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Putapki w diagnostyce zakazeh wirusowych
zapalen watroby na przyktadzie wirusa
zapalenia watroby typu B (HBV) — rola badan
potwierdzajacych

Dane prezentowane podczas seminarium ,,Postepy w badaniach
przegladowych dawcow krwi” (Warszawa, 5-6 pazdziernika 2015 r.)

Uncertainty at diagnosis of hepatitis infection on the example of HBV
infection — significance of confirmatory testing. Data presented at the
seminar “Advances in blood donor screening” (Warsaw, 5-6 October 2015)
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Zaktad Wirusologii, Instytut Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie

Wstep

Zakazenie wirusem zapalenia watroby typu B
(HBYV, hepatitis B virus) moze skutkowac zapale-
niem, wioknieniem, marsko$cig, a nawet nowo-
tworem watroby. Typowym objawem infekcji jest
zOltaczka, ktora wystepuje u okoto 30% zakazo-
nych. W podobnym odsetku moze wystapic jeden
lub kilka z objawow, takich jak: zmeczenie, apatia,
objawy grypopodobne, goraczka i bdle brzucha,
au 1/3 zakazenie ma charakter catkowicie bezobja-
wowy [1]. W diagnostyce zakazen HBV stosowane
sg testy wykrywajace antygen HBs (HBsAg), DNA
HBYV, przeciwciata do antygenu rdzeniowego (anty-
-HBc) klasy IgG i IgM, antygen HBe (HBeAg),
przeciwciata do antygenu HBe (anty-HBe). Badanie
jak najwiekszej liczby znacznikow zwieksza praw-
dopodobienstwo wykrycia infekcji oraz pozwala
ustalic jej faze. Analiza wynikOw wyzej wymienio-
nych badan ponawianych co 2—4 tygodnie u osoby
zakazonej umozliwia okreslenie wirulencji HBV
oraz ustalenie postepowania terapeutycznego [2].
Na rycinie 1 przedstawiono najczesciej obserwo-
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wang sekwencje wykrywania we krwi markerow
HBV. Podstawowym markerem diagnostycznym
w zakazeniu HBV jest antygen HBs. Antygen
ten produkowany jest w nadmiarze — wystepuje
zarOwno w otoczce wirusa, jak 1 w biatkowych
czastkach nieinfekcyjnych. Na rycinie zaznaczono
okresy newralgiczne w diagnostyce zakazenia,
kiedy to, mimo toczacej sie infekcji, HBsAg nie jest
wykrywalny we krwi. Fazy zakazenia obarczone
szczegblnym ryzykiem niewykrycia HBsAg to:
a) [ okienko serologiczne (WP, window period) —
okres okoto 30 dni po zakofnczonej fazie eklipsy!,
w ktorym z hepatocytow wydzielane sg do krwio-
biegu wiriony, przy czym poziom antygenu HBs we
krwi nie przekracza progu detekcji testow diagno-
stycznych, b) II okienko serologiczne (Il WP, post
ramp-up) — trwajacy okoto 10 dni okres eliminacji
HBsAg, kiedy poziom markera spada ponizej dolnej
granicy detekcji testu i ¢) ukryte zakazenie HBV
(OB, occult hepatitis B infection) — kiedy HBsAg
pozostaje niewykrywalny ze wzgledu na zbyt
mate stezenie we krwi obwodowej lub/i zmiany
konformacyjne antygenu. Markerem pozwalajacym

1Eklipsa — matematycznie teoretycznie wyliczony okres od momentu zakazenia do pojawienia sie markeréw wirusa we krwi

Adres do korespondencji: mgr Aneta Kopacz, Zaktad Wirusologii, Instytut Hematologii i Transfuzjologii, ul. Indiry Gandhi 14,

02-776 Warszawa, e-mail: akopacz@ihit.waw.pl

10 www. jtm.viamedica.pl


https://core.ac.uk/display/268449184?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Aneta Kopacz, Testy potwierdzenia w diagnostyce zakazen HBV

Objawy kliniczne

DNA HBV

HBsAg

HBeAg

Anty-HBc IgM
Anty-HBc IgG
Anty-HBe }
Anty-HBs

\\\\ MR ./\ . /
N
2 4 8 12 16 24 28  32... tyg //Iata
| 1l
WP WP OBI

Rycina 1. Typowa sekwencja wykrywania swoistych markeréw zakazenia HBV (w ramkach zaznaczono okresy

[HBsAg(-)/DNA HBV(+)])

Figure 1. Typical course of HBV markers ([HBsAg(-)/DNA HBV(+)] periods in frames)

na identyfikacje zakazenia w kazdym z wyzej opi-
sanych okresow jest DNA HBV. Warto zaznaczy¢,
ze na etapach zakazenia z niewykrywalnym HBsAg
(HBsAg—) DNA-emia wirusa we krwi jest niska (od
pojedynczych do 104 kopii/ml), zatem jego detekcja
Scisle zalezy od czuloSci analitycznej stosowanego
testu molekularnego [3-5]. W przypadku ukrytych
zakazen, za ktore obok mutacji w genomie wirusa,
odpowiada silna presja immunologiczna gospodarza
ograniczajaca namnazanie patogenu, poziom DNA
HBV we krwi jest niski < 200 IU/ml (najczeSciej
5-10IU/ml). Z tego wzgledu do detekcji OBI koniecz-
ne jest stosowanie testow o czulo$ci analityczne;j
(95% LOD) nie nizszej niz 5 IU DNA HBV/ml) [4, 6].

Badanie wirusowego DNA ma istotne znacze-
nie dla prawidlowego zdiagnozowania zakazenia,
tym bardziej ze istnieja formy HBV, ktérych genom
zawiera mutacje skutkujace: a) zmniejszong produk-
cja i/lub wydzielaniem bialek i/lub antygenéw wiru-
sa 1 odpowiadajgcych im przeciwcial, b) zmieniong
konformacja antygenéw, c) obnizonym poziomem
replikacji. Zmiany te moga powodowac, Zze zaro6wno
wirusowe antygeny (Ag), jak i/lub wytwarzane do
nich przeciwciala (Ab) moga by¢ niewykrywalne
przez serologiczne testy diagnostyczne, co prowadzi
do wynikow falszywie ujemnych [7, 8]. Przykiadem
sg zakazenia wywolane szczepami z mutacjami
zmieniajagcymi konformacje HBsAg (np. G145R),
ktore charakteryzuja sie aktywna replikacjg wi-

rusa w hepatocytach 1 wysoka DNA-emig we krwi.
Niezaburzona replikacja sprawia, ze te formy sa
tatwe do wykrycia testami NAT (badania kwasow
nukleinowych, nucleid acid testing) [9].

W tabeli 1 przedstawiono przyczyny braku
detekcji poszczegdlnych markerow swoistych dla
zakazenia HBV oraz mozliwoS$ci wykrycia takich jego
form. Zebrane w tabeli dane wskazuja, ze badanie
DNA HBV umozliwia wykrycie wiekszo$ci zakazen
rowniez o nietypowej produkcji Ag i Ab. Nalezy jed-
nak pamietaé, ze przy tak niskich wiremiach, jakie
wystepuja w trakcie WP oraz OBI, istnieje prawdo-
podobienstwo otrzymywania rozbieznych wynikow
NAT (w jednej lub kolejnych probkach pacjenta).
Potwierdzeniem wykrycia niskowiremicznego I WP
jest detekcja HBsAg i/lub anty-HBc w probce pobra-
nej od pacjenta/dawcy po okolo 30 dniach. Niemal
we wszystkich probkach z II WP 1 zakazeniach uta-
jonych obecne sg przeciwciata anty-HBc. Wykrycie
przeciwcial anty-HBc klasy IgM oraz IgG pozwala
potwierdzi¢ odpowiednio II WP 1 OBI u 0s6b z roz-
bieznymi wynikami badan DNA HBV [10]. Nalezy
podkresli¢, ze w przypadku otrzymania dodatniego
wyniku dla anty-HBc konieczne jest powtorzenie
badania testem innego producenta. Postepowanie
takie podyktowane jest niska swoistos$cig testow,
zazwyczaj znacznie ponizej 99% [11].

Wykrycie zakazenia HBV ma szczegolnie istotne
znaczenie u os6b zakazonych innym wirusem (np.
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Tabela 1. Przyczyny wynikéw fatszywych ujemnych w trakcie badania markeréw HBV i sposoby zapobiegania

(na podstawie [8, 18, 23])

Table 1. Negative results of HBV markers in true infection (reasons and prevention of false diagnosis)

Wynik Faza
badania zakazenia markeréw zakazenia HBV

Przyczyna ujemnych wynikéw badan

Badania zwiekszajgce prawdopodo-
bienstwo wykrycia zakazenia

HBsAg(-)

WP |

2. Zmieniona budowa/konformacja biatka HBs —
Ostre nierozpoznawalna dla testu diagnostycznego,

1. Niski poziom wydzielania do krwi wirionéw

i HBsAg = poziom HBsAg ponizej czutosci testu
(poczatek infekgji lub jej ograniczanie przez mecha- testami o czutosci 95% LOD: 5 1U/ml
nizmy uktadu immunologicznego gospodarza)

Badanie innych swoistych markeréw
zakazenia, przede wszystkim DNA HBY,

Testy HBsAg o wysokiej czutosci
klinicznej, najnowszych generacji,
wykrywajgce maksymalng liczbe form
polimorficznych

Badanie HBsAg w hepatocytach

zakazenie  spowodowana mutacjami w genomie wirusa:
— w obrebie determinanty ,,a” (T//126S, Q129H,
WP II G130N, S143L, D144A, G145R)
— MHR poza determinantg ,.a": (Pro120 na Gly/
0Bl Thr/Ser/Asn/GIn i T123N, M133L)

— w preS/S wynikajace z mutacji w naktadajacej
sie ramce odczytu pol/RT3. Ostabiona synteza
HBsAg w wyniku obnizonej replikacji (S136R

C139R, D144A)

3. Obnizone/brak wydzielania HBsAg poza zakazo-
ny hepatocyt — mutacje w preS2 (D179R, Q129R,

G145R, M75T, P178R)

DNA HBV(-) WP 1. Zbyt mata czutosc¢ testu

2. Miniwiremia z powodu: obnizonej replikacji

OBI wynikajacej z:

— mutacji (S136R C139R, D144A)

Testy w kierunku DNA HBV
o czutosci 95% LOD: 5 IU/ml

— mechanizméw odpornosciowych kontrolujgcych

zakazenie

anty-HBc(-) WP

zakazenie

OBl antygen)

1. Immunotolerancja HBcAg (anergia limf-T, mata
Ostre liczba specyficznych limf-T we krwi obwodowe;j,
staba/niewystarczajgca prezentacja HBcAg, niska
produkcja limfokin przez komorki prezentujgce

Testy w kierunku: HBsAg, HBeAg,
DNA HBV

2. Immunokompleksy HBcAg-HBcAb (nadprodukcja

HBcAg)

3. Nieimmunizujgce HBcAg (zmieniona budowa
HBcAg w wyniku mutacji w preC/C)

HCV, HIV) oraz chorych z immunosupresja. Znane sg
przypadki zaré6wno znacznego pogorszenia przebiegu
klinicznego zakazenia HIV, przewlekiego WZW-C, jak
1 groznych powikian w trakcie choroby nowotworo-
wej, zwlaszcza u pacjentdw leczonych immunosupre-
syjnie, na przyktad rituksymabem czy kortykostero-
idami. Wielokrotnie wykazano, ze w wymienionych
wyzej grupach chorych wystepuje znaczace ryzyko
reaktywacji wirusa z formy utajonej, z nastepstwami
obejmujacymi nadostre WZW-B [12-14]. Warto pod-
kresli¢, ze u 0sob z OBI podczas reaktywacji szybko
wzrasta we krwi stezenie materialu genetycznego
wirusa, podczas gdy inne swoiste markery moga
by¢ niewykrywalne [14-16].

Zdiagnozowanie HBV miedzy innymi u osob
Z wyzej wymienionych grup pozwala wprowadzic

wlaSciwe postepowanie przeciwdzialajace WZW-B
1jego nastepstwom.

Wykonujac badania markerow zakazenia HBV,
nalezy pamietaé, ze sg one obarczone nie tylko
ryzykiem omoéwionych wyzej wynikow falszywie
ujemnych (niewykrycie infekcji), ale takze ryzy-
kiem uzyskania wynikéw falszywie reaktywnych,
ktére wynikaja stad, ze testy diagnostyczne nigdy
nie osiagajg swoistosci 100%. Dlatego kazdy reak-
tywny wynik badania, zwlaszcza HBsAg oraz DNA
HBYV, wymaga potwierdzenia. Uzyteczne jest takze
wykonywanie oznaczen w kolejnych pobraniach
(probka kontrolna po kilku dniach, follow up) oraz
przeanalizowanie wynikow badania pozostatych
markero6w zakazenia. Jednocze$nie nalezy pa-
mietaé, ze wykryty HBsAg, nie zawsze Swiadczy
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o zakazeniu; moze by¢ spowodowany niedawnym
szczepieniem przeciw WZW-B.

Omowione formy zakazenia i problemy zwiaza-
ne z ich wykrywaniem pojawiaja sie rowniez pod-
czas badan przegladowych dawcow krwi. W krwio-
dawstwie ryzyko wynikow falszywie ujemnych
zostaje ograniczone dzieki badaniu u kazdego
dawcy przy kazdym oddaniu krwi 1 jej skiadnikow
dwoch markerow zakazenia: DNA HBV i HBsAg.
Uzyskany wynik reaktywny w badaniu przeglado-
wym oznaczany jest jako wstepnie reaktywny (IR,
wmitially reactive) 1 podlega weryfikacji wedtug algo-
rytmu, obejmujacego miedzy innymi powtorzenie
badania z tej samej probki.

Przedstawione ponizej sposoby weryfikacji
pozwalaja dokonac prawidlowej interpretacji wyni-
kow badan przegladowych i ograniczy¢ liczbe osob
podlegajacych dyskwalifikacji z powodu wynikow
biologicznie fatszywych.

Stosowane w krwiodawstwie badania
weryfikacyjne donacji z wynikiem
HBsAg wstepnie reaktywnym
1ich rezultaty

Kazda probka z wynikiem HBsAg IR badana jest
nazajutrz od pobrania w dwoch powtorzeniach (tym
samym testem, ktérym otrzymano wynik wstepnie
reaktywny). Uzyskanie obu wynikow ujemnych
daje podstawe do uznania wyniku IR za biologicznie
fatszywie reaktywny (BFR, biological false reactive).

Dla probki z przynajmniej jednym wynikiem
reaktywnym w badaniach powt6rzeniowych, czyli
probki powtarzalnie reaktywnej (RR, repeatable
reactive) wykonywane s3 testy potwierdzenia —
neutralizacja Ag lub badanie DNA HBV. Jesli wynik
testu neutralizacji jest ujemny, zawsze wykonuje
sie badanie kwasow nukleinowych. Jesli podsta-
wowym narzedziem weryfikacji jest badanie DNA
HBYV, a wynik jest ujemny, obligatoryjnie wykonuje
sie test neutralizacji. Wynik HBsAg RR z dodatnim
testem neutralizacji i/lub DNA HBV okre§lany jest
jako HBsAg dodatni: HBsAg(+). Wynik badania
HBsAg(+) Swiadczy o zakazeniu, o ile dawca nie
byl szczepiony w tygodniach poprzedzajacych
badanie. Osoba z wynikiem HBsAg(+) otrzyma-
nym w probce indeksowej wzywana jest po odbidr
wyniku 1 pobranie probki follow up. W pobranej
probce wykonuje sie badanie HBsAg z testem po-
twierdzenia. Przy tej okazji wypelniana jest ankieta
epidemiologiczna zawierajaca pytania dotyczace
prawdopodobnych zZrodet zakazenia oraz uzyski-
wane sa informacje na temat przebytych szcze-
pien, w szczeg6lnosci przeciw WZW-B w okresie

poprzedzajacym uzyskanie wyniku reaktywnego
badania HBsAg [17]. Przedstawiony algorytm
postepowania wsrod osob z wynikami HBsAg RR
pozwala wydzieli¢ grupy: a) zakazonych (wyniki
w probee indeksowej: HBsAg RR potwierdzone
w teScie neutralizacji lub w badaniu DNA HBY,
w probce follow up HBsAg(+), otrzymane u osob,
ktore nie byty szczepione przeciw WZW-B w czasie
kilku tygodni przed badaniem), b) z wynikami: HBs-
Ag RR/neutralizacja(+)/DNA HBV(-) w probce
indeksowej, ktore sg skutkiem odbytej niedawno
immunizacji (ulegajacy neutralizacji antygen HBs
moze by¢é wykrywany we krwi nawet przez kilka-
dziesiat dni po szczepieniu). Wsrod donacji HBsAg
RR z wynikiem negatywnym badania DNA HBV
(czulosc testu 95% LOD > 10 IU/ml) sporadycz-
nie uzyskuje sie wynik testu neutralizacji dodatni
(u oso6h, ktére wykluczyly odbycie immunizacji).
Wykrycie antygenu HBs przy ujemnych wynikach
DNA HBV moze by¢ efektem wlgczenia regionu
genomu kodujacego HBsAg do ludzkiego DNA.
Zintegrowanie DNA pozwala na ekspresje 1 wy-
dzielanie biatka HBs do krwiobiegu pomimo braku
replikacji wirusa w hepatocytach [18, 19].

W latach 2005-2013 w grupie os6b z wynikiem
HBsAg RR odsetek wynikow HBsAg potwierdzo-
nych (tj. dodatnich) wynosit §rednio 91% u dawcow
pierwszorazowych 1 9% u wielokrotnych. Dla
pozostalych wynikow HBsAg RR, odpowiednio
9% (dawcy pierwszorazowi) 1 91% (dawcy wie-
lokrotni) uzyskano ujemne wyniki obu testow
potwierdzenia — najprawdopodobniej sg to wyniki
biologicznie falszywie reaktywne (BFR). Badania
weryfikacyjne dla grupy probek — HBsAg RR/
neutralizacja(-) — przeprowadzone w Instytucie
Hematologii 1 Transfuzjologii z zastosowaniem
bardzo czutego testu (test Confirmatory PCR Kit
HBV LOD 95% 3,2 IU/ml) nie wykazaly obecno-
§ci DNA HBV w zadnej ze 190 badanych probek.
W 11% z nich wykryto anty-HBclIgG (Architect,
Abbott Laboratories, Rungis, France), co sugeruje,
ze przynajmniej u pozostatych 89% oséb — HBs-
AgRR/neutralizacja(-) — reaktywno§¢ HBsAg
jest najprawdopodobniej wynikiem nieswoistym,
to jest BFR. Dla bezpieczenstwa przetoczen
zaleca sie, aby grupa krwiodawcow z wynikami
HBsAg RR/testy potwierdzenia(-) pozostawala
ze statusem ,,do wyjaSnienia/dyskwalifikacji cza-
sowej” az do ustgpienia wynikOw powtarzalnie
reaktywnych HBsAg, ktére — zgodnie z naszymi
przypuszczeniami — w wiekszoS$ci przypadkow
maja charakter nieswoisty (BFR). Od takich daw-
cOw probki kontrolne pobierane sg nie wczesniej
niz po 6 miesigcach.
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Badania weryfikacyjne donacji HBsAg
ujemnych/reaktywnych w badaniu
przegladowym DNA HBV

Jesli dla seroujemnej — HBsAg(-) — donacji
otrzymano reaktywny wynik badania przegladowe-
go w kierunku DNA HBV (testy NAT), wykony-
wanego w pojedynczej probce, wynik taki podlega
weryfikacji. W probce z reaktywnym wynikiem
NAT (IR) oznaczenie testem przegladowym powta-
rzane jest dwukrotnie w Centrum Krwiodawstwa
1 Krwiolecznictwa (CKiK). Uzyskanie wynikow
negatywnych obu powtérzen pozwala uznac pier-
wotny wynik badania za falszywie reaktywny,
jednak w trosce o bezpieczenstwo krwi donacja nie
zostaje dopuszczona do uzytku klinicznego. Dawca
nie podlega dyskwalifikacji, przy kolejnej wizycie
w Centrum Krwiodawstwa ma wykonywany zestaw
obowigzkowych badan przegladowych (HBsAg
1 DNA HBV) [20]. Jesli natomiast donacja w CKiK
otrzymala wynik reaktywny w przynajmniej jednym
powtorzeniu (RR), podlega ona badaniom potwier-
dzajacym w o$rodku referencyjnym (IHiT, Instytut
Hematologii 1 Transfuzjologii). Wowczas w oddziel-
nej, nieotwieranej wczesniej probce, wykonywane
sg badania DNA HBV oraz badania uzupetniajace:
anty-HBc i anty-HBs [17]. Prowadzenie badan po-
wtornych w CKiK, a badan potwierdzajacych w od-
dzielnej probce donacji NAT RR pozwala odroznic
wyniki falszywie reaktywne (nieswoiste i wynika-
jace z kontaminacji) od prawdziwie reaktywnych
(swoistych zakazeniu, potwierdzonych w badaniach
IHiT). Zwieksza sie dzieki temu pewno$¢ stawianej
diagnozy. Wykrycie w IHiT materialu genetycz-
nego wirusa i/lub wykrycie anty-HBc (w probce
weryfikowanej) skutkuje uznaniem donacji za
,DNA HBYV yield” (donacja pochodzaca z fazy, gdy
wykrywalny jest DNA HBYV, przy braku detekcji
HBsAg [HBsAg-/DNA HBV(+)]), za$ dawcy za za-
kazonego wirusem HBV. W przypadku rozbieznych
wynikow badania NAT miedzy laboratoriami CKiK
1 [HiT wykrycie anty-HBc kwalifikuje donacje do
grupy OBI z DNA HBV <5 [U/ml, pod warunkiem
wykrycia markeréw zakazenia rowniez w kolejnym
pobraniu (prébka kontrolna) [21]. Dodatkowo wy-
krycie kazdego DNA HBV yield potwierdza sie ba-
daniami probki kontrolnej pobranej przy zgloszeniu
sie dawcy po odhior wynikéw, podobnie jak ma to
miejsce w przypadku otrzymania dla donacji wyniku
HBsAg(+). Badania w probce follow up obejmujace
DNA HBYV, HBsAg, anty-HBc i anty-HBs stuza
rowniez obserwacji kinetyki zakazenia 1 okre$le-
niu fazy zakazenia. Stosujac powyzszy algorytm,
potwierdzono w latach 2005-2013 zakazenie DNA

HBYV yield w 160 donacjach. Badania probek wery-
fikowanych (indeksowych) i kolejnych (follow up)
wykazaly, ze donacje z wynikiem HBsAg(-)/DNA
HBV(+) pochodzily z: I WP — 34, I WP — 5,
OBI — 121. U 4 os06b z zakazeniem wykrytym na
etapie I WP obserwowano przetamanie odporno$ci
nabytej przez szczepienie (breakthrough infection).
Informacja o odbytej w przeszto$§ci immunizacji
pochodzi z wywiadu przeprowadzonego z dawcami.
U wszystkich 4 0os6b w probkach pobranych po 7-63
dniach od donacji, w ktérej DNA wirusa bylo jedy-
nym markerem $wiadczacym o zakazeniu, stwier-
dzono obecno$¢ przeciwcial anty-HBs (przed lub
rownolegle z wykryciem HBsAg i/lub anty-HBc). Jak
twierdzg Stramer 1 wsp., taka kolejno$¢ wykrywania
znacznikow jest cechg charakterystyczng dla zjawi-
ska przelamania odporno$§ci poimmunizacyjnej [22].

Podsumowanie

Znaczna liczba czynnik6w zmieniajgcych profil
1przebieg zakazenia HBV wskazuje na konieczno§é
zastosowania jak najwiekszej liczby badan swoi-
stych znacznikéw, w co najmniej 2 kolejnych prob-
kach, w celu potwierdzenia lub wykluczenia réwniez
nietypowego przebiegu zakazenia oraz unikniecia
pomytek diagnostycznych w przypadku objawow
sugerujacych WZW-B i/lub otrzymania pojedyn-
czego reaktywnego wyniku markera HBV. Przy in-
terpretacji wynikow nalezy pamietac, ze swoisto$¢
testow jest <100%, wobec czego mozna uzyskac
wyniki biologicznie falszywie reaktywne (BFR).
Aby takie wyniki wykluczy¢, nalezy do kazdego
wyniku IR wykona¢ badania powtorne tym samym
testem oraz badania potwierdzajace (odpowiednim
testem potwierdzenia/uzupelniajacym/itp.).
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