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Wirusy TTV i GBV-C/HGV zostaly odkryte w ostatnich latach ubie-
glego stulecia u chorych z zapaleniem wqtroby o niewyjasnionej etiolo-
gii. Wobecnej pracy przedstawiono wyniki badania markerow moleku-
larnych (DNA TTV i RNA GBV-C/HGV) oraz serologicznych (anty-E2
GBV-C/HGV) zakazenia tymi wirusami u polskich dawcow krwi oraz
u chorych na hemofilie.
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WSTEP

W drugiej potowie lat 90-tych zeszlego stulecia odkryto dwa nowe wirusy — GBV-C/
HGViTTV, zaliczone odpowiednio do rodziny Flaviviridae oraz Circoviridae. Wzbudzi-
ly one duze zainteresowanie, poniewaz zostaly pierwotnie zidentyfikowane u chorych
z zapaleniem watroby o nieznanej etiologii. Ich nazwy, GB virus typ C oraz 1T virus,
zostaly utworzone od inicjaléw chorych, u ktorych zostaly po raz pierwszy wykryte.
W przypadku pierwszego wirusa nazwa jest rozszerzona o skrot HGV (od hepatitis G
virus) (wciaz jeszcze stosowany w pismiennictwie), nadany przez zespol badaczy, ktérzy
wkrotce po odkrywcach, opisali wariant wirusa. Nazwa ta sugeruje jego zwiazek z zapale-
niem watroby, co nie zostalo dotychczas udowodnione. Zatem samodziclne stosowanie
nazwy moze mylnie sugerowac¢ patogennos¢ wirusa (1-3). Badania na ten temat sa jednak
ciagle podejmowane, takze w Polsce (4). Zwraca si¢ szczegolna uwage na wysoki stopien
polimorfizmu wirusa TTV i mozliwy udzial niektorych jego genotypdw w patologii watro-
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by (5). Innym zagadnieniem podejmowanym przez badaczy jest ryzyko przeniesienia tych
wiruséw przez krew, a zwlaszcza ich podatnos$¢ na procedury inaktywacji czastek zakaz-
nych, jakie stosuje si¢ w czasie produkcji preparatéw krwiopochodnych, m.in. koncentra-
tow czynnikdw krzepnigcia, wykorzystywanych w leczeniu krwawien u chorych na hemo-
filig¢ (6).

Hamowanie krwawien u chorych na hemofili¢ polega na uzupelnianiu czyli substytucji
brakujacego czynnika krzepnigcia, odpowiednio VIII w hemofilii A i IX w hemofilii B,
poprzez dozylne wstrzyknigcie tego czynnika, wytworzonego z osocza dawcow krwi. Sto-
sowane obecnie koncentraty sa poddawane réznorakim procedurom inaktywacji wirusow
przenoszonych przez krew (ogrzewanie, ultrafiltracja, metoda solvent/detergent itd.). Jed-
nakze do poczatku lat 90-tych ubieglego wicku zdecydowana wigkszo$¢ chorych na hemo-
fili¢ w Polsce otrzymywala wylacznie osocze $wiezo mrozone (FFP) i/lub krioprecypitat —
preparaty niepoddawane procedurom inaktywacji czastek zakaznych.

Celem naszych badan byla analiza wykrywalnos$ci wirusow GBV-C/HGV i TTV przy
pomocy réznych metod u dawcéw krwi i u chorych na hemofili¢, leczonych wylacznie
preparatami inaktywowanymi i takich, ktérzy w przeszlosci byli leczeni preparatami nie-
poddawanymi procedurom inaktywacji. Wystgpowanie GBV-C/HGV oceniono poprzez
badania RNA wirusa i przeciwcial anty-GBV-C/HGV. W badaniach TTV, prowadzonych
metodq PCR, polozono nacisk na oceng wplywu zastosowanych primerow na skutecznos¢
wykrywania tego wirusa.

MATERIAL

D awcy. Badania wykonywano w probkach surowicy pobieranych od dawcow w la-
tach 1998-2000. Zakazenie TTV zbadano u 200 dawcoéw wielokrotnych w wieku 19-60 lat,
za$§ GBV-C/HGV u innych 219 dawcéw krwi (Srednia wicku — 37,3; mediana 39 lat).
U zadnego nic wykryto antygenu HBs, przeciwcial anty-HCV i anty-HIV, ani nie stwier-
dzono wickszej aktywnosci AIAT.

Chorzy na hemofili¢. Badaniami objgto 122 chorych na cigzka posta¢ hemofi-
lii (aktywno$¢ VIII/IX ponizej 1% normy): 93 z hemofilia A i 29 z hemofilia B, $redni wiek
32,6 roku; mediana 31,5 roku. Do polowy lat 90-tych leczenie substytucyjne chorych na
hemofili¢ A opieralo si¢ na stosowaniu krioprecypitatu i osocza §wiezo mrozonego, ktore
nie byly poddawane inaktywacji wiruséw. Od 1990 roku wprowadzano stopniowo do le-
czenia inaktywowane koncentraty czynnikow krzepnigcia. Od 1995 r. chorzy na hemofili¢
A otrzymujq wylacznie liofilizowane koncentraty czynnika VIII, poddawane procedurom
inaktywacji wirusoOw z zastosowaniem organicznego rozpuszczalnika i detergentu (S/D)
lub ogrzewania. Do 1985 r. chorzy na hemofili¢ B byli leczeni wylacznie swiezo mrozo-
nym osoczem. Od tego roku FFP zaczgto zastgpowac liofilizowanym koncentratem czyn-
nika IX krajowej produkcji (Biomed, Warszawa), ktory byl poddawany pasteryzacji. Od
1990 czg$¢ chorych na hemofili¢ B otrzymuje takze inne koncentraty czynnika IX (inakty-
wowane metoda S/D, poddawane pasteryzacji i nanofiltraciji).

Oddzielna grupe stanowilo 20 dzieci chorych na hemofili¢ A i B, leczonych wylacznie
koncentratami czynnikéw krzepnigcia, inaktywowanymi metoda S/D oraz przez pasteryza-
cje.

Wszyscy chorzy na hemofili¢ byli HIV negatywni.
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METODY

RNA GBV-C/HGV wykrywano metoda RT-PCR (polimerazowa reakcja tancuchowa
poprzedzona odwrotng transkrypcja) z zastosowaniem primerdw do konserwatywnego frag-
mentu genomu wirusa kodujacego biatko helikazy NS3 (7). Odwrotnej transkrypcji podda-
wano calo$¢ RNA wyizolowanego z 250 pl surowicy metoda Chomczyrnskiego i wsp. (8).

Przeciwciala anty-GBV-C/HGV skierowane do biatka E2 wykrywano testem immuno-
enzymatycznym HGV CHOe?2 EIA (dar firmy Ortho Diagnostics).

DNA TTV badano metoda PCR z zastosowaniem primerdw do dwéch regionow wiru-
sa: kodujacego ORF1 (9) i nickodujacego NC (10). Do amplifikacji brano 10 pl DNA
wyizolowanego z 200 pl osocza zestawem QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Ger-
many, objetos¢ elucji 50 pl).

Istotnos¢ statystyczng wynikdw oceniano testem chi kwadrat z odpowiednimi popraw-
kami, uwzgledniajacymi liczebno$¢ poréwnywanych prob. Analiz¢ wykonywano w pro-
gramie Excel.

WYNIKI

Wyniki badania markeréw zakazenia wirusa TTV u chorych na hemofili¢ i u dawcow
przedstawiono w tabeli I. We wszystkich grupach badanych DNA TTV wykrywano istotnie
statystycznie czgsciej (p<0.001) z uzyciem primeréw do NC niz do ORF1. U wszystkich
0s0b, u ktdrych otrzymano dodatnie wyniki badania primerami do ORF1, DNATTV wy-
kryto takze primerami do NC. DNA TTV primerami do obszaru NC wykryto u wszystkich
dorostych chorych na hemofili¢ i u 94,7% chorych dzieci. Czg¢stos¢ tego wirusa u dawcow
wynosila 78% i byla statystycznie istotnie nizsza niz u doroslych chorych na hemofilig.
Roznica czgstosci migdzy dawcami a dzie¢mi chorymi na hemofili¢, leczonymi wylacznie
koncentratami czynnikdw krzepnigcia inaktywowanymi wirusologicznie, nie byla istotna
statystycznie.

Tabela I. Wykrywanie markeréw zakazenia TTV u dawcow krwi oraz u chorych na hemofili¢
Table I. Detection of TTV infection markers in blood donors and in haemophilia patients
Czgsto$¢ DNA TTV

. Primerami do
Markery zakazenia

ORF1 NC

() 2)
Chorzy na dorosli (A) 43.5% 100%
hemofilig dzieci (B) 15% 94.,7%
Dawcy krwi (©) 10% 78%

chi-kwadrat z poprawka Yatesa C1 vs C2 42=187,04; p<0,001; A1 vs A2 %2 z poprawka Yates'a
=85,19; p<0,001; B1 vs B2 dokladny test Fishera 32=23,95; p<0,001; A2 vs C2 %2 z poprawka
Yates'a=26,08; p<0,001); B2 vs ¢2 y2 z poprawka Yates'a=1,96; p=0,1619



584 P Grabarczyk, E Brojer 1 inni Nr 3

Tabela II. Wykrywanie markerow zakazenia GBV-C/HGV u dawcow krwi oraz u chorych na

hemofili¢
Table II. Detection of TTV infection markers in blood donors and in haemophilia patients
Czestosc
GBV-C/HGV
Markery zakazenia RNA Anty-E2
@ 2

Chorzy na dorosli (A) 23,7% 37%
hemofili¢ dzieci (B) 0% 25%
Dawcy krwi () 3,7% 23,6%

test chi-kwadrat z poprawka Yatesa dla B1 vs C1 %2=0.,01; p=0,9054; B2 vs C2 42=0,04; p=0,8472),
Al vs Cl: 42=29,42; p<0,001; A2 vs C2 %2=5,82; p=0,0159); chi-kwadrat z poprawkg Yatesa:
Al vs Bl %2=3.89; p=0,0486; A2 vs B2 42=0,66, p=0,4155

Wyniki badania markeréw zakazenia GBV-C/HGV (anty-E2 oraz RNA GBV-C/HGV)
w grupie chorych na hemofili¢ i u dawcow przedstawiono w tabeli I1. RNA wirusa wykryto
u 23,7% doroslych chorych na hemofili¢ leczonych w przeszlosci nieinaktywowanymi kon-
centratami. Czgstos$¢ ta byla statystycznie istotnie wyzsza od czgstosci RNA wsrdd daw-

0,385

0,35 dzieci
chore na
hemofilie

0,333

dawcy
0,25 krwi

0,219

0,097

0,048
0,05 0032 0,041

0 T T T T

13< (n=20) 19-29 (n=62) 30-39 (n=41) 40-49 (n=72) 50-69 (n=26)

wiek (liczba badanych) | D anty HGV . RNA HGV+

Roéznice migdzy grupami wiekowymi dawcow: czestosé anty-E2 HGV/GBV-C 42=16,268; p<0,001;
RNA HGV/GBV-C 42=1,2823; p>0,7. Dzieci chore na hemofili¢ vs najmlodsi dawcy anty-HGV/
HGV-C — chi-kwadrat z poprawka Yatesa — x2=1,88; p=0,1704

Rye. 1. Czestos¢ wykrywania markeréw infekeji GBV-C/HGV w grupach wiekowych dawcow
krwi oraz u dzieci chorych na hemofili¢

Fig. 1. The trequency of GBV-C/HGV infection markers in age groups of blood donors and in
children with haemophilia
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cow (3,7%) i dzieci chorych na hemofili¢, wsrdd ktérych nie wykazano obecnosci wirusa.
Czesto$¢ wykrywania przeciwcial w badanych grupach nie réznila sig statystycznie i wy-
nosita 23,6-37% (istotne roznice tylko migdzy dawcami a dorostymi chorymi). U wszyst-
kich dawcéw i wigkszos$ci chorych na hemofili¢, u ktorych obecne byly przeciwciala anty-
E2, nie wykryto materialu genetycznego wirusa. Jedynie w surowicy 5 dorostych chorych
na hemofili¢ stwierdzono obecno$¢ obu markeréw jednoczesnie.

Na rycinie 1 przedstawiono czgstos¢ wykrywania RNA GBV-C/HGV i przeciwcial
anty-E2 GBV-C/HGV w grupach wickowych dawcow krwi. Czesto$¢ wykrywania prze-
ciwcial rosla od 9,7% w grupie wickowej 19-29 lat do 38,5% wsrdod dawcow powyzej
50 lat (pH>0,05). Odsetek 0sob, u ktérych wykrywano RNA, nie r6znil si¢ istotnie migdzy
réznymi grupami wieku. U dzieci leczonych wylacznie inaktywowanymi czynnikami krzep-
nigcia czgstos¢ wykrywania anty-E2 byla wicksza niz u najmlodszych dawcow krwi (19-29
lat) (25% vs 9,7%), jednak réznice te nic byly istotne statystycznie.

DYSKUSJA

Przedstawione wyniki potwierdzaja istnienie zwigzku leczenia krwia i preparatami
krwiopochodnymi ze zwigkszonym ryzykiem zakazenia wirusami GBV-C/HGV oraz TTV,
bowiem czg¢stos¢ markeréw zakazenia tymi wirusami jest wigksza u dorostych chorych na
hemofili¢ niz u dawcéw. Zaréwno czgstos¢ przeciwcial do antygenu E2, jak i RNA GBV-
C/HGV u dorostych chorych na hemofilic w Polsce jest wigksza niz wsrod chorych
w Europie Zachodnigj (9-18%) (11-14), a podobna jak w Japonii (do 20,9%)(15). Analo-
giczne obserwacje dotycza HCV (16). Mozna to wiaza¢ z faktem, ze do leczenia chorych
na hemofili¢ w Polsce i w Japonii pézniej niz w krajach Europy Zachodniej wprowadzono
do powszechnego uzytku koncentraty inaktywowane (1985 r. vs 1995 1.).

Uzyskane przez nas wyniki wskazuja na skuteczno$¢ obecnie stosowanych metod in-
aktywacji. U dzieci leczonych wylacznie preparatami inaktywowanymi nie wykrywa si¢
RNA GBV-C/HGV. Uwaza si¢, ze podobnie jak w przypadku HCV, w temperaturze 60°C
nastgpuje czeSciowa inaktywacja wirusa, zas catkowita w trakcie inaktywacji typu ,,solvent
— detergent” (11,12). W obnizeniu infekcyjnos$ci mogq mie¢ znaczenie przeciwciala neu-
tralizujace. Nicinaktywowane preparaty [IVIG, w ktérych wykrywano zaréwno RNA GBV-
C/HGYV, jak i anty-E2, nie przenosily zakazenia GBV-C/HGYV, cho¢ mogly przenosi¢ zaka-
zenie HCV, mimo obecnosci przeciwcial anty-HCV (17-19).

W naszych badaniach przeciwciala anty-E2, wykryto u 1/4 dzieci chorych na hemofi-
lig, a wigc podobnie jak u dorostych dawcow krwi. Nie wiemy, czy wobec braku wykrywa-
nia RNA wirusa, wysoka czesto$¢ przeciwcial odzwierciedla wysoka czgstos¢ zakazen tym
wirusem w przeszlosci, czy wynika jedynie z immunizacji czasteczkami/antygenem wiru-
sowym przenoszonym przez skutecznie inaktywowane preparaty antyhemofilowe, ktore
nie sa juz zdolne do wywolania aktywnego procesu zakaznego.

Podobnie jak w badaniach innych autoréw, w obecnych badaniach DNATTV (20-22)
wykrywano czg¢sciej przy pomocy primerow do regionu NC niz ORF1. Te roznice w wy-
krywalnosci DNA TTV tlumaczy si¢ r6znym stopniem polimorfizmu regionéw genomu
wirusa, do ktorych skierowane sa stosowane primery. Obszar nickodujacy genomu jest
najbardziej konserwatywny. Fragment ORF1 jest znaczaco polimorficzny (20,21,23).

Dotychczasowe badania TTV u chorych na hemofili¢ wykonywano z uzyciem prime-
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row do ORF1. Ich wyniki podobnie jak wyniki naszych badan wykazywaly brak lub nie-
wielki wplyw obecnie stosowanych metod inaktywacji wiruséw na infekcyjnosé TTV. By¢
moze jest to zwiazane z brakiem otoczki, podobnie jak w przypadku wirusa B19.

Wydaje si¢, ze powszechno$¢ wystepowania GBV-C/HGV i TTV wsrod osob zdro-
wych (np. dawcow), ktorg potwierdzaja rowniez nasze badania, przemawia za brakiem ich
patogennosci. Ostatnie doniesienia wskazujq jednak, ze zakazenie nimi moze mie¢ znacze-
nie kliniczne. Migdzy innymi, obecnie uwaza si¢, ze zakazenie wirusem GBV-C/HGV
moduluje przebieg zakazenia HIV (24). Wciaz wymaga wyjasnienia znaczenie polimorfi-
zmu wirusa TTV (5,23). Istotne réznice w czulo$ci r6znych primeréw utrudniaja jego wy-
krywanie, co powoduje, ze ciagle jeszcze niewiele wiemy o znaczeniu klinicznym TTV.

WNIOSKI

1. U polskich dawcow krwi wykryto markery zakazenia wirusami GBV-C/HGV
i TTV: u 3,2% RNA GBV-C/HGV, u 23,7% przeciwciala anty-E2, zas DNA TTV stwier-
dzono u 78% z nich.

2. Chorzy na hemofili¢ w Polsce w przeszlosci nalezeli do grupy zwigkszonego ryzy-
ka zakazenia GBV-C/HGV i TTV; wprowadzenie procedur inaktywacji wirusow w trakcie
produkcji koncentratow czynnikow krzepnigcia znacznie ograniczylo ryzyko przeniesie-
nia GBV-C/HGV, w mni¢jszym za$ stopniu TTV.

P Grabarczyk, E Brojer, J Windyga, |S Lopaciuk|, A Klukowska, M Mikulska

GBV-C/HGV AND TTV INFECTION MARKERS IN POLISH BLOOD DONORS AND
HAEMOPHILIA PATIENTS

SUMMARY

Viruses GBV-C/HGV and TTV were identified in patients with hepatitis of unknown etiology.
Aim of our study was to assess the frequency of infection markers of these viruses in blood donors
and haemophilia patients treated with virucidaly activated and non inactivated blood products.
Material and methods. TTV DNA (by PCR using primers to coding ORF1 and non-coding region
NC) and GBV-C/HGV (RNA by RT-PCR and anti-E2 by EIA) were tested in blood donors (200 for
TTV and 219 for GBV-C/HGV), 122 haemophilia patients treated in the past with non inactivated
blood products and in 20 haemophilia children treated exclusively with inactivated clotting prepa-
rations.

Results RNA GBV-C/HGV were identified in 3,2%; 23,7% and in 0%, respectively blood
donors, adult and children haemophilia patients. Antibody anti-E2 were found in 23,6%; 37% 125%
of studied groups respectively. DNA TTV was detected most frequently by NC than ORF1 primers:
in 78% vs.10% of blood donors, 100% vs 43,5% of adult haemophilia patients and in 95% vs. 15%
young haemophiliacs.

Conclusions Haemophilia patients were at risk of GBV-C/HGV and TTV infection. Following
implementation of viral inactivation methods in the process of clotting factor concentrates produc-
tion, the risk for GBV-C/HGV transmission was significantly reduced and in less extant for TTV.
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