Conhecer a Diversidade do Virus da Hepatite

C para Além da Frequéncia dos Genoétipos em
Amostras Analisadas entre 2009 e 2014 no
Laboratorio de Referéncia do Instituto Nacional
de Saude Dr. Ricardo Jorge
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RESUMO
Introducéao: A identificacdo dos gendtipos do virus da hepatite C foi essencial para o prognoéstico e tratamento dos doentes crénicos
durante os ultimos anos. Foram objetivos deste estudo conhecer a frequéncia de gendtipos do virus da hepatite C nos ultimos seis
anos, e revelar o contributo de um ensaio in-house para caracterizagdo molecular do virus.
Material e Métodos: A genotipagem do virus da hepatite C por LiPA foi realizada em 923 amostras, maioritariamente provenientes de
individuos do sexo masculino. A subtipagem do virus da hepatite C pelo ensaio in-house com alvo nas regides Core/E1 e/ou NS5B foi
efetuada em 112 amostras.
Resultados: Observamos elevada prevaléncia do gendtipo 1 (56,6%), sendo a frequéncia do subtipo 1a quatro vezes superior ao
subtipo 1b. Todos os casos de gendtipo 3 (27,5%) foram classificados em subtipo 3a. Nas infegbes pelo gendtipo 4 (12,9%), identifi-
caram-se os subtipos 4a (65,5%), 4d (31%), 4b (1,7%) e 4c (1,7%). Foram identificadas a RF1_2k/1b, recombinantes intragendtipo 2
e potenciais infegcdes mistas na populagéo analisada.
Discussao: Os subtipos mais prevalentes, 1a e 3a, estdo descritos como comuns em utilizadores de drogas injetaveis. Apesar da
maioria das amostras analisadas corresponder a reclusos (78,4%), ndo podemos excluir eventuais comportamentos de risco associa-
dos ao consumo de drogas ilicitas.
Conclusoes: A prevaléncia elevada do subtipo 1a, a frequéncia e diversidade do gendtipo 4 e a identificagdo de virus geneticamente
recombinados, sugerem alteracdo do padrdo molecular virus da hepatite C descrito no passado. O ensaio in-house implementado
revelou ser Util para a correta classificagdo do virus da hepatite C e melhoria do conhecimento sobre a diversidade do virus em circu-
lagéo no pais.
Palavra-chave: Diversidade Genética; Genétipos; Subtipos; Virus da Hepatite C.

ABSTRACT
Introduction: The identification of genotypes was essential for the prognosis and treatment of hepatitis C virus chronic patients in
recent years. The aims of the study were to know the frequency of genotypes diagnosed in the last six years at the laboratory, and
reveal the contribution of an in-house assay for molecular characterization of viruses.
Material and Methods: The genotyping of hepatitis C virus by LiPA was performed in 923 samples, mostly from male individuals. The
subtyping of hepatitis C virus by an in-house assay to target regions in the Core/E1 and/or NS5B was performed in 112 samples.
Results: We observed a high prevalence of genotype 1 (56.6%), with a frequency of subtype 1a four times higher compared to 1b. All
cases of genotype 3 (27.5%) were subtype 3a. For the cases of genotype 4 (12.9%), it were identified subtypes 4a (65.5%), 4d (31%),
4b (1.7%) and 4c (1.7%). Recombinants intragenotype 2, the RF1_2k/1b, and mixed infections, were also identified.
Discussion: The most prevalent subtypes (1a and 3a) obtained are usually described in injecting drug users. Although most of the
samples analysed match to inmates (78.4%), we cannot exclude any possible risk behaviors associated with illicit drug use.
Conclusions: The high prevalence of subtype 1a, the frequency and diversity of genotype 4, and the identification of recombined virus
suggest modification of the molecular pattern of hepatitis C virus infection described in the past. The in-house assay proved to be useful
for the correct classification of hepatitis C virus and improving knowledge about the diversity of virus circulating in the country.
Keywords: Genetic Diversity; Genotypes; Hepatitis C Virus; Subtypes.

INTRODUGAO

A hepatite C é reconhecida como uma doenga de im-  quer pelas principais vias de transmisséao do virus, quer pe-
portancia global em Saude Publica afetando tanto paises las politicas de saude implementadas nos diferentes paises
desenvolvidos como paises em vias de desenvolvimento. para prevengdo e tratamento da infe¢do."? A Organizagédo
O seu agente etiolégico — o virus da hepatite C (VHC) - Mundial de Saude estima que entre 150 a 170 milhdes de
é endémico em todo o mundo e a taxa de prevaléncia da individuos estejam infetados pelo VHC.®> Embora a inci-
infecdo pode variar significativamente, sendo influenciada, déncia da infegdo tenha diminuido nos ultimos anos, a sua

1. Laboratério Nacional de Referéncia de Infegdes Sexualmente Transmissiveis - VIH e virus da hepatite B e C. Departamento de Doengas Infeciosas. Instituto Nacional de Saude
Dr. Ricardo Jorge. Lisboa. Portugal.
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prevaléncia permanece elevada devido ao desenvolvimen-
to de hepatite C crénica em cerca de 80% dos individuos
infetados.2*

Em Portugal, poucos estudos existem sobre a infegédo
pelo VHC estimando-se uma prevaléncia de 1% a 1,5% na
populagéo portuguesa, estando este virus associado a 45%
dos casos notificados de hepatite no pais.>¢ E reconhecido,
no entanto, que nem todos os casos séo notificados e mui-
tos ndo sao diagnosticados. Entre os paises europeus, Por-
tugal descreve as taxas de prevaléncia desta infegdo mais
elevadas em grupos populacionais Utilizadores de Drogas
Injetaveis (UDI), podendo estas variar entre 60 a 80%.5%

O VHC é caracterizado por uma grande diversidade ge-
nética, traduzida por um elevado niumero de virus em cir-
culagéo, classificados em sete diferentes genoétipos e cerca
de 67 subtipos virais.® O virus apresenta distintos padroes
de distribuicdo epidemiolégica no mundo. A taxa de evo-
lugdo do VHC é rapida e o grau de variabilidade aumenta
significativamente ao longo do tempo, resultando no desen-
volvimento de quasispecies que sao importantes na histéria
natural da infegdo e permitem a evasao do virus ao sistema
imunitario do hospedeiro.°

Durante os ultimos anos e integrada no periodo do es-
tudo, a terapia combinada de interferado alfa peguilado com
ribavirina foi a utilizada como sendo o tratamento padrao
para os doentes crénicos." A eficacia da terapia combi-
nada, determinada pela Resposta Viroldgica Sustenta-
da (RVS), ou seja, RNA do VHC indetetavel 24 semanas
apoés a conclusdo do tratamento,' varia entre 42 a 82%
e é dependente do gendtipo do virus em causa. Nas in-
fecOes pelo gendtipo 1 sdo observadas as taxas de RVS
mais baixas (40% - 50%) e, em contraste, nas infecdes pe-
los gendtipos 2 e 3 sdo alcangadas as taxas de RVS mais
elevadas (80%). Taxas de RVS de valores intermédios
(43% - 70%) foram associadas a infe¢gdes pelo genotipo
4.113 Deste modo, os varios genétipos de VHC conduzem
a diferente resposta dos doentes ao tratamento padrao. As-
sim, a identificagcdo dos gendtipos tornou-se na ferramenta
essencial para a determinagao do prognéstico da infegéo e
da duragdo do tratamento. A resposta clinica diferenciada

de doentes infetados com diferentes subtipos do mesmo
gendtipo de VHC, e no contexto de ja ter sido descrito na
literatura para os subtipos 1a e 1b, continua a colocar hi-
poteses de investigagdo sobre a importancia do subtipo do
virus na progressao da doenga crénica pelo VHC."

Disponibilizada a partir de 2007 e amplamente utiliza-
da para genotipagem do VHC, a nova versdo do ensaio
comercial vulgarmente conhecido como LiPA, apresenta
fraco desempenho na determinagao ou descriminagéo dos
subtipos virais, particularmente em infegdes pelo genoétipo
4. Em 2009, o laboratério nacional de referéncia no INSA
implementou um ensaio molecular in-house visando obter
uma melhoria na classificagdo do VHC.' Assim, foram ob-
jetivos do estudo, determinar o padrdo molecular da infe-
¢ao durante os ultimos seis anos com base numa analise
retrospetiva dos resultados de genotipagem do VHC obti-
dos entre 2009 e 2014; e para melhoria da caracterizagao
molecular da infegdo, mostrar o contributo de um ensaio
in-house na determinagéo dos subtipos de VHC.

MATERIAL E METODOS
Amostras clinicas, 2009 - 2014

Durante o periodo em analise foi realizada a genotipa-
gem do VHC pelo ensaio comercial LiPA a 923 amostras
clinicas colhidas a individuos com infegao ativa, das quais
foram selecionadas 112 para subtipagem do VHC por um
novo ensaio in-house implementado no laboratério. Em
acordo com a proveniéncia das amostras, estas foram dis-
tribuidas por trés grupos populacionais: 724 foram integra-
das no grupo de ‘reclusos’, 155 no grupo de individuos da
‘populagao geral’ (sem comportamentos de risco identifica-
dos) e 44 no grupo de ‘UDI'. Em relagao a distribuicdo das
amostras por género, 842 foram colhidas a homens e 81
a mulheres. A idade média da populagéo analisada variou
anualmente entre 35,3 e 42,4 anos de idade (Tabela 1).

Metodologia

Foi realizada uma analise retrospetiva dos resultados
obtidos da genotipagem do VHC pelo ensaio comercial
VERSANT™ HCV Genotype 2.0 Assay-LiPA (Siemens

Tabela 1 - Caracterizagéo da populagdo de individuos cujas amostras clinicas foram estudadas para genotipagem do VHC, 2009-2014

Grupo Populacional

Total Homens Mulheres :Z:; P:rzug;::}aér Reclusos* UDI
Ano (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
2009 226 93,4% (211) 6,6% (15) 36,5 (110) 10,6% (24) 88,9% (201) 0,4% (1)
2010 214 92,5% (198) 7,5% (16) 35,3 (71) 16,4% (35) 79,4% (170) 4,2% (9)
2011 71 83,1% (59) 16,9% (12) 42,4 (57) 25,4% (18) 38,0% (27) 36,6% (26)
2012 138 92,8% (128) 7,2% (10) 39,6 (116) 16,7% (23) 77,5% (107) 5,8% (8)
2013 140 85,7% (120) 14,3% (20) 41,2 (106) 23,6% (33) 76,4% (107) 0
2014 134 94,0% (126) 6,0% (8) 41,1 (122) 16,4% (22) 83,6% (112) 0
Total 923 91,2% (842) 8,8% (81) 39,9 (582) 16,8% (155) 78,4% (724) 4,8% (44)

* Neste grupo populacional ndo podem ser excluidos eventuais comportamentos de risco para a infegdo VHC, nomeadamente o uso de drogas injetaveis (UDI)
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Tabela 2 - Variagéo anual da proporgéo de gendétipos do VHC identificados por LiPA, 2009-2014

Genétipo 1 Genétipo 2 Genoétipo 3* Gendtipo 4% Inconclusivo'

Ano % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)

2009 52,3% (134) 1,8% (4) 27,4% (62) 11,0% (25) 0,4% (1)
2010 57,9% (124) 2,3% (5) 21,0% (45) 15,9% (34) 2,8% (6)
2011 57,7% (41) 0 21,1% (15) 15,5% (11) 5,6% (4)
2012 51,4% (71) 0 35,5% (49) 12,3% (17) 0,7% (1)
2013 50,7% (71) 0,7% (1) 33,6% (47) 14,3% (20) 0,7% (1)
2014 60,4% (81) 2,2% (3) 26,9% (36) 8,6% (12) 1,5% (2)
Total 56,6% (522) 1,4% (13) 27,5% (254) 12,9% (119) 1,6% (15)

* Todos os casos foram classificados de subtipo 3a; § Inclui casos ndo subtipados de genétipo 4 e casos de subtipo indiscriminado 4a/4c/4d; | Inclui seis casos de potenciais infe¢cdes

mistas por dois diferentes genétipos: genétipos 1 e 3, gendtipos 1 e 4, e gendtipos 3 e 4.

Healthcare Diagnostics, NY, USA), e também, dos resul-
tados obtidos na subtipagem por um ensaio molecular in-
-house baseado na amplificagdo e sequenciagdo das re-
gides gendmicas Core/E1 e NS5B do VHC. As condigdes
de reacdo deste ensaio encontram-se ja descritas na litera-
tura.’s

RESULTADOS
Genotipagem do VHC

Os resultados de genotipagem ao longo do periodo em
analise revelaram uma maior frequéncia de infegdes pelo
gendtipo 1 (56,6%, variando entre 50,7% e 60,4%), segui-
da do gendtipo 3 (27,5%, variando entre 21,0% e 35,5%)
e do gendtipo 4 (12,9%, variando entre 8,6% e 15,9%). O
gendtipo 2 foi o menos frequente (1,4%, variando entre 0%
e 2,3%) e ndo foram identificados casos de infegdo pelos
gendtipos 5, 6 e 7 (Tabela 2). Verificou-se, ainda, que 1,6%
das amostras analisadas apresentaram um resultado in-

conclusivo pelo método LiPA, incluindo seis casos que re-
velaram um perfil compativel com infegdo mista por diferen-
tes genotipos de VHC, nomeadamente casos de infegdes
por gendtipos 1 e 3, gendtipos 1 e 4, e gendtipos 3 e 4.

A infegdo pelo gendtipo 2 foi rara, e as infegdes pelos
genodtipos 1 e 3 foram as mais prevalentes ao longo dos
seis anos em analise e com uma frequéncia semelhante e
independente dos varios grupos populacionais analisados
(populagao em geral, reclusos e UDI) (Fig.1, Tabela 2). Por
outro lado, para o mesmo periodo em analise, verificou-se
uma frequéncia média de 12,9% de infegbes pelo gendtipo
4, apresentando-se crescente entre 2009 a 2013, respeti-
vamente de 11% a 14,3% (Tabela 2).

Subtipagem do VHC

No presente estudo, observamos que do total dos ca-
sos classificados em genotipo 1, cerca de 80,8% (422/522)
pertenciam ao subtipo 1a e 17,0% (89/522) pertenciam ao

140 75539

2009 2010 201

. Gendtipo 1 . Gendtipo 2

Gendtipo 3 . Gendtipo 4

Figura 1 - Proporgdo anual de genétipos do VHC identificados pelo ensaio comercial LiPA, 2009-2014
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subtipo 1b. Em 2,1% (11/522) dos casos nao foi possivel
subtipar o virus pelo ensaio comercial LiPA. Verificou-se
ainda, que a diferenga proporcional entre a frequéncia do
subtipo 1a e a do subtipo 1b foi constante em cada ano e
ao longo do periodo em analise, sendo sempre cerca de
quatro vezes superior no subtipo 1a (Fig. 2).

O subtipo 3a foi o Unico subtipo de virus identificado
no grupo de infe¢des pelo gendtipo 3, correspondendo a
27,5% das amostras estudadas (Tabela 2).

N&o foi possivel subtipar o VHC em 156 (16,9%) das
923 amostras clinicas submetidas ao ensaio comercial
LiPA: em 114 (73,1%) o subtipo nao foi descriminado e em
42 (26,9%) o subtipo ndo foi determinado.

As amostras ndo subtipadas que apresentavam volume
de soro suficiente foram submetidas ao ensaio in-house
(n = 83) para a amplificacdo e sequenciagédo das regides
genomicas Core/E1 e/ou NS5B do VHC, tendo sido todas
subtipadas com sucesso. Assim, no grupo de amostras
nao subtipadas e classificadas como gendtipo 4 (n = 55)
em LiPA, verificou-se que o subtipo 4a foi o mais frequen-
te (65,5%), seguindo-se o subtipo 4d (32,7%), sendo tam-
bém identificado um caso de subtipo 4c (Tabela 3 e Fig. 3).
Adicionalmente, também foi classificada uma amostra em
subtipo 4b pelo ensaio in-house que apresentava resulta-
do inconclusivo em LiPA (Tabela 3). De referir ainda, que o
ensaio molecular implementado permitiu a detegdo do re-
combinante intergendtipo RF1_2k/1b e de trés variantes in-
tragenotipo 2 (estimativa filogenética, dados nao apresen-
tados), ainda ndo descritas na base de dados internacional
de sequéncias de VHC (Tabela 3).

DISCUSSAO

Em Portugal, s&o raros os estudos de epidemiologia
molecular do VHC realizados, sendo ainda pouco conhe-
cida a prevaléncia dos gendtipos e subtipos virais na po-
pulacao infetada do pais. Assim, o presente estudo retros-

petivo desenvolvido no laboratério de referéncia do INSA,
integrando uma detalhada caracterizagdo molecular do
VHC, pode dar um importante contributo para aumentar o
conhecimento sobre a diversidade de virus em circulagao
no pais, particularmente nos grupos populacionais de onde
s&o0 provenientes as amostras analisadas, incluindo as al-
teragdes temporais no padrdo molecular das infegbes.

As infegbes pelos gendtipos 1, 2 e 3 do VHC tém sido
descritas como sendo as mais prevalentes a nivel mundial,
nomeadamente nos continentes europeu e americano.'"”
Um estudo clinico realizado por investigadores portugue-
ses ha cerca de 15 anos atras'® revelava ja uma elevada
prevaléncia de infegbes pelo gendtipo 1, maioritariamen-
te associada ao subtipo 1b, e uma frequéncia significativa
de infegbes pelo subtipo 3a. Descrevia-se uma frequéncia
baixa de infegdo pelo gendtipo 2 e auséncia de casos de
infecdo pelo gendtipo 4. Mais recentemente, estudos re-
trospetivos de caracterizagdo molecular do VHC desenvol-
vidos em grupos populacionais de UDI e de reclusos'®'®
revelaram que em infegdes pelo gendtipo 1 e 4, respetiva-
mente, existia um predominio do subtipo 1a e do subtipo
4a. Todos os estudos descreviam uma baixa frequéncia de
infegdo pelo gendtipo 2. Os resultados obtidos no presente
estudo, para além de confirmarem uma elevada prevalén-
cia da infecdo pelos gendtipos 1 (subtipo 1a) e 3 (subtipo
3a), mostra também que a infegao pelo gendtipo 2 continua
a ser esporadica. Os resultados sugerem ainda, um possi-
vel aumento na prevaléncia de infegdes pelo gendtipo 4, o
que foi observado entre 2009 a 2013.

Estudos epidemioldgicos indicam que o subtipo 1b é
prevalente a nivel mundial, encontrando-se amplamente
distribuido na Europa e em alguns paises de Africa e do su-
doeste asiatico, associado a individuos de idade avangada
e que adquiriram a infegdo por via transfusional no passa-
do.5'%17 No presente estudo, e apesar do viés da selegdo
da amostra, observamos que as infe¢des pelo subtipo 1b

140
120 -
N B
80 -

- 12,2%
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2012 2013 2014
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Figura 2 - Proporgéo de subtipos 1a e 1b nas amostras do gendtipo 1 do VHC analisadas, 2009-2014
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apresentam uma frequéncia cerca de quatro vezes menor
comparativamente ao subtipo 1a, estando a infegado rela-
cionada com individuos reclusos de uma faixa etaria jovem.

O segundo subtipo mais frequente nas amostras estu-
dadas foi o subtipo 3a que a semelhanga do que acontece
para o subtipo 1a, foi descrito ser comum nos UDI de varios
paises europeus.'®'"'® Porém, apesar da maioria dos indi-
viduos estudados ser reclusa, os eventuais comportamen-
tos de risco associados ao consumo de drogas ilicitas nao
podem ser excluidos do grupo populacional.

Ainfegao pelo gendtipo 4 é prevalente no Médio Oriente
e em Africa, estando associada a 62% e 90% das infecdes

identificadas, respetivamente, na Arabia Saudita e no Egito.
Estudos revelam que a infegao pelo genétipo 4 se manteve
endémica por um longo periodo de tempo na Africa Central
e Ocidental sendo suportada pela continuidade de praticas
de circunciséao, escarificagéo, ou por via de transmissao se-
xual. A disseminagéo para outras regides do continente afri-
cano, coincidiu com a campanha de vacinagdo massiva rea-
lizada entre os anos 1920 e 1940.32° A elevada diversidade
genética do virus observada na Africa Subsariana conduziu
a hipdtese de que o gendtipo 4 teve origem na Africa Central
e Ocidental, ocorrendo posteriormente, a sua dissemina-
¢ao no continente.®'720.2' Em contraste com a heterogenei-

Tabela 3 - Classificagdo do VHC pelo ensaio comercial LiPA e pelo novo ensaio in-house implementado no laboratério

LiPA vs 2.0 Sequenciagao das regioes Core + E1 e/ou NS5B do VHC Total
(5’°UTR + core) 1a 1b 2k/1b* 28 2a 2b 3a 4a 4b 4c 4d n
1 7 4 1"
1a 10 10
1b 12 12
2 1 1 2 4
2al2c 1 2 2 5
2b 1 1
3a 6 6
4 4 3 7
4al4c/4d 32 1 15 48
Inconclusivo 1 2 2 2 1 8
Total (n) 18 18 1 3 3 3 8 38 1 1 18 112

* As sequéncias obtidas foram classificadas em RF1_2k/1b, recombinante descrito por Kalinina et al. 20022%; § Outros estudos moleculares classificaram o virus em recombinantes

intragendtipo 2.

- Subtipo 4a . Subtipo 4b

. Subtipo 4c

2%
£ 29

Subtipo 4d

Figura 3 - Proporgéo de subtipos 4a, 4b, 4c e 4d do VHC identificada, 2009-2014
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dade das variantes do gendétipo 4 em circulacéo na Africa
Subsariana, o padrao molecular da infegdo no Egito é ho-
mogéneo e com o predominio do subtipo 4a, sendo refe-
rido que a transfusdo sanguinea seria a forma frequente
de transmissao do virus na populagdo até ha poucos anos
atras. Por outro lado, na Arabia Saudita os subtipos pre-
dominantes sdo 4c/4d seguidos do 4h, 4e e 4a, sugerindo
existir potenciais diferengas na origem ou vias de transmis-
sdo do virus neste pais. Em paises europeus, nomeada-
mente, em Espanha, Franga, ltalia e Grécia, foi descrito o
aumento da prevaléncia dos subtipos 4d e 4a associado ao
movimento dos UDI e a entrada na Europa de imigrantes
de paises endémicos para a infegdo.2%2' No presente estu-
do e ao longo do periodo em analise, foi encontrada uma
proporgdo relativamente elevada de infegdo pelo subtipo
4a, seguida do subtipo 4d, e apenas identificada através do
ensaio in-house implementado. Adicionalmente, também
foi detetada a infegdo pelo subtipo 4b, ja anteriormente
descrita em Portugal,??> bem como do subtipo 4c. Estes re-
sultados indicam existir uma elevada diversidade genética
na infegdo pelo gendtipo 4 no nosso pais.

O primeiro recombinante de VHC, a RF1_2k/1b, foi
identificado em 2002 em S. Petersburgo,?® no entanto, es-
tudos posteriores mostraram a sua disseminagéo em UDI
de varios paises europeus.?* No presente estudo, o ensaio
in-house implementado permitiu a detegdo de um caso de
infecao pela RF1_2k/1b e de trés casos de infe¢des por re-
combinantes intragendtipo 2 (dados ndo apresentados). De
facto, embora na literatura seja referido que a frequéncia
de recombinagdo do VHC é baixa, varios casos de infegédo
por recombinantes foram identificados em alguns estudos
portugueses,''® o que fundamenta uma vigilancia da epi-
demiologia molecular da infegdo e da sua dinamica, bem
como o estudo do eventual impacto clinico destas variantes
virais.

CONCLUSOES

Apesar do viés de selegdo da amostra estudada, da
analise retrospetiva efetuada para estes ultimos seis anos,
verificou-se que a infegdo pelo subtipo 1a foi a mais fre-
quente, sendo esta quatro vezes superior a frequéncia da
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