Mutanty HBsAg

Nowe wyzwanie w diagnostyce zakazenia wirusem
zapalenia watroby typu B
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Mutanty HBsAg

Biatko powierzchniowe wirusa zapalenia watroby typu B (HBsAg) jest najwazniejszym markerem serologicznym w diagnozowaniu zakazenia HBV.

Z tego wzgledu czutosé testow stuzacych do wykrywania HBsAg byfa przedmiotem ciagtego udoskonalania, a badania skryningowe dawcdw, jak i
diagnostyka ostrego i przewlektego zakazenia HBV stoja w chwili obecnej na bardzo wysokim poziomie. Jednakze pojawienie si¢ na przestrzeni ostatnich
10 lat zmutowanych form HBsAg stato sig nowym wyzwaniem w serologii, gdyz formy te potrafig w taki sposob zmienic typowa determinante ,a” tego
powierzchniowego antygenu, Ze nie jest on wykrywany przez przeciwciata stosowane w calym szeregu testow komercyjnych.

Co to jest mutant HBsAg?

Mutant HBsAg jest wirionem HBV o zmienionej strukturze epitopdw, bedacej wynikiem substytucii, delecji badZ insercji jednego lub kilku aminokwasdw
w determinancie ,a” (patrz: Rys. 1). Mutanty ,ucieczki” antygenu powierzchniowego pojawiajg sie u 0sob na skutek interwencji medycznych lub
naturalnie wywotanej selektywnej presji immunologicznej, a o niektérych wiadomo, ze sa stabilne i przenoszone drogg horyzontalng. Zmutowane formy
wykryto u pacjentéw zakazonych HBV pomimo pomysinie przeprowadzonych szczepien lub przy niewystarczajacej ochronie z uzyciem immunoglobulin u
pacjentow po przeszczepach. Literatura opisuje tez przypadki reaktywacji pozornie wyleczonego zakazenia HBV u pacjentdw z cigzkg immunosupresja.
Nie tak dawno opisano przypadek dawcy, u ktdrego wykryto mutanta ,ucieczki”. Na skutek powszechnie obserwowanej tendencji do przeprowadzania
szczepien, czesto$¢ wystepowania mutantow wzrosnie zgodnie z przewidywaniami modelu matematycznego, w ktérym zaktada sie, ze dziki szczep HBV
zniknie w ciagu okoto 100 lat. Obecnie czgsto$¢ wystepowania mutantéw HBsAg wsrdd osdb po szczepieniach szacuje sig na 2 do 28 %.

Rysunek 1: Powstanie mutanta HBsAg
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Dlaczego zmutowane formy HBsAg nie sa wykrywane
przez testy?

Metody wykrywania HBsAg, oparte na uzyciu konkretnych przeciwciat, Rysunek 2: Determinanta ,a"
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nacje z przeciwciatami poliklonalnymi. Moze sie to okazac najlepszym

rozwiazaniem przy wykrywaniu catego szeregu znanych mutantow.

W kilku badaniach, poréwnujacych zdolnos¢ licencjonowanych testow immunodiagnostycznych do wykrywania mutantow genu S (patrz: Tabela 1),
wykorzystano gtéwnie antygeny rekombinowane (w surowicy negatywnej) w celu przebadania najczestszych mutacji opisanych w literaturze fachowej,
w zwigzku z trudnoscig uzyskania wystarczajacej ilosci probek naturalnych (pochodzacych od osdb zakazonych).

Tabela 1: Wykrywalnos¢ mutantow HBsAg przy uzyciu roznych analizatorow

1 Thr 126 to Ser Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos.
2 GIn 129 to His Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos.
3 Met 133 to Leu Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos.
4 Asp 144 to Ala Pos. Pos. Neg. Neg. Pos. Pos. Pos.
5 Gly 145to Arg Pos. Neg. Neg. Neg. Pos. Pos. Pos.
6 Pos. Control Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos.
7 Thr 126 to Ser and Gly 145 to Arg Pos. Neg. Neg. Neg. Pos. Pos. Pos.
8 Pro 142 to Leu and Gly 145 to Arg Pos. Neg. Neg. Neg. Pos. Pos. Pos.
9 Pro 142to Ser and Gly 145 to Arg Pos. Neg. Neg. Neg. Pos. Pos. Pos.
10 Asp 144 to Ala and Gly 145 to Arg Pos. Neg. Neg. Neg. Pos. Pos. Pos.
n Neg. Control Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
1 Gly 145 to Ala Pos. Neg. Neg. Neg. Pos. Pos. Pos.
2 Pro 120 to GIn, Thr 131 to Lys,
Gly 145 to Ala Pos. Neg. Neg. Neg. Pos. Pos. Pos.
3 Thr 118 to Val, Met 133 to lle,
Phe 134 to Asn, Pro 142 to Ser,
Thr 143 to Leu and Gly 145 to Lys Pos. Neg. Neg. Neg. Pos. Pos. Pos.
4 Thr 115 to Asn, Pro 120 to Leu,
Met 133 to lle, Tyr 134 to His,
Asp 144 to Val and Ser 154 to Pro Pos. Neg. Neg. Neg. Pos. Pos. Pos.

* Dane opublikowane w: B. Moerman et al., Clin. Lab. 2004; 50:159-162; ** do uzytku wewnetrznego



Opisy przypadkow wykrycia zmutowanego HBsAg

Nizej opisane przypadki wystapienia mutantéw HBsAg, jakie przedstawiono ostatnio na forum europejskim, swiadczg o coraz wigkszej liczbie tego
typu przypadkow na catym Swiecie, nie tylko zas na obszarach endemicznych, takich jak Azja Srodkowowschodnia.

1. Dawca krwi ze Stowenii
Opublikowano w: J Clinical Lab 2004; 50:49-51; Snezna Levicnik-Stezinar.

W kwietniu 2003 zanotowano przypadek 42-letniej pierwszorazowej dawczyni, u ktdrej stwierdzono obecnosé antygenu HBsAg w oznaczeniu testem
Prism HBsAg. Badang probke oznaczono powtdrnie w laboratorium przy pomocy testu skryningowego: Ortho HBsAg EIA system 3 i wykazano, ze jest
ona powtarzalnie ujemna. Nastepnie oznaczono jg przy uzyciu testow: AxSYM HBsAg v 2.0, Murex HBsAg v 3.0 oraz Ortho Vitros ECi HbsAg. Zaréwno
test AxSYM, jak i Murex wykazaty, ze probka ta jest silnie dodatnia, zas wynik testu Ortho Vitros ECi byt ujemny. Oznaczanie w kierunku wszystkich
pozostatych markerdw wykazato, ze probka ta pochodzi od zdrowego nosiciela wirusa zapalenia watroby typu B (anty-HBc-dodatnia, anty-HBe-
dodatnia) bez widocznych objawdw choroby. Badanie HBV DNA - 4120 kopii/ml. Sekwencjonowanie wykazato obecnos¢ kilku substytucii, z ktorych
najwazniejszg byto zastapienie treoniny przez leucyne w aminokwasie 143.

Wstepny wynik testu HBsAg:
Prism: Dodatni Ve ~

Ortho EIA: Ujemny Abbott's Viral Discovery Group Analysis:
Genotyp D, serotyp ayw3

' Mutacje substytucyjne w pozycjach:
M treonina przez seryne (T114S)
B lizyna przez argining (K122R)
B aspargina przez treoning (N131T)

Kolejne wyniki testu HBsAg:

Ortho Vitros ECi: Ujemny
AxSYM: Dodatni B fenyloalanina przez tyrozyne (F134Y)

Murex: Dodatni B treonina przez leucyne (T143L)

2. Reaktywacja zakazenia WZW typ B podczas leczenia immunosupresyjnego chioniaka zlosliwego. Przypadek |
Opublikowano w: Blood, 2003; 102:1930; T. Westhoff et al., University Clinics B. Franklin, Berlin.

Pacjent pochodzacy z Libanu z rozpoznanym przed 15 laty zakazeniem wirusem zapalenia watroby typy B zostat przyjety do szpitala w Berlinie na
chemioterapie. Przed rozpoczeciem terapii pacjent byt: anty-HBc-ujemny i anty-HBs-dodatni (>1000 IU/1), lecz HBsAg-ujemny.



\W 2002 pacjenta poddano czteromiesigcznej chemioterapii (wg schematu CHOP), a nastepnie dwumigsiecznemu leczeniu rituximabem

(anti-B cell mab). Po leczeniu u pacjenta wystapity objawy ostrego zapalenia watroby typu B, a badane prdbki okazaty sie wysoce dodatnie w tescie
AxSYM HBsAg, lecz ujemne w tescie VIDAS HBsAg. Poziom przeciwciat anty-HBs wynosit 880 IU/I, a prébka byta HBV DNA-dodatnia i zawierata

4 x 10° kopii/ml. Instytut PEl prowadzit dalsze badania, w ktdrych dwa testy nie wykazaty obecnosci HBsAg, a jeden test dat wynik stabo dodatni, nie
potwierdzony w tescie neutralizacji. Pacjent zmart w 2 tygodnie pdzniej pomimo leczenia lamiwudyna.

Sekwencjonowanie wykazato obecnos$c czterech mutacji HBsAg: L109R, Y134S, P142L, D144A, oraz zmiany podtypu R122K.

/ )
Badanie sekwencji: Genotyp D

Mutacje substytucyjne w pozycjach:

Wyniki wstepne:

AxSYM HBsAg: Dodatni ' leucyna przez argining (L109R)
VIDAS HBsAg: Ujemny B tyrozyna przez seryne (Y134S)
Anty-HBs: 880 IU/MI = prolina przez leucyne (P142L)

. 9 Lonii
HBV DNA: 4x10° kopii/ml B kwas asparaginowy przez alaning (D144A)

B arginina przez lizyne (R122K)
G .

3. Reaktywacja zakazenia WZW typ B podczas leczenia imnmunosupresyjnego chioniaka zlosliwego. Przypadek Il
Opublikowany przez: R. Kaiser, H. Pfister and W. Gerlich, Cologne and Giessen, 2003

Pacjent pochodzacy z Wtach, z rozpoznaniem chfoniaka ztosliwego, poddawany byt od 1989 kilku chemioterapiom w Kolonii, Niemcy. W 1996 pacjent
byt HbsAg-ujemny i anty-HBc-ujemny, lecz wartosci przeciwciat anty-HBs utrzymywaty sig na poziomie 612 [U/I. Pacjenta nie szczepiono przeciw HBV.

W 2003 pacjent zostat poddany czterem cyklom chemioterapii, a 4-tego lipca 2003, jeszcze w trakcie chemioterapii wynik testu AxSYM HBsAg byt
silnie dodatni, zas testu VIDAS - HBsAg-ujemny. Pacjent okazat sig anty-HBc-ujemny i anty-HBe-ujemny, a poziom przeciwciat anty-HBs wynosit 93 1U/I.
Wynik HBeAg byt dodatni, a test PCR wykazat obecnos¢ HBV DNA - 1,8 x108 kopii/ml.

Probka pobrana 20-ego lutego 2003 zostata oznaczona retrospektywnie i wykazano w niej 4 x 104 HBV kopii/ml, HBV genotyp D oraz mutacje HBsAg:
L109R, C137W, G145R. Jest to przypadek, w ktérym zakazenie HBV zostato reaktywowane, ale ze wzgledu na obecno$¢ formy zmutowanej nie zostato
ono wykryte przy uzyciu testu VIDAS HBsAg.

Wyniki wstepne 1996:

HBsAg: Ujemny
Anty-HBs: 612 1U/I

.

4 )
Wyniki w 2003: ~
VIDAS HBsAg: Ujemny Badanie sekwencji: Genotyp D
Anty-HBc: Ujemny Mutacje substytucyjne w pozycjach:
Anty-HBs: 33 [U/1 B |eucyna przez argining (L109R)

Anty-HBe: Ujemny
AxSYM HBsAg: Dodatni . .
HBeAg: Dodatni B glicyna przez argining (G145R)

HBV DNA: 1,8x 102 kopii/ml
. .

B cysteina przez tryptofan (C137W)
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