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Kasutatud liithendid

AIDS

CCL
CCR5
CD

Cl

CRF
CXCL12
CXCR4
GBV-C
HAART
HBV
HCV
HIV-1

IDU
IQR
LTR
NTR
PBMC
OR
SIV
SN

omandatud immuunpuudulikkuse siindroom (acquired immune
deficiency syndrome)

C-C tiitipi kemokiin (chemokine (C-C motif) ligand)

kemokiini retseptor 5 (C-C chemokine receptor 5)

diferentseerumise klaster (cluster of differentiation)

usaldusintervall (confidence interval)

tsirkuleeriv rekombinantne vorm (circulating recombinant form)

C-X-C tiitipi kemokiin (chemokine (C-X-C motif) ligand 12)

kemokiini retseptor 4 (C-X-C chemokine receptor 4)

GB viirus tiitip C (GB virus type C)

kombineeritud antiretroviirusravi (highly active antiretroviral therapy)
hepatiit B viirus (hepatitis B virus)

hepatiit C viirus (hepatitis C virus)

inimese immuunpuudulikkuse viirus titip 1 (human immunodeficiency virus
type 1)

intravenoossete narkootikumide tarvitaja (intravenous drug user)
kvartiilide vahemik (interquartile range)

pikk kordusjarjestus (long terminal repeat)

mittetransleeritav piirkond (nontranslated region)

perifeerse vere mononukleaarsed rakud (periferial blood mononuclear cells)
Sansside suhe (0dds ratio)

inimahvide immuunpuudulikkuse viirus (simian immunodeficiency virus)

sustivad narkomaanid



Sissejuhatus

HIV-1 infektsioon on viimastel kiimnenditel kujunenud iiheks olulisemaks nakkushaiguseks.
Hinnanguliselt suri 2011. aastal HIV infektsiooni tagajérjel 1,7 miljonit inimest ning
registreeriti 2,6 miljonit uut nakatunut. Oluline ldbimurre antiretroviirusravis Saavutati
1990ndate keskel, kui voeti kasutusele HAART. Paraku pole HAART vdimeline vabastama
organismi tdielikult HIV infektsioonist, sellel on olulised kdrvaltoimed ning ajapikku tekib

ravimitele resistentsus.

Endistes Noukogude Liidu riikides puhkes HIV-1 epideemia 1990ndate keskel peamiselt
noorte meessoost silistivate narkomaanide populatsioonis. Eestisse joudis see epideemia
2000. aastal, olles pohjustatud seni suhteliselt haruldase monofiileetilise HIV-1 CRF06_cpx
viirustiive poolt. Nimetatud populatsioonile oli iseloomulik ka hepatiit C ja hepatiit B viiruste

koinfektsioon.

On niidatud, et HIV-1 nakatumist ning haiguse progressiooni mdjutavad kaasuvad
infektsioonid. Uheks selliseks on 1990ndate keskel avastatud liimfotroopne ning ise
patogeneesi mittepdhjustav GB viirus tiiip C (GBV-C). Seni on GBV-C esinemist uuritud
kill erinevates riskigruppides, sealhulgas HIV positiivsete populatsioonides, kuid Eestis pole
taolisi uuringuid 14bi viidud. Andmed puuduvad ka siinse regiooni GBV-C genotiitipide
kohta.

Kéesoleva t66 eesmérgiks oli uurida Eesti HIV-1 epideemia kontekstis GBV-C viiruse
esinemissagedust, genotiilibilist jaotuvust ning mdju HIV-1 nakatumisele intravenoossete
narkootikumide tarvitajate seas. Té6 on koostatud TU arstiteaduskonnas, mikrobioloogia
instituudis. Uuringus kasutatud andmed on kogutud TU tervishoiu instituudi, Beth’i Ulikooli

(New York) ja TU mikrobioloogia instituudi koostds.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1 Inimese immuunpuudulikkuse viirus tiiiip 1

Inimese immuunpuudulikkuse viirus tiitip 1 (human immunodeficiency virus type 1, HIV-1)
on retroviirus, mis poOhjustab omandatud immuunpuudulikkuse siindroomi (acquired
immunodeficiency syndrome, AIDS) (Barre-Sinoussi et al., 1983). HIV-1 infektsioon on
jatkuvalt iiks olulisemaid nakkushaigusi maailmas. 2011. aastal nakatus umbes 2,6 miljonit
ning infektsiooni kandjaid oli umbes 31,4-35,9 miljonit (UNAIDS, 2012).

Oluline ldbimurre HIV wvastases ravis saavutati 1990ndate keskel, kui voeti kasutusele
kombineeritud antiretroviirusravi (ARV-ravi) ehk HAART (highly active antiretroviral
therapy). HAART on kombinatsioon kolmest vidhemalt kahte erinevasse ravimiklassi
kuuluvast ARV-ravimist (UNAIDS, 2012). Téanapdevane HAART on vdimeline alla suruma
HIV-1 replikatsiooni ning seega pikendab AIDSI eelset perioodi ja vihendab HIV positiivsete
suremust (UNAIDS, 2012). Paraku esineb ARV-ravil ka mitmeid probleeme: (a) ravimitel
esinevad olulised korvaltoimed; (b) raviplaani eiramisel voib suure tdoendosusega tekkida
ravimresistentsus; (c) antiretroviirusravi ja sellega kaasnevad protseduurid on suhteliselt
kulukad.

1.1.1 HIV-1 genoomi struktuur
HIV-1 on Retroviridae sugukonda kuuluv tiheahelalise positiivse polaarsusega RNA viirus.

HIV-1 genoom on veidi alla kiimne tuhande aluspaari pikkune ning sisaldab iiheksa geeni

jarjestust (Joonis 1).
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Joonis 1. HIV-1 geenikaart. Genoomi otstes paiknevad pikad kordusjérjestused (long
terminal repeat, LRT, hallid). Tumesinisega margitud geenidelt transkribeeritakse
poliiproteiinid, teistelt iiksikud valgud.

Gag, pol ja env geenidelt kodeeritakse poliiproteiinid, mis 15igatakse kas viiruse enda voi

inimese proteaaside poolt funktsionaalseteks valkudeks. Gag kodeerib kapsiidivalke (pl17,
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p24, p7, p6), pol viiruslikke ensiiime (proteaas, revertaas, integraas, RNaseH) ning env
virioni pinnavalke, millest hilisema kiipsemise kdigus moodustuvad viiruse antiretseptorid
(Turner & Summers, 1999). Ulejiainud kuus geeni (tat, rev, vif, vpr, vpu ja nef) kodeerivad
regulatoorseid valke, mis on vajalikud viiruse geeniekspressiooni regulatsioonil,
replikatsioonil, uute virionide vabanemisel ja haiguse progressioonis (Turner & Summers,
1999).

HIV-1-le on iseloomulik vigaderohke replikatsioon. See on tingitud kahest HIV-1 revertaasi
eriparast (Turner & Summers, 1999). Esiteks, revertaasil puudub proofreading aktiivsus,
mistdttu  tekib  replikatsioonil  hulgaliselt mutatsioone. Teiseks, revertaas vdib
komplementaarse DNA siinteesil kasutada molemat virioni pakitud genoomse RNA koopiat,

mis pOhjustab lisaks ka viiruse suure rekombinatiivse muutlikkuse.

1.1.2 Alatiiiibid ja levik erinevates populatsioonides

Tulenevalt HIV-1 geneetilisest varieeruvusest jagatakse HIV-1 tiived nelja alagruppi (M, N, O
ja P). Enamik HIV positiivsetest on nakatunud M alagruppi (ingl. k. sdnast major) kuuluvate
viirustiivedega; O alagrupi (ingl. k. sdnast outlier) poolt on pohjustatud alla 1% koikidest HIV
juhtudest ning see on peamiselt levinud Kesk-Aafrikas; N alagruppi (ingl. k. non-M/non-O)
on seni leitud vaid iiksikjuhtudel (alla 20) (Sharp & Hahn, 2011). Fiilogeneetilise analiiiisi
pohjal pidrinevad need kolm gruppi Simpansidelt levinud SIV-st (inimahvide
immuunpuudulikkuse viirus) (Gao et al., 1999). 2009. aastal identifitseeriti Prantsusmaal ka
neljanda alagrupi (grupp P) poolt pohjustatud HIV-1 infektsioon, mille lahimad sugulased
pShjustavad nakkusi hoopis gorilladel (Plantier et al., 2009).

Ulemaailmset epideemiat pdhjustavas M alagrupis eristatakse iiheksat (A, B, C, D, F, G, H, J
ja K) alatiiipi ja mitmeid nendevahelisi rekombinantseid vorme (circulating recombinant
form, CRF). Kdige suurema esinemissagedusega on alatiilip C, pohjustades umbes 50%
HIV-1 nakkustest maailmas, jargnevad alatiitibid A ja B (Buonaguro et al., 2007). C alatiiiibi
osakaal on kdige suurem Aafrikas ja Indias (iile 80%), A alatiiiip on laialt levinud Kesk- ja
Ida-Aafrikas ning endistes Noukogude Liidu riikides ning B alatiiip on valdav Kesk- ja

Laane-Euroopas, Ameerikas ja Austraalias (Buonaguro et al., 2007).



1.1.2.1 HIV-1 levimus Eestis

1990ndatel oli Eestis HIV-1 infektsiooni esinemissagedus madal. 1999. aasta 16puks oli
diagnoositud vaid 96 HIV-1 positiivset isikut (Ustina et al., 2001). Peamiseks levikuteeks oli
suguline tilekanne (nii homo- kui heteroseksuaalsel kontaktil). HIV-1 infektsioon siistivate
narkomaanide seas oli suhteliselt haruldane (4% HIV positiivsetest oli nakatunud siistitavate
narkootikumide tarvitamise teel). Valdav enamus infektsioone oli pdhjustatud B alatiiiipi

kuuluvate viiruste poolt (Ustina et al., 2001).

Kontsentreeritud HIV-1 epideemia sai Eestis alguse 2000. aasta teises pooles. 90% uutest
nakkusjuhtudest diagnoositi noorte meessoost intravenoossete narkootikumide tarvitajate
(siistivad narkomaanid, edasipidi SN) populatsioonis (Uuskula et al., 2002). Enamik HIV
infektsiooni kandjatest oli nakatunud mujal maailmas suhteliselt haruldase HIV-1
rekombinantse vormi CRF06_cpx-ga (Adojaan et al., 2005). CRF06_cpx on keeruka
struktuuriga rekombinant, sisaldades piirkondi HIV-1 alatiiiipidest A, G, K ja J (Joonis 2)
(Montavon et al., 2002). Umbes 10-20% nakkustest on pdhjustatud ka CRF06_cpx ja alatiiiip
Al vahelise teise pdlvkonna rekombinandi CRF32_06A1 poolt (Joonis 2) (Adojaan et al.,
2005).
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Joonis 2. CRF06_cpx ja CFR32_06A1 genoomid®. HIV-1 erinevate alatiiiipidega sarnased
genoomsed jérjestused on virvikoodidega vélja toodud.

Pérast 2000. aasta augustit kasvas uute HIV nakkusjuhtude arv. Esmasdiagnoosituid oli kdige

rohkem aastal 2001, mil registreeriti 1474 uut HIV infektsiooni kandjat. Parast 2001. aastat on

! http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html



iga aastaga esmasdiagnoositute arv vihenenud (Joonis 3). Kokku on Eestis aastate jooksul
HIV infektsioon registreeritud ligikaudu 8500 inimesel, neist umbes 400-1 on diagnoositud
AIDS?.
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Joonis 3. Esmasdiagnoositute arv aastate 10ikes. Markus. y-teljel margitud
esmasdiagnoositute arv ning x-teljel aastad. 2012. aasta 16puks oli Eestis kokku diagnoositud
8293 HIV positiivset®.

Eestis ulatub HIV infektsiooni levimus tdiskasvanute seas iile 1%, olles eriti korge just SN-de
seas (50% vdi rohkem)®. Viimastel aastatel on HIV esmasdiagnoositute arv oluliselt
viahenenud uute siistijate seas, ilmselt efektiivsete siistlavahetusprogrammide tottu (Uuskula et
al., 2011). Samas ei ole toimunud olulisi muutusi levivates alatiitipides — esmasdiagnoositute

seas on endiselt enamlevivaks alatiiiibiks CRF06_cpx (Avi et al., 2011).
1.1.3 HIV-1 patogeneesi mdjutavad faktorid

HIV-1 haiguse progressioon soltub nii viiruse kui peremehe poolsetest geneetilistest
faktoritest, keskkondlikust mojust ja koinfektsioonidest. Poliimorfismid rakupinna retseptorite
geenides ning viirustiivede eelistus koretseptori suhtes mdjutavad viiruse vOimet rakku
siseneda (Benkirane et al., 1997; Sucupira et al., 2012). Koinfektsioonid mojutavad eelkdige
peremehe immuunrakkude aktivatsiooni ja seelébi nende vastuvatlikkust HIV-1 infektsioonile
ja haiguse progressioonile (Gendelman et al., 1986; Juffermans et al., 2001; Xiang et al.,
2004).

2 http://terviseamet.ee/nakkushaigused/nakkushaigustesse-haigestumine/hiv-ja-aids.html
3 http://www.unaids.org/en/resources/presscentre/factsheets/



1.1.3.1 HIV-1 tropism

Viiruspartikli kinnitumine rakule toimub viiruse antiretseptori seondumisel viiruse retseptori
CD4-ga. Lisaks sellele on viirusel rakku sisenemiseks vaja seonduda ka koretseptoriga.
In vivo on peamisteks HIV-1 koretseptoriteks C-C tiilipi kemokiini retseptor CCR5 ja C-X-C
titipi kemokiini retseptor CXCR4 (Berger et al., 1999). Koretseptori eelistus maéédrab
viirustiive troopsuse. Sellest tulenevalt nimetatakse CCR5 koretseptorina kasutavaid HIV-1
viirustiivesid R5 troopseteks, CXCR4 kasutavad tiivesid X4 troopseteks ning tiivesid, mis
suudavad molemaid kemokiini retseptoreid koretseptorina kasutada, R5X4 troopseteks

(Berger et al., 1999).

Viiruse tropism voib muutuda haiguse progressiooni kédigus. Haiguse algstaadiumis
replitseeruvad tiived kasutavad koretseptorina valdavalt CCR5 (Scarlatti et al., 1997). Haiguse
progresseerudes muutuvad umbes kolmandikul patsientidel viirused X4 troopseteks (Berger et
al., 1999). Nimetatud muutus on ajaliselt seotud CD4+ T-rakkude arvu vdhenemise ning
AIDSi viljakujunemisega (Scarlatti et al., 1997). Samuti on niidatud kiiremat haiguse
progressiooni patsientidel, kes on nakatunud X4 troopsete viirustiivedega (Sucupira et al.,
2012).

1.1.3.2 HIV-1 infektsiooni méjutavad geneetilised faktorid

Poliimorfismid koretseptorite geenides voivad mojutada nii viiruse sisenemist rakku kui ka
haiguse progressiooni. Tuntuim poliimorfism on CCR5 geenis paiknev 32-aluspaarine
deletsioon (CCR5A32), mille tulemusena ei toodeta funktsionaalset CCR5 geeniprodukti
(Benkirane et al., 1997). Sellest tulenevalt ei ekspresseerita CCR5A32 homosiigootidel CCRS
retseptorit rakkude pinnal ning nakatumist HIV-1 R5 tiivedega ei toimu. Heterosiigootidel on
naidatud tunduvalt madalamat CCR5 ekspressiooni rakkude pinnal ning aeglasemat haiguse

progressiooni (Benkirane et al., 1997).

CCR5A32 homosiigootsetel indiviididel esineb resistentsus R5 troopsetele HIV-1 tiivedele,
mitte aga X4 troopsetele tiivedele. Seni on HIV-1 infektsioon kirjeldatud ka véikesel arvul
CCR5A32 homosiigootsetel isikutel, neil on infektsioon pdhjustatud X4 troopsete
viirustiivede poolt (Michael et al., 1998).
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Seni pole CXCR4 geenis leitud poliimorfisme, mis mdjutaksid HIV-1 nakatumist sarnaselt
CCRS5 geenis paiknevatele poliimorfismidele. CCR5A32 homosiigootsetel inimestel pole seni
tuvastatud mingeid olulisi fiisioloogilisi haireid (Berger et al., 1999). Erandiks on vaid
CCR5A32 homosiigootide suurenenud risk West-Nile viiruse stimptomaatilise infektsioonile

(Glass et al., 2006).

CXCRA4 retseptori olemasolu on aga hiadavajalik alates organismi varasest arengust — CXCR4
puudulikud homosiigootsed hiired (CXCR4 geeni knockout) surevad juba looteeas (Tachibana
etal., 1998).

1.1.3.3 Koinfektsioonid

Erinevad infektsioonid (nt tuberkuloos) voi vaktsineerimine vdivad suurendada kemokiinide
retseptorite, sealhulgas CCR5 ja CXCR4, ekspressiooni rakkude pinnal ning seelédbi
suurendada HIV-1 poolt nakatatavate rakkude arvu (Juffermans et al., 2001). Moningate
DNA viiruste (inimese T-limfotroopne viirus tiitip 1, herpesviirus 3 ja tsiitomegaloviirus)
poolt kodeeritud valgud voivad aktiveerida ka HIV-1 latentset proviiruslikku DNA-d ning
voimendada selle transkriptsiooni (Gendelman et al., 1986).

Soltuvalt koinfektsioonist voib selle mdju olla HIV-1 progressiooni pidurdav. Seni on
Kirjeldatud GB viirus tiitip C (GB virus type C, GBV-C) ja Dengue viiruse inhibeeriv mdju
HIV-1 paljunemisele (Xiang et al., 2009). Dengue viiruse mittestruktuurne valk NS5
inhibeerib HIV-1 replikatsiooni, alandab CXCR4 ekspressiooni ning suurendab CXCR4
ligandi CXCL12 ekspressiooni in vitro (McLinden et al., 2008). GBV-C puhul on tuvastatud
mitmeid HIV-1 paljunemist mojutavaid interaktsioone, kuid neist tdpsemalt jargmistes

alapeatiikkides.

1.2 GB viirus tiiiip C (GBV-C)
1.2.1 GBV-C avastamine

1995. aastal avastasid kaks soltumatut laborit uue inimest nakatava viiruse. Abbott
Laboratories nimetasid viiruse GBV-C-ks, kuna viiruse nukleotiidne jérjestus oli sarnane
varasemalt primaatidest avastatud GBV-A ja GBV-B viirustega (Simons et al., 1995b).
Stanfordi tilikooli t66grupp avastas viiruse kroonilist hepatiiti pddeva indiviidi seerumist ning

nimetas selle hepatiit G viiruseks (hepatitis G virus, HGV) (Linnen et al., 1996). GBV-C ja
11



HGV omavaheline vordlus niitas 96%-list sarnasust, mistottu oli suure tdendosusega tegu
sama viiruse kahe erineva variandiga. Kuna antud viirust pole secostatud lihegi haigusega,

sealhulgas hepatiidiga, kasutatakse pigem nimetust GBV-C.
1.2.2 GBV-C genoomi struktuur

GBV-C on Flaviviridae sugukonda kuuluv tiheahelalise positiivse polaarsusega RNA viirus.
GBV-C genoom on umbes 9,4 tuhande aluspaari pikkune ning genoomi organisatsioon on
sarnane hepatiit C viirusele (hepatitis C virus, HCV) (Leary et al., 1996). Nii HCV Kui
GBV-C genoomid sisaldavad 5’ ja 3’ mittetransleeritavaid piirkondi (nontranslated region,
NTR) ning iihte avatud lugemisraami. Avatud lugemisraamilt kodeeritakse umbes 3000
aminohappe pikkune poliiproteiin, mis ldigatakse nii rakuliste kui viiruslike proteaaside poolt
struktuurseteks ja mittestruktuurseteks valkudeks (Joonis 4) (Leary et al., 1996; Simons et al.,
1995a).

J 8 & 11 ! !
SNIR 11 E1| E2 | |NS2| NS3 | |[NS4B| NS5A | NS&5B

r
NS4A

3'NTR

Joonis 4. GBV-C genoomne organisatsioon. Joonis on kohandatud artiklist (Stapleton et al.,
2011). GBV-C genoomis pole tuvastatud kapsiidivalku kodeerivat jérjestust. Struktuursed
valgud (E1, E2) protsessitakse rakuliste proteaaside poolt (valged nooled), NS2-NS3
16ikamine toimub autoproteoliiiitiliselt (hall nool) ning iilejdéinud mittestruktuursete valkude
protsessimine toimub NS3-NS4A kompleksi poolt (mustad nooled). Kodeerivat jarjestust
timbritsevad mittetransleeritavad piirkonnad.

1.2.3 GBV-C iilekanne ja paljunemine

GBV-C iilekandumine on sarnane HCV-le. Nakatumine GBV-C-ga vo&ib toimuda
horisontaalselt (suguline kontakt, kokkupuude verega) ja harvem Kka vertikaalselt
(emalt-lapsele) (Nerurkar et al., 1998; Scallan et al., 1998; Woelfle et al., 1998).

GBV-C RNA-d voib leida perifeerse vere mononukleaarsetest rakkudest (PBMC), pornast ja
luutidist (Laskus et al., 1998; Radkowski et al., 2000). GBV-C paljuneb rakukultuuris
PBMC-des (Fogeda et al., 1999), sealhulgas CD4+ T-rakkudes (Xiang et al., 2000), CD8+
T-rakkudes ja CD19+ B rakkudes (George et al., 2006).
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1.2.4 GBV-C infektsioonist vabanemine

Immuunokompetentsed inimesed vabanevad GBV-C infektsioonist tavaliselt kuni aasta parast
esmast nakatumist (Thomas et al., 1998). Norgenenud immuunsiisteemiga inimesed ei vabane
viirusest nii kiiresti ning aktiivne infektsioon (esineb GBV-C RNA) voib kesta kuni kiimneid
aastaid (Masuko et al., 1996). Aktiivsest infektsioonist vabanedes tekivad viiruse struktuurse
valgu E2 vastased antikehad. E2 vastaste antikehade esinemine on levinum kui GBV-C RNA
esinemine ning kaitseb reinfektsiooni eest (Thomas et al., 1998). Samas, GBV-C aktiivsest

infektsioonist vabanedes ei pruugi alati E2 vastaseid antikehi tekkida (Boodram et al., 2011).

GBV-C RNA ja E2 vastaste antikehade koosesinemine on pigem erand kui reegel, seni on
mdlemad tuvastatud monel tiksikul patsiendil (Giret et al., 2011; Ramezani et al., 2008). Nii
GBV-C RNA kui E2 vastaste antikehade samaaegne olemasolu voib olla
tileminekustaadiumiks, kus nakatunu immuunsiisteem tegeleb infektsioonist vabanemisega.
Immuunpuudulikkusega inimeste puhul vdivad infektsioonijargselt tekkinud antikehad

pikema aja mo6dudes kaduda (Devereux et al., 1998).

1.2.5 GBV-C levik maailmas

GBV-C on maailmas laialt levinud, Kkuigi esinemissagedus soltub uuritavatest
populatsioonidest. Veredoonoritel ulatub GBV-C RNA esinemissagedus kuni 5%-ni arenenud
rilkides ning kuni 20%-ni arengumaades (Mohr & Stapleton, 2009). Aktiivne GBV-C
infektsioon on oluliselt rohkem levinud erinevate riskikditumisega isikutel, ulatudes SN-de

populatsioonis kuni 45%-ni (Boodram et al., 2011; Rey et al., 1999).

1.2.6 GBV-C genotiiiibid

GBV-C tiived jagatakse nukleotiidse jarjestuse pohjal gruppidesse/genotiiiipidesse.
Genotiilipide identifitseerimiseks on seni ldhtutud viiruse genoomi 5° NTR regiooni

nukleotiidsete jarjestuste omavahelisest vordlemisest (Muerhoff et al., 1996).

Kirjeldatud on 6 erinevat GBV-C genotiilipi. Esmalt identifitseeritud genotiilipidest on
genotiilip 1 levinud peamiselt Ladne-Aafrikas, genotiilip 2 peamiselt PShja-Ameerikas ja
Euroopas ning genotiilip 3 Aasias (Tai, Jaapan) (Katayama et al., 1997; Muerhoff et al., 1996;

Muerhoff et al., 1997; Mukaide et al., 1997). Genotiiiip 2 puhul eristatakse alatiilipe 2a ja 2b
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(Muerhoff et al., 1997). Hiljem avastatud genotiiiibid 4 ja 5 on levinud vastavalt Aasia kagu
osas (Myanmar ja Vietnam) (Naito et al., 1999) ja Louna-Aafrikas (Tucker et al., 1999).
Viimasena on leitud genotiiiip 6, mis pohjustab nakkusi peamiselt Indoneesias (Handajani et
al., 2000).

1.3 GBV-C ja HIV-1 vahelised interaktsioonid

GBV-C ja HIV-1 koinfektsiooni korral on tidheldatud mitmeid erinevusi vorreldes HIV-1
monoinfektsiooniga, sealhulgas madalamat viiruskoormust, korgemat CD4+ T-rakkude arvu
ning hilisemat AIDSi viljakujunemist (Bhattarai & Stapleton, 2012). Uuringute kohaselt voib
GBV-C otseselt inhibeerida HIV-1 paljunemist, kuid voib HIV-1 elutsiiklit mojutada ka 1abi
rakuliste faktorite (nt T-rakkude aktivatsiooni alandamine) (Bhattarai & Stapleton, 2012; Jung
et al., 2007; Xiang et al., 2006).

In vitro uuringute kohaselt stimuleerib GBV-C PBMC-sid vabastama HIV infektsiooni
inhibeerivaid faktoreid, kusjuures GBV-C replikatsioon ei ole selle jaoks vajalik (Jung et al.,
2005). Inhibeeriv efekt avaldus ka replikatsioonidefektsete GBV-C viirustiivedega. GBV-C ja
HIV-1 koinfektsiooni vdib potentsiaalselt inhibeerida nii R5 kui X4 troopseid HIV-1 isolaate
(Jung et al., 2005; Xiang et al., 2004). Mehhanismiks paistab olevat kemokiinide ja nende

retseptorite ekspressioonitasemete muutmine.

GBV-C vahendab R5 troopsete HIV-1 tiivede supressiooni alandades CCR5 ekspressiooni
raku pinnal ning suurendades CCR5 ligandide (CCL5, CCL3, CCL4) sekretsiooni (Joonis 5)
(Xiang et al., 2004). X4 troopsete isolaatide supressioon tuleneb CXCR4 ekspressiooni
langusest ja CXCR4 ligandi (CXCL12) ekspressiooni suurenemisest (Jung et al., 2005; Xiang
et al., 2004).

In vitro on seni kirjeldatud kaks HIV-1 replikatsiooni mdjutavat GBV-C valku: E2 ja NS5A.
E2 on GBV-C struktuurne valk, mis pohjustab CCRS5 ekspressiooni langust rakkude pinnal
(Jung et al., 2007). E2 suurendab ka CCL5 sekretsiooni, kuid mitte CCL3 ja CCL4
sekretsiooni (Nattermann et al., 2003). NS5A on GBV-C mittestruktuurne valk, millel on
ndidatud HIV-1 replikatsiooni inhibeeriv mdju koekultuuris (Mohr & Stapleton, 2009). NS5A
pOhjustab CXCR4 ekspressiooni languse rakkude pinnal ning suurendab CXCL12
sekretsiooni (Xiang et al., 2006). Seega, GBV-C E2 valk pérsib R5 troopsete HIV-1 tiivede ja
NS5A valk X4 troopsete HIV-1 tiivede sisenemist rakku ning seelébi ka viiruse paljunemist.
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GBV-C moju HIV-1 progressioonile voib toimuda ka tile Fas-ligandi. Fas-ligand on oluline
programmeeritud rakusurmas ehk apoptoosis. Fas-ligandi ekspressioon on oluliselt madalam
HIV-1 monoinfektsiooni kandvatel isikutel vorreldes GBV-C ja HIV-1 koinfektsiooni
kandvate isikutega (Joonis 5) (Bhattarai & Stapleton, 2012). GBV-C avaldab ka T-rakkude
aktivatsiooni. Koinfektsiooni kandvatel isikutel on madalam  T-rakkude
aktivatsioonimarkerite ekspressioon (CD38, CD69, CD25 ja CCRS), vorreldes HIV-1
monoinfektsiooniga isikutega (Joonis 5) (Bhattarai & Stapleton, 2012).

CcD4g l
%aﬂ CCRS/CXCRE l u

]
CXCL12 Tann |
CCLS L
CcCLa

CCL2

Aktivatsiocon Kaasasundinud ekl
@ —_— Proliferatsioon ,l immuunsisteemi 1‘ —
GBV-C Apoptoos vastus Potentsiaalselt

infektsioon limiteerib
HIV infektsiconi

CD4+ T-rakud

Joonis 5. GBV-C infektsiooni in vivo mudel. Joonis on kohandatud artiklist (Bhattarai &
Stapleton, 2012). GBV-C infektsioon vidhendab CCRS5 ja CXCR4 ekspressiooni raku pinnal,
suurendab nende ligandide ekspressiooni ning vdimendab kaasasiindinud immuunsiisteemi
vastust (punased nooled). GBV-C infektsioon vidhendab T-rakkude aktivatsiooni,
proliferatsiooni ja apoptoosi. Seega, GBV-C, nakatades CD4+ T-rakke, v3ib potentsiaalselt
limiteerida HIV infektsiooni (horisontaalsed nooled)
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2. Eksperimentaalosa

2.1 Too eesmirgid

1. Maidrata GBV-C esinemissagedus ja genotiiiibiline jaotuvus Eesti siistivate narkomaanide
populatsioonis.

2. Hinnata GBV-C ja kofaktorite (vanus, sugu, siistitavate narkootikumide tarvitamise
kestvus, koinfektsioonid) vahelisi seoseid Eesti siistivate narkomaanide populatsioonis.

3. Hinnata HIV-1 ja kofaktorite vahelisi seoseid Eesti siistivate narkomaanide populatsioonis.
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2.2 Materjalid ja meetodid
2.2.1 Uuritavad

Kéesolevas t60s olid uuritavateks aktiivselt intravenoosseid narkootikume tarvitavad isikud
(siistivad narkomaanid — SN-d). Uuringus osalenud 345 isiku vereproovid koguti
ajavahemikul 9.11.2011-16.12.2011 Tallinnas MTU Convictus Eesti siistlavahetuspunktis.

Pérast informeeritud ndusoleku allkirjastamist viidi uuringus osalejatega lébi intervjuu, mille
kdigus koguti demograafilised niitajad (vanus, sugu), andmed HIV riskikditumise ja

intravenoossete narkootikumide tarvitamise kestvuse (edaspidi siistimisaeg) kohta.

Uuringu lébiviimiseks oli loa andnud Tartu Inimuuringute Eetikakomitee. Uuringus kasutatud
andmed on kogutud TU tervishoiu instituudi, Beth’i Ulikooli (New York) ja TU

mikrobioloogia instituudi koosto0s.

2.2.2 Uuringusse kaasamise skeem

Uuritav populatioon koguti kasutades uuritavate poolt juhitud kaasamise meetodit
(respondent-driven sampling, RDS) (Malekinejad et al., 2008). See on ahelkaasamismeetod,
mis sobib just varjatud populatsioonide uurimiseks. Jérgides ldbildiget Tallinna
demograafilisest profiilist ja geograafilisest mitmekesisusest, valiti vidlja kuus ,,seemet®, kes
erinesid iiksteisest eelnevalt seatud kriteeriumite pohjal (sugu, etnilisus, sotsiaalne taust, HIV
staatus jne). Andes nousoleku uuringus osalemiseks sai igaiiks neist primaarse stiimuli
(kohaliku toidupoe talong). Iga jargneva isiku (kuni kolm) toomisel uuringusse sai uuringus

osaleja sekundaarse stiimuli (kohaliku toidupoe talong).

2.2.3 HIV, HCV ja HBV infektsioonide olemasolu miiramine

HIV testimine viidi 1dbi HIV referentslaboris, HCV ja HBV testimine Tervise Arengu
Instituudis. HIV infektsiooni olemasolu médrati esmalt ELISA testiga (Vironistica HIV
Uniform 11 Ag/Ab, BioMerieux, Marcy Etoile, Prantsusmaa) ning positiivsed tulemused
kinnitati immunoblotanaliiisiga (INNO LIA HIV TII Score Westernblot, Microgen
Bioproducts Ltd, Surrey, Suurbritannia). HCV vastaste antikehade olemasolu méairati
ETI-AB-HCVK-3 anti-HCV testiga (DiaSorin, Vercelli, Itaalia). HBV vastaste antikehade

olemasolu méarati ETI-MAK-4 HBsADb (DiaSorin, Vercelli, Itaalia) ja ETIAB-COREK Plus
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(anti-HBc core) (DiaSorin, Vercelli, Itaalia) testidega. HBV positiivseks loeti isikud, kes olid
anti-HBc positiivsed ning HBV vaktsineerituks isikud, kes olid ainult HBsAD positiivsed.

2.2.4 GBV-C RNA olemasolu miiaramine

GBV-C RNA eraldati 140 pul vereplasmast kasutades QlAamp Viral RNA Mini kit’i (Qiagen,
Hilden, Saksamaa) vastavalt tootja protokollile. Kasutades eraldatud RNA-d, viidi lédbi
poordtranskriptsiooniline poliimeraasi ahelreaktsioon (RT-PCR) praimeriga GBVC_Rout
(Tabel 1). Reaktsioon viidi 1dbi 16ppmahus 20 ul, mis sisaldas 9,6 ul eraldatud RNA-d ja
jargmisi reagente vastavates lOppkontsentratsioonides: 1xXxRT puhvrit, 1mM dNTP
(desokstiribonukleotiidtrifosfaatide  segu), 8 pmol praimerit GBVC Rout, 8 U
poordtranskriptaasi MuLV ja 8 U RNaasi inhibiitorit Ribolock.

Saadud cDNA-d amplifitseeriti nested PCR meetodil 16ppmahus 50 pl, kasutades kahte paari
spetsiifilisi praimereid (Tabel 1) wvastavalt kahes jarjestikuses reaktsioonis. Esimeses
reaktsioonis kasutati 5 pl ¢cDNA-d ning 25 pmol kumbagi vilimist praimerit, teises
reaktsioonis kasutati 3 pul esimese reaktsiooni produkti ja 25 pmol kumbagi sisemist praimerit.
Teisi reagente kasutati kahes reaktsioonis samades 16ppkontsentratsioonides: 1XPCR puhver
ammooniumsulfaadiga, 0,2 mM dNTP, 1,5 mM MgCl; lahust, 2,58 U Maxima Hot Start Taq
DNA poliimeraasi ja Pfu DNA poliimeraasi segu 6:1. PCR reaktsioonide labiviimiseks
kasutati termotsiiklerit Eppendorf Master Cycler Gradient ja vastavad programmid on toodud
tabelis 2. Koikides reaktsioonides kasutatud praimerid telliti firmast TAG Copenhagen A/S
(Kopenhaagen, Taani) ning ilejadnud PCR reagendid firmast Fermentas (Vilnius, Leedu).

PCR positiivsed proovid loeti aktiivseteks infektsioonideks.

Tabel 1. PCR-il kasutatud praimerid (Giret et al., 2011).

Praimeri nimi | Praimeri jérjestus Mairkus

GBVC_Fout 5-AGGTGGTGGATGGGTGAT-3' vilimine, positsioon 108; sense

GBVC_Rout | 5-TGCCACCCGCCCTCACCCGAA-3' vélimine, positsioon 531; antisense

GBVC _Fin 5'-TGGTAGGTCGTAAATCCCGGT-3' sisemine, positsioon 134; sense

GBVC_Rin 5'-GGAGCTGGGTGGCCCCATGCAT-3" | sisemine, positsioon 476; antisense
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Tabel 2. RT-PCR-il ja nested PCR-il kasutatud termotsiikleri programmid.

RT-PCR Nested PCR, I ring Nested PCR, Il ring
1.T=37°C | 90 min 1.T=95°C 4 min 1.T=95°C 4 min
2.T=95°C | 5min 2.T=94°C 30s 2.T=94°C 30s
3. Hoida T=15°C 3.T=50°C 30s 3.T=60°C 30s
4. T=72°C 30s 4. T=72°C 30s
5. Punkte 2-4 kokku 40 tsiiklit 5. Punkte 2-4 kokku 40 tsiiklit
6. T=72°C 5 min 6. T=72°C 5min
7.Hoida T =8°C 7.Hoida T =8°C

GBV-C RNA olemasolu detekteeriti geelelektroforeesil, kasutades 1%-list agaroosgeeli ja
PCR produkti varvimist etiidiumbromiidiga ultraviolettvalguses. Positiivseks osutunud
proovide nukleotiidne jérjestus médrati Sanger’i sekveneerimisel, kasutades sisemist forward
praimerit. Sekveneeritud jarjestused joondati kasutades MEGADS tarkvara ning fiillogeneetilise
puu koostamisel kasutati maksimaalse toepéara (maximum likelihood) meetodit (Tamura-Ney
substitution model; bootstrap védirtused arvutatud 500 korduse pealt). Puu koostamisel

kasutatud referentsjirjestused périnevad andmebaasist GeneBank *.

2.2.5 Statistiline analiiiis

Kiesoleva to0 statistiline analiitis viidi 1dbi kasutades programmi ,,R“ (versioon 2.15.2).
Uuritavatega seotud nditajate kirjeldamiseks kasutati kirjeldava statistika meetodeid.
Voimalikke erinevusi kahe grupi vahel kontrolliti kasutades vastavalt vajadusele Fisher’i
tapset testi voi Mann-Whitney-Wilcoxon testi. GBV-C ja kofaktorite (vanus, sugu, siistitavate
narkootikumide tarvitamise kestvus, koinfektsioonid) ning HIV-1 ja kofaktorite vaheliste
seoste hindamiseks kasutati logistilist regressioonanaliiiisi. Oluliseks peeti statistilist

toendosust p < 0,05.

4 http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/
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2.3 Tulemused

2.3.1 Epidemioloogilised niitajad ning HIV, HCV ja HBV infektsioonide esinemine

Lébiviidud uuringus osales 345 SN-i, kellest 79% (272/345) olid mehed. Valimi mediaan
vanus oli 30 aastat (kvartiilide vahemik (interquartile range), IQR = 25-34 a) ning mediaan
stistimisaeg 11 aastat (IQR = 7-14 a). HIV infektsioon esines pooltel (172/345), HIV ja HCV

kaksikinfektsioon 49%-1 (169/345) ning HIV ja hepatiit B (hepatitis B virus, HBV)
kaksikinfektsioon 41%-1 (141/345) uuritavatel.

2.3.2 GBV-C infektsiooni ja GBV-C genotiiiipide esinemine

Kéesoleva uuringu raames tuvastati GBV-C aktiivne infektsioon 33% uuritavatest. Enamik

tiivesid kuulus alatiitipi 2a (75,4%) ning vdhem oli alatiilipi 2b (19,4%) kuuluvaid tiivesid
(Joonis 6), kuus viirust (5,3%) jai klassifitseerimata.
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Joonis 6. GBV-C genotiiiibid Eesti SN-de populatsioonis. Markus. * omaette grupeerunud
klaadide esindajad. Puu harunemistes paiknevad numbrid téhistavad bootstrap vaartuseid.
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2.3.3 Kofaktorite esinemine GBV-C positiivsetel ja negatiivsetel SN-del

Jargnevalt vaadati, kuidas sugu, vanus, siistimisaeg ja koinfektsioonid jagunevad GBV-C
positiivsete ja negatiivsete gruppides. Leiti, et GBV-C positiivsete SN-de seas olid vanemad

isikud ja ronkem HIV-positiivseid kui GBV-C negatiivsete seas (Tabel 3).

Tabel 3. Epidemioloogilised andmed ning HIV, HCV ja HBV infektsioonide esinemine
GBV-C positiivsete ja negatiivsete seas.

GBV-C staatus

GBV-C RNA+ GBV-C RNA- L
p-vaartus
(n=114) (n=231)
Sugu 0,5530
Mehed, n (%) 92 (80,7%) 180 (77,9%)
Vanus, mediaan (IQR)? 28 (25-31) 31 (26-36) 0,0014
Siistimisaeg, mediaan (IQR)* 11 (6-13) 11 (8-15) 0,1831
HIV staatus, n (%) 0,0013
HIV+ 71 (62,3%) 101 (43,7%)
HCV staatus, n (%) 0,5892
HCV+ 103 (90,4%) 203 (87,9%)
HBYV staatus, n (%) 0,3162
HBV+ 82 (71,9%) 150 (64,9%)
HBV vaktsineeritud 12 (10,5%) 31 (13,4%)

Mirkus. ® Vanuse ja siistimisaja véirtused on esitatud aastates.

GBV-C, HIV ja HCV kolmikinfektsioon tuvastati 69-1 (20%) ning GBV-C, HIV, HCV ja
HBV nelikinfektsioon 58 isikul (16,8%). Seitsmel isikul (2%) tuvastati ainult GBV-C
monoinfektsioon ning 23-1 (6,7%) ei tuvastatud thtegi uuringu raames testitud viirust
(GBV-C, HIV-1, HCV, HBV).

2.3.4 GBV-C seos vanuse ja HIV-1 infektsiooniga

Vaadates GBV-C RNA seoseid kofaktoritega, selgus, et sansid omada GBV-C aktiivset
infektsiooni vidhenesid vanuse tousuga. Vanematel uuringus osalenutel olid vdiksemad $ansid

olla GBV-C RNA positiivne, kui noorematel (OR = 0,94; 95% CI = 0,90-0,98; p = 0,0013).

Univariantne analiiiis néitas, et HIV positiivsetel isikutel olid umbes kaks korda suuremad
Sansid olla GBV-C positiivne, kui HIV negatiivsetel (OR = 2,13; 95% CI = 1,34-3,36;
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p = 0,0013). Pérast vanuse kaasamist multivariantsesse analiiiisi jdid molemad tunnused
0,90-0,97;
1,39-3,58;

oluliseks selliselt, et vanuse toustes vdhenesid Sansid (OR = 0,93; 95% ClI
p = 0,0009) ning HIV positiivsus suurendas Sansse (OR = 2,23; 95% CI
p = 0,0008) omada GBV-C aktiivset infektsiooni.

2.3.5 GBV-C seos HIV ja HCV kaksikinfektsiooniga

Vastavalt HIV ja HCV infektsioonide staatustele jagati uuritav populatsioon jargmistesse
gruppidesse: (1) HIV ja HCV negatiivsed (HIV-HCV-); (2) HIV negatiivsed, HCV
positiivsed (HIV-HCV+); (3) HIV positiivsed, HCV negatiivsed (HIV+HCV-); (4) HIV ja
HCV positiivsed (HIV+HCV+). GBV-C infektsiooni esines ronkem HIV+HCV+ isikutel, kui
HIV-HCV+ isikutel (vastavalt 40,8% ja 24,8%; p = 0,0035) (Joonis 7). Univariantne analiiiis
nditas, et HIV+HCV+ isikutel olid umbes kaks korda suuremad $ansid olla GBV-C RNA
positiivne, kui HIV-HCV+ isikutel (OR = 2,09; 95% CI = 1,24-3,55; p = 0,0035).

p=0.0035
100%
90%
20%
70%

60% § GBV-C RNA+
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10%
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HCV- HCV+ HCV- HCV+
(n=36) (@=137) @=3) (n=169)
HIV- HIV+

Joonis 7. GBV-C RNA esinemine HIV ja HCV negatiivsete, mono- voi kaksikinfektsiooniga
SN-de seas.

2.3.6 HIV-1 seosed siistimisaja ja koinfektsioonidega

Vorreldes HIV positiivseid ja negatiivseid SN-sid ilmnes erinevus siistimisaja puhul ning
infektsioonide jaotuvuses. HCV ja HBV infektsioonide esinemissagedused olid kdrgemad
HIV positiivsetel kui HIV negatiivsetel (vastavalt 98,3% ja 79,2% ning 88,7% ja 63,6%);
molemal juhul p < 0,0001). Lisaks olid HIV positiivsed isikud kasutanud siistitavaid

narkootikume kauem kui HIV negatiivsed (Tabel 4).
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Tabel 4. Kofaktorite esinemine HIV positiivsete ja negatiivsete SN-de seas.

HIV staatus
HIV- HIV+ -
p-vaartus
(n=173) (n=172)
Sugu 0,5123
Mehed, n (%) 133 (76,9%) 139 (80,8%)
Vanus, mediaan (IQR)? 30 (24-35) 30 (27-33) 0,611
Siistimisaeg, mediaan (IQR)* 10 (6-13) 12 (10-15) <0,0001
HCV staatus, n (%) < 0,0001
HCV+ 137 (79,2%) 169 (98,3%)
HBV staatus, n (%) < 0,0001
HBV+ 91 (52,6%) 141 (82%)
HBV vaktsineeritud 30 (17,3%) 13 (7,6%)

Mirkus. * Vanuse ja siistimisaja viirtused on esitatud aastates.

Jargnevalt hinnati seoseid HIV-i, siistimisaja ja koinfektsioonide esinemise vahel.
Univariantne analiiis niitas, et isikutel, kes on GBV-C, HCV vo6i HBV positiivsed, on
vastavalt umbes kaks, 15 voi neli korda suuremad $ansid olla HIV positiivsed. Lisaks tdstab

pikemaajaline siistitavate narkootikumide kasutamine HIV positiivsuse Sansse. (Tabel 5).

Tabel 5. Univariantne analiitis hindamaks seoseid HIV infektsiooni, siistimisaja ja
koinfektsioonide esinemise vahel.

Tulem: HIV positiivsus
Univariantne analiiiis

OR 95% CI p-vairtus
GBV-C infektsioon
GBV-C-* 1,0
GBV-C+ 2,13 1,34-3,36 0,0013
HCV infektsioon
HCV-* 1,0
HCV+ 14,8 4,46-49,11 < 0,0001
HBYV infektsioon
HBV-* 1,0
HBV+ 4,1 2,51-6,69 < 0,0001
Siistimisaeg® 1,06 1,02-1,11 0,0018

Mirkus. ? Siistimisaja véirtused on esitatud aastates. * referentsgrupp.
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Jargmisena viidi 1dbi multivariantne analiiiis, kuhu kaasati siistimisaeg ja koik eelpool
nimetatud HIV-ga seotud infektsioonid. Selle tulemusel selgus, et HIV-i nakatumise Sansse
tostsid nii GBV-C RNA positiivsus kui ka HCV ja HBV positiivsused. (Tabel 6).

Tabel 6. Multivariantne analiilis hindamaks seoseid HIV infektsiooni, siistimisaja ja
koinfektsioonide esinemise vahel.

Tulem: HIV positiivsus
Multivariantne analiiiis

OR 95% ClI p-viirtus
GBV-C infektsioon
GBV-C-* 1,0
GBV-C+ 2,19 1,32-3,62 0,0023
HCYV infektsioon
HCV-* 1,0
HCV+ 9,22 2,66-31,98 0,0005
HBV infektsioon
HBV-* 1,0
HBV+ 2,56 1,43-4,61 0,0017
Siistimisaeg® 1,02 0,97-1,07 0,4034

Mirkus. ? Siistimisaja véirtused on esitatud aastates. * referentsgrupp.

2.4 Arutelu

Antud t66 raames madrati GBV-C genotiilibid ja esinemissagedus Eesti SN-de populatsioonis
ning hinnati GBV-C moju HIV infektsiooni nakatumisele. Uuritav populatsioon koosnes
europiidsesse rassi kuuluvatest peamiselt noortest meessoost SN-dest, kellest suur osa oli
nakatunud ka hepatiit C ja B viirustega. Uuringule lisab véartust ka Eesti HIV-1 epideemia
homogeensus ja monofiileetiline paritolu (Adojaan et al., 2005), mis annab parema voimaluse

uurida GBV-C infektsiooni moju HIV-1 nakatumisele.

To66s uuriti Eesti SN populatsioonis verega levivate infektsioonide (HIV, HCV, HBV ja
GBV-C) olemasolu ja omavahelisi interaktsioone. Kui GBV-C infektsioon esines umbes
kolmandikul (33%) ja HIV infektsioon umbes pooltel (49,9%) uuritavatest, siis HCV ja HBV
infektsioonide esinemissagedused olid oluliselt kdrgemad (vastavalt 88,7% ja 67,2%). See on
kooskdlas varasemaga, kus ndidati, et kokkupuutel saastunud siistaldega on risk nakatuda

HCV ja HBV infektsiooni kdrgem kui HIV infektsiooni (Wasley & Alter, 2000).
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GBV-C aktiivse infektsiooni esinemissagedust SN-de populatsioonis pole seni vidga
pohjalikult uuritud, kuid tulemused on ligildhedased kdesoleva t60 tulemustega. Varasemalt
on niidatud, et GBV-C RNA esinemissagedus HIV negatiivsete SN-de seas ulatub kuni 32%
(Anastassopoulou et al., 1998; Boodram et al., 2011) ning HIV positiivsete SN-de seas kuni
45% (Rey et al., 1999). Sarnaselt kdesoleva t66ga kirjeldas Thomas et. al GBV-C RNA
esinemissagedust nii HIV positiivsete kui negatiivsete SN-de populatsioonis ja tegi kindlaks
GBV-C nakkuse 28%-I uuritavatel (Thomas et al., 1998).

Uheks oluliseks leiuks antud t66s oli see, et GBV-C aktiivse infektsiooni kandjaid oli rohkem
nooremate uuritavate seas. Pohjuseks voib olla aktiivse GBV-C infektsiooni, kuid mitte
varasemat nakkust nditavate GBV-C (E2 gliikoproteiini) vastaste antikehade maédramine.
Vanemad SN-d on suurema tdendosusega GBV-C infektsiooni juba ldbinud, osad ilmselt ka
oma pikema siistimisaja tottu. Taolist seaduspéra on kirjeldanud ka Thomas et al., ndidates, et
nakatudes viirusega nooremas eas toimub iildjuhul viirusest vabanemine ka varem ning

tekkivad antikehad aitavad viltida korduvat GBV-C infektsiooni (Thomas et al., 1998).

GBV-C jirjestuste fiilogeneetiline analiilis nditas kahe alatiilibi, 2a ja 2b, esinemist. Valdav
enamik viirustest kuulusid 2a alatiitipi, kuid erinevalt Eesti HIV-1 CRF06_cpx viirustest ei
moodusta nad iiht monofiileetilist klastrit. Sarnast mittemonofiileetilist GBV-C infektsiooni
levikut on ndidatud Kreeka SN-de populatsioonis (Anastassopoulou et al., 1998). Eesti puhul
viitab see GBV-C mitmetele sdltumatutele sisenemistele SN-de populatsiooni — ilmselt vdis
uuritavatel olla GBV-C infektsioon olemas juba enne siistitavate narkootikumide tarvitamise
alustamist, kuna GBV-C on levinud ka tavapopulatsioonis (nt veredoonorid). Samas néitasid
identsete GBV-C viirustiivede ning sarnastest viirustest koosnevate klastrite olemasolu (nii 2a
kui 2b jarjestuste klastrid), et siistitavate narkootikumide tarvitamine ning siistalde jagamine

vOis anda soodsa voimaluse viiruse kiireks levikuks.

Kuigi GBV-C genotiiiipe pole seni Euroopas pdhjalikult uuritud voib seniste toode pdhjal
jareldada, et GBV-C genotiiiibiline struktuur on Euroopa 1dikes suhteliselt muutumatu. Nii
kédesolev t60, kui ka Venemaal, Kreekas ja Saksamaal labiviidud uuringud nditavad, et nendes
regioonides on valdavaks genotiilip 2, kusjuures alatiilipidest on enamlevinud 2a
(Anastassopoulou et al., 1998; Dmitriev et al., 2010; Neibecker et al., 2011).
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HIV-1, HCV ja HBV infektsioonid ei ole tdendoliselt ajaliselt seotud. HCV ja HBV
epideemiad said Eestis alguse kuni neli aastat enne HIV epideemiat®, mistdttu tdendoliselt
sisenes HIV-1 HCV ja HBV-ga eelnevalt nakatunud populatsiooni. Paraku puuduvad
varasemad andmed GBV-C esinemissageduse kohta Eestis. Samas, vorreldes Eestis ringlevate
GBV-C tiivede mittemonofiileetilisust ning HIV-1 CRF06 cpx tiivede monofiileetilisust, voib
eeldada, et GBV-C infektsioon kandus Eestisse enne kontsentreeritud HIV-1 epideemia algust
ning on populatsioonis kauem ringelnud kui HIV-1 CRF06_cpx.

Kéesolev t66 nditas seost HIV ja GBV-C infektsioonide esinemise vahel nii, et GBV-C
postiivsetel isikutel on suurem tdendosus omada HIV infektsiooni ja vastupidi. Tulemused
nende kahe infektsiooni vastastikust mojust on siiani vastuolulised. Kuigi moningad t66d ei
ole suutnud néidata, et GBV-C anktiivse infektsiooni olemasolu mdjutaks HIV infektsiooni
(Dmitriev et al., 2010; Giret et al., 2011) on antud t66ga sarnaseid tulemusi ka varem leitud
(Heringlake et al., 1998; Xiang et al., 2001). GBV-C ja HIV infektsioonide sage
koosesinemine SN-de populatsioonis vdib olla tingitud kahe viiruse sarnasest levikuteest

kontamineeritud siistevahenditega.

Sarnaselt teistele SN populatsioonidele tdstab ka Eesti SN-del nii pikemaajaline siistitavate
narkootikumide kasutamine kui HCV ja HBV positiivsus tdendosust omada HIV infektsiooni
(Imani et al., 2008), mis on sdltumatu GBV-C infektsiooni olemasolust. Korge
koinfitseerituse tase viitab eksponeeritust nimetatud viirustele, mis voib muuhulgas olla

tingitud siistalde ja teiste siistevahendite jagamisest.

Vaatamata sellele, et koik kisitletud viirused (HIV, HCV, HBV ja GBV-C) omavad sarnast
levikuteed ja voiks arvata, et nende esinemissagedused on tugevas korrelatsioonis, ei ole
antud uuringus GBV-C RNA positiivsus seotud HCV ja HBV infektsioonide esinemistega.
See viitab, et lisaks siistevahendite jagamisele, voib GBV-C mdjutada HIV-i nakatumist ka

mingite muude mehhanismide kaudu.

Pohjuseks voib olla inimese immuunvastuse erinevus HIV positiivsetel ja negatiivsetel
isikutel. Vdhenenud CD4+ T-rakkude arv ja iildine immuunaktivatsioon véivad pidurdada
GBV-C infektsioonist vabanemist HIV positiivsetel. Seda teooriat toetavad ka t66d, kus

immuunokompetentsed inimesed vabanevad GBV-C infektsioonist tavaliselt kuni aasta parast

5 ;
www.terviseamet.ee
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esmast nakatumist samas kui ndrgenenud immuunsiisteemiga inimestel voib GBV-C aktiivne

infektsioon kesta kuni kiimneid aastaid (Masuko et al., 1996; Thomas et al., 1998).

Kuna HIV ja HCV koosesinemine on Eesti SN-de populatsioonis vaga korge, siis analiitisiti
antud t66 raames ka GBV-C esinemist soltuvalt HIV ja HCV kaksikinfektsioonist. HCV
monoinfektsiooniga SN-del oli GBV-C esinemissagedus madalam vorreldes HIV ja HCV
kaksikinfektsiooniga patsientidel. Kuna GBV-C esinemissagedused ei erinenud HIV ja HCV
kaksikinfektsiooniga ning HIV ja HCV negatiivsete isikute vahel, siis leitud seos on
toendoliselt tingitud HIV infektsiooni mojust HCV positiivses populatsioonis. Siinkohal tuleb
silmas pidada HCV-HIV+ grupi véiksust (kolm isikut), millest tulenevalt ei ole antud t66
pohjal voimalik teha 16plikke jareldusi GBV-C moju kohta HIV ja HCV kaksikinfektsioonile.

T66 puudusena voib vilja tuua, et paraku ei olnud saadaval andmeid HIV serokonversiooni
voi HIV infektsiooni kirjeldavate kliiniliste markerite (viiruskoormus ja CD4+ rakkude arv)
kohta. Seetdttu ei olnud vdimalik hinnata GBV-C mdju HIV progressioonile, mille puhul on
ndidatud soodsam HIV infektsiooni kulg GBV-C RNA positiivsetel, sealhulgas hilisem

AIDS:i viljakujunemine ning vdhenenud suremus (Heringlake et al., 1998).

Kokkuvotvalt voib delda, et kolmandik Eesti SN-st omab GBV-C aktiivset infektsiooni ja
sarnaselt Euroopale ja Venemaale on nakkused pdhjustatud alatiitipide 2a ja 2b poolt. GBV-C
infektsioon on soodustav faktor HIV-1 infektsiooni nakatumisele. Lisaks GBV-C
infektsioonile suurendasid ka HCV ja HBV infektsioonid ning pikem siistimisaeg Sansse olla

HIV positiivne.
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Jareldused

1. Uks kolmandik Eesti siistivatest narkomaanidest kannab GBV-C aktiivset
infektsiooni. Sarnaselt teistele Euroopa riikidele on selles populatsioonis

prevaleerivaks genotiilip 2.

2. GBV-C aktiivse infektsiooni esinemine on seotud vanuse ja HIV staatusega.
Noorematel isikutel esineb GBV-C aktiivne infektsioon sagedamini kui vanematel

ning HIV positiivsetel on korgemad Sansid omada GBV-C infektsiooni.
3. Pikemaajaline siistitavate narkootikumide kasutamine tostab HIV infektsiooni

toendosust. Samuti tdstavad GBV-C, HCV ja HBV infektsioonid $ansse omada HIV

infektsiooni.
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Kokkuvote

Kéesoleva t60 eesmirgiks oli GBV-C esinemissageduse ja levivate genotiilipide médramine
ning GBV-C vodimaliku moju hindamine HIV-1 infektsioonile korgelt eksponeeritute
populatsioonis. Uuritav populatsioon koosnes 345-st intravenoosselt narkootikume tarbivast
isikust, kelle vereproovid koguti ajavahemikul 9.11.2011-16.12.2011 Tallinnas MTU
Convictus Eesti siistlavahetuspunktis. Kasutades RT-PCR ja nested PCR meetodeid, méaérati
GBV-C RNA olemasolu. PCR positiivseks osutunud proovid sekveneeriti Sanger meetodil,
kasutades sisemist forward praimerit. Lisaks HIV-1 infektsioonile, esines uuritavas

populatsioonis ka HCV ja HBV infektsioonid.

GBV-C aktiivne infektsioon tuvastati 33%-I (114/345) uuritavatest. GBV-C genotiiiipidest oli
enamlevinud alatiiiip 2a (75,4%) ning vdhem esines alatiitipi 2b (19,4%). GBV-C RNA
positiivsust mojutasid vanus ning HIV infektsioon. Vanuse tdustes véhenesid S$ansid
(OR = 0,93; 95% CI = 0,90-0,97; p = 0,0009) ning HIV positiivsus suurendas Sansse
(OR = 2,23; 95% CI = 1,39-3,58; p = 0,0008) omada GBV-C aktiivset infektsiooni.
HIV+HCV+ isikutel olid suuremad $ansid olla GBV-C RNA positiivne kui HIV+HCV-
isikutega (OR = 2,09; 95% CI = 1,24-3,55; p = 0,0035).

HIV-1, HCV ja HBV infektsioonide esinemissagedused olid vastavalt 50% (172/345), 89%
(306/345) ja 67% (232/345). Univariantse analiiiisi kohaselt suurendasid GBV-C (OR = 2,13;
95% CI = 1,34-3,36; p = 0,0013), HCV (OR = 14,8; 95% CI = 4,46-49,11; p < 0,0001) ja
HBV (OR = 4,1; 95% Cl = 2,51-6,69; p < 0,0001) infektsioonid ning pikemaajaline
stistitavate narkootikumide kasutamine (OR = 1,06; 95% CI = 1,02-1,11; p = 0,0018) sansse
olla HIV positiivne. Multivariantses analiiiisis selgus, et HIV-i nakatumise Sansse tOstsid
GBV-C RNA (OR = 2,19; 95% CI = 1,32-3,62; p = 0,0023), HCV (OR = 9,22;
95% CI = 2,66-31,98; p = 0,0005) ja HBV (OR = 4,1; 95% CI = 1,43-4,61; p = 0,0017)

positiivsused.

Kokkuvotvalt voib oelda, et kolmandik Eesti SN-st omab GBV-C aktiivset infektsiooni ja
sarnaselt Euroopale ja Venemaale on nakkused pohjustatud alatiiiipide 2a ja 2b poolt. GBV-C
infektsioon on soodustav faktor HIV-1 infektsiooni nakatumisele. Lisaks GBV-C
infektsioonile suurendasid ka HCV ja HBV infektsioonid ning pikem siistimisaeg Sansse olla

HIV positiivne.
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The prevalence and genotypic distribution of GBV-C and its associations

with HIV infection among Estonian intravenous drug users

Ene-Ly Jogeda

Summary

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) is a retrovirus that causes acquired
immunodeficiency syndrome (AIDS). HIV-1 disease progression depends on both viral and
host genetic factors, environmental impact and co-infections. Depending on the co-infection,
other viruses may increase the expression of HIV-1 co-receptors and therefore HIV-1
replication (e.g. tuberculosis), or inhibit HIV-1 replication and delay disease progression (e.g.

GB virus type C).

GB virus type C (GBV-C) is a RNA virus of the Flaviviridae family that has not been
associated with any disease. Previous studies have indicated a beneficial effect of GBV-C on
HIV-1 disease progression. GBV-C active infection is associated with lower HIV-1 viral load,
increased CD4+ T-cell count and delayed progression to AIDS. The frequency of GBV-C
RNA is up to 45% among HIV positive individuals.

We aimed to determine the prevalence of GBV-C and the distribution of its genotypes among
Estonian injecting drug users (IDUs) and to evaluate associations between GBV-C and

cofactors (gender, age, time of intravenous drug use, and co-infections).

The study included 345 IDUs from a syringe exchange program in Tallinn in 2011. The
presence of GBV-C RNA was determined by reverse transcriptase-nested PCR in 5’ non-
coding region, PCR products were sequenced and thereafter genotyped by phylogenetic
analysis. Differences between two groups were compared either by Fisher exact test or Mann-
Whitney-Wilcoxon test, as appropriate. Uni- and multivariate logistic regression were used to

determine associations between GBV-C or HIV-1 and cofactors.

Of total 33% (114/344) of study subjects were GBV-C RNA positive. Out of 114 sequenced
GBV-C viruses 75.4% belonged to genotype 2a, 19.4% to genotype 2b and six viruses
remained unclassified. The distribution of GBV-C differed between HIV+ and HIV- IDUs
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(41.3% vs 24.9%; p = 0.0019) such that HIV positive persons had two times increased odds to
be GBV-C positive as compared to HIV-negative subjects (OR = 2.13; 95% CI = 1.34-3.36;
p = 0.0013). In addition, odds of being GBV-C RNA positive decreased with increasing age
(OR = 0.94; 95% CI = 0.90-0.98; p = 0.0013). Multivariate analysis revealed that HIV
positivity remained associated with GBV-C infection after adjustment for age (OR = 2.23;
95% CIl = 1.39-3.58; p = 0.0008). No associations between HCV or HBV and GBV-C

infections were found.

Of total, half of the subjects (172/345) were HIV-positive, 88.7% (305/345) HCV-positive,
67% (232/344) HBV-positive. GBV-C (OR = 2.13, 95% CI = 1.34-3.36, p = 0.0013), HCV
(OR = 14.8, 95% CI = 4.46-49.11, p < 0.0001), and HBV (OR = 4.1; 95% CI = 2.51-6.69,
p < 0.0001) infections, and longer time of intravenous drug use (OR = 1.06,
95% CI = 1.02-1.11, p = 0.0018) increased odds of being HIV positive. Multivariate analysis
revealed that GBV-C, HCV, and HBV infections remained associated with HIV-1 infection
(OR = 2.19, 95% CI = 1.32-3.62, p = 0.0023; OR =9.22, 95% CI = 2.66-31.98, p = 0.0005;
OR =4.1; 95% CIl = 1.43-4.61; p = 0.0017, respectively).

In conclusion, this study provides the unique report of GBV-C prevalence and genotype
distribution on a large number of IDUs from Eastern-European region. GBV-C infection is
more common in HIV-positive IDUs than HIV-negative IDUs from Estonia. Similarly to

other European countries and Russia, the genotype 2a is prevailing.
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