wskazuja na znaczng przewagg wystgpowania genotypu A u pacjentow z pzw typu B.
W obecnych badaniach genotyp A stwierdzono u 56 z 65 (86,1%) badanych osob, nato-
miast genotyp D u 6 z 65 (9,2%) pacjentow. Wsrod 58 probek badanych przez Bielawskie-
go iwsp. (9) genotyp A wystgpowal u 74,1% badanych, a genotyp D u 20,7%. W badaniach
Zalewskiej 1 wsp. wykonanych u 66 pacjentéw stwierdzono wystepowanie genotypu A
u 78,8%, natomiast genotypu D u 13.6% (10). W grupic pacjentéw badanych przez
Bielawskiego i wsp. (9) stwierdzono rowniez wystgpowanie genotypu F u 5,2% osob. Ge-
notyp F stwierdzono dotychczas gléwnie w populacjach Alaski, Dalekiego Wschodu
i Ameryki Poludniowej (5). U 3 z 65 (4,6%) pacjentéw w obecnych badaniach stwierdzono
wystepowanic mieszanego genotypu A+D. W grupie badanej przez Zalewskq i wsp. mie-
szany genotyp A+D stwierdzono u 1 z 66 (1,5%) badanych pacjentéw (10). Wyniki do-
tychczasowych badan genotypow HBV na terenie kraju wskazuja, ze podobnie jak
i w innych krajach europejskich, w Polsce dominuja zakazenia genotypem A i D (5). Moz-
na przypuszczaé, ze zastosowanie tej samej metody do badan genotypu HBV przez Za-
lewskq i wsp. (10) i przez nas umozliwilo identyfikacje genotypdw mieszanych w bada-
nych probkach. Sposrod dotychczas gltownie stosowanych metod genotypowania HBV:
sekwencjonowania genomu wirusa, RFLP i LiPA, ta ostatnia metoda jest szczego6lnie przy-
datna zaréwno do oznaczania mieszanych genotypéw HBYV, jak i do badan klinicznych
i epidemiologicznych duzej liczby probek. Inne metody genotypowania sa bardziej przy-
datne do badan drobnoustrojéw wykazujacych duzy polimorfizm DNA (11).

Znaczenie genotypu HBV w odniesieniu do przebiegu klinicznego pzw B jest obecnie
przedmiotem dalszych badan. Opublikowane dotychczas wyniki wskazuja, ze pacjenci
zakazeni HBV o genotypie A wykazuja czgséciej remisj¢ przewleklego zakazenia (normali-
zacja aktywnos$ci aminotransferaz, eliminacja HBV DNA z krazenia) w poréwnaniu do
pacjentow zakazonych HBV o genotypie D (12). Zakazenic HBV o genotypie D jest row-
niez zwiazane z cz¢stszym wystgpowaniem ostrej niewydolnosci watroby (13,14).

Zwiazek genotypu HBV z odpowiedzia na leczenie przeciwwirusowe takze wymaga
dalszych badan. Wykonana retrospektywnie analiza wynikdéw leczenia adefowirem pacjen-
tow HBeAg—dodatnich i HBeAg-ujemnych w odniesieniu do genotypu HBV nie wykazala
zadnego zwigzku pomiedzy odpowiedzia na leczenie i genotypem (15). Z kolei wyniki
badan Zollnera i wsp. (16) w grupie niemieckich pacjentow z pzw B leczonych lamiwu-
dyna wskazuja na szybsze pojawianie si¢ opornosci u pacjentow z genotypem A w porow-
naniu do pacjentow z genotypem D.

Mozna przypuszczaé, ze badania przedstawianej grupy pacjentow w przysztosci, po
okresie leczenia przeciwwirusowego przyniosa nowe wyniki odnoszace si¢ do znaczenia
klinicznego genotypu HBV. Natomiast dalsze badania materiatu z ré6znych regiondéw kraju
pozwola na zebranie danych dotyczacych molekularnej epidemiologii zakazen HBV
w Polsce.
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WNIOSKI

1. Podobnie jak i w innych krajach europejskich, najczesciej wystgpujace na terenie
Polski zakazenia wirusem zapalenia watroby typu B wywolane sgq genotypami A i D.

2. Zastosowanie testu ,,INNO LiPA Genotyping” jest szczegolnie przydatne do ozna-
czania zakazen HBV wywolanych mieszanymi genotypami wirusa.

J Slusarczyk, J Biatkowska, B Bucholc, A Wiatrzyk, P Gorska, M Jabtkowski

HBV GENOTYPES AMONG PATIENTS WITH CHRONIC
HEPATITIS B IN THE AREA OF CENTRAL POLAND

SUMMARY

At present, eight (8) HBV genotypes have been identified, marked by letters from A to H. The
distribution of particular genotypes , both in the world and in Poland, is the focus of particular
epidemiological interest as well as its possible association with therapeutic efficacy of patients with
chronic hepatitis B (CHB) undergoing antiviral therapy. The goal of the study was HBV genotype
determination among patients with CHB living in the area of central Poland. There were 65 patients
(18 females and 47 males) aged 18-80 years (mean: 42.3). All of the patients had HBsAg detectable
for at least 6 months and previously they did not receive any antiviral or immunomodulating thera-
py. HBV genotyping was performed by means of commercial method “INNO LiPA Genotyping™.
Genotype A was found in 56 out of 65 (86.6%) patients, genotype D in 6 out of 65 (9.2%), and
mixed genoptype A+D was found in 3 out of 65 (4.6%) patients. HBeAg was detected in 49 out of
56 (87.5%) persons with genotype A, in 4 out of 6 persons with genotype D and in one person with
mixed genotype A+D. Mixed genotype A+D was found only among males. Anti-HBe was found
exclusively among 6 out of 56 (10.7%) persons with genotype A. Both HBeAg and anti-HBe were
undetectable in one person with genotype A, in 2 persons with genotype D and in 2 persons with
mixed genotype A+D. The method applied for this study is particularly suitable for the determina-
tion of mixed HBV genotypes, as well as for clinical or epidemiological studies of a large numbers
of samples. Future studies to be performed after an antiviral or other form of therapy in patients with
CHB may bring some evidence on the influence of treatment in relation to HBV genotype. Further
studies on HBV genotypes distribution in different regions of the country may allow to gather data
on molecular epidemiology of HBV infection in Poland.
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