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1. INTRODUZIONE

L’infezione da virus dell’epatite B (HBV) rappresanuno dei
maggiori problemi di salute a livello globale e wtelle principali cause di
malattia epatica, e, nonostante la presenza diagoino efficace prodotto
con la tecnica del DNA ricombinante, ogni annoamnc circa 1 milione di
nuovi casi di infezione ed é stato stimato chedesgne affette siano circa
350 milioni in tutto il mondo J]. Il rischio di sviluppare quadri molto gravi
di epatopatia, come la cirrosi, l'insufficienza #8pa o I'epatocarcinoma
(HCC), e nettamente aumentato nei pazienti contepabnica da HBV 2],
infatti circa 500000 soggetti muoiono ogni anno p&blematiche correlate
all'infezione da HBV B].



1.1 Classificazione tassonomica

Il virus dell’Epatite B (HBV) € il prototipo di und&amiglia di virus, in
costante aumento, chiamata Hepadnaviridde $ono una famiglia di virus a
DNA con spiccato epatotropismo e uno spettro diespinolto ampio,
comprendente mammiferi (incluso 'uomo) e voldt]. Si descrivono 2 generi :

- Orthohepadnavirus che include i virus infettanti i mammiferi :
o Virus dell’epatite B dell’'uomo (HBV)
o Virus dell’'epatite della scimmia lanosa (WMH\g][
o Virus dell’'epatite dello scoiattolo (GSHVT]
o Virus dell’'epatite della marmotta americana (WHS) [
- Avihepadnavirus che include i virus infettanti gli uccelli:
o Virus dell’epatite B dell’anatra (DHBV)]
o Virus dell'epatite B dell’airone
5 nuovi virus sono stati clonati da anatre esotieldalla specie delle anatre
[10].
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Figura 1: Albero filogenetico degli Orthohepadnavir[ikl]



1.2 Biologia del virus dell’epatite B del’'uomo (HB/)

1.2.1 Morfologia del virione

La forma infettiva di HBV & un virione sferico catiametro variabile
compreso tra 42 e 47 nm, conosciuto come particélRane. E costituito da un
doppio involucro racchiudente il genoma (Figura 2).

Nucleocapside (HEcAg)

DNA

MHBsAg=Pres2/s

SHBsAg=S

DNA Polimerasi
(Trascrittasi inversa)

LHBsAg=PreS1/PreS2/S
Proteina terminale del DNA

- 42-45 nm »1

Figura 2: Struttura del virione infettante di HBV

L’involucro esterno, chiamatcenvelope €& formato da 2 strati di
fosfolipidi, derivanti dalla cellula ospite, e came 3 differenti proteine di
superficie dotate di antigenicita HBsAg (Hepatiis Surface Antigen) che
possono essere distinte in base al peso molecolaamall (SHBsAQ), medium
(MHBsAQ) elarge (LHBSAQ).



Le proteine di superficie sono proteine transmemdordi tipo 1l glicosilate,
organizzate in multimeri stabilizzati da ponti dfsoo tra i residui di cisteina
presenti nel dominio SLP] [13].

L’involucro interno € rappresentato dalicleocapsidepresentante una
struttura icosaedrica elettrondensa del diametr@8dnm, costituito da circa 180
molecole della proteina core codificata con rea#timntigenica HBcAg (Hepatitis
B Core Antigen).

All'interno del nucleocapside € contenuta una dimgmpia di DNA genomico,
circolare a doppio filamento incompleto, ad un'estita del quale troviamo
legata la polimerasi virale che ha anche attivittasscrittasi inversa.

1.2.2 Genoma di HBV

Il genoma é costituito da una piccola molecola diADcircolare con un
doppio filamento incompleto (uno a polarita positi® uno a polarita negativa)
formato da circa 3200 paia di basi. L'approssimagié dovuta al fatto che si ha
una variabilita intergenotipica.

Il filamento a polarita positiva si estende solateeper 2/3 della
lunghezza del DNA, interrompendosi all’estremitar8porzioni variabili.

Alle sue due estremita si descrivono due regiodorrdanti di 8-9 nucleotidi
essenziali per la replicazione virale, conosciutme regioni R 14] [15] [1€]. Il
filamento a polarita negativa copre l'intera lungke del DNA e all'estremita 5’
presenta un residuo oligomerico di RNA che deriel’RINA pre-genomico
(pgRNA) legato covalentemente. A questo filamentoviamo legata la
polimerasi virale tramite un legame fosforidd]

L'organizzazione del genoma (Figura 3) € molto cattgp le regioni
codificanti sono infatti parzialmente sovrapposigiesto permette al virus di
codificare per un numero elevato di proteine namust le ridotte dimensioni

dell’acido nucleico.



I DNA virale ha 4 regioni codificanti distinte, le Open Reading Frames
(ORFs) 1L8:

- S codifica per le proteindell’envelope

- P codifica per la polimerasi virale

- C codifica per la proteineore

- X codifica per lgproteina X
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Figura 3 Organizzazione del genoma di HBV
Si notino il doppio filamento incompleto estrematearmpatto e

le regioni codificanti sovrapposte



1.2.3 Gene S/ HBsAg

Il gene S codifica per tre differenti proteine dipsrficie che in base al
peso molecolare sono denominseall (S), medium(M) e large (L).

Ha una lunghezza compresa tra 389 e 400 codoeiganda del genotipo. Ha tre
codoni di inizio dai quali originano le proteinergedomini S, PreS1 e PreS2,
presentanti lo stesso dominio C-terminale ma cdferdnze all’estremita N-

terminale L9].

Numerosi fattori hanno ruolo importante nella regadne della trascrizione,
agendo su regiorenhancer(promotrici) specifiche per ciascuna proteina. Rer
sola proteina L é presente anche una TATA box cheibna comgromoter

La traduzione degli mRNA avviene nel reticolo epldsmatico e da
origine alle proteine:

- small composta da 226 amminoacidi
- medium composta da 281 amminoacidi; quelli in piu rigpetila small sono
codificati dalle regione PreS2 e si presentanestiiemita N-terminale
- large, composta da 334-345 amminoacidi; quelli in pgpetto alla small sono
codificati dalle regioni PreS1 e PreS2, e si l@zno all'estremita N-
terminale
Le 3 proteine S formano I'envelope della protein®dne. La S e la L sono
fondamentali per la produzione del virione in qoanaventi ruolo
nell'assemblaggio, nella secrezione e nell'infétliv Il ruolo della proteina M
rimane ancora da definire in quanto I'assenza sk @®n altera la morfogenesi e
l'infettivita [ 20].

Oltre ai virioni completi, nel siero dei paziemifetti c’@ un eccesso di
particelle difettive, composte dal solo envelopazsepotere infettante. Queste
particelle sono strutture subvirali, senza nucleswke, con diametro di 20 nm,
solitamente di forma sferoidale o filamentosa (Fégd), che vengono formate a
livello dell’'apparato di GolgiZ1].



HBYV particles HBsFilaments HBsSpheres

Figura 4: Morfologia dei virioni completi e delle particelldifettive[22]

Il rapporto dei virioni completi e le particellefelitive € nettamente a
favore di quest'ultime, che sono da?# 1G volte pili numerose dei virioni nel
circolo periferico. Possono raggiungere concenprai centinaia di.g per ml di
siero. | virioni sono espressione della replicagionentre le particelle subvirali
sono derivanti dalla trascrizione di singoli ORF cecDNA e dalla traduzione di
specificit mMRNA.

Ognuna delle 3 proteine & presente in percerdiiadise nell’envelope del
virione e delle particelle subvirali difettive (fom filamentosa e sferica) (Tabella
1) [23:

Virione Particella difettiva
Completo Filamentosa Sferica

ProteinaS 70% 70% >709
Proteina M 20% 20% 10%
ProteinaL 10% 10% 1%

Tabella 1 distribuzione percentuale delle 3 proteine dell’elope



Ai fini maturativi € di fondamentale importanza rmantenimento della
stechiometria tra proteine L e S, poiché I'eccadsita prima comporterebbe un
accumulo nel complesso di Golgi di HBsAg, impederalta secrezione.

Questo fenomeno si puo verificare a causa di moazlella regione PreS (sia
pre-S1 che pre-S2) che comportano uno sbilanciamglt rapporto tra le varie
proteine.

1.2.4 Gene PreC e C/HBcAg e HBeAg

L'ORF PreC / C contiene 2 domini diversi che srat#rizzano per 2
codoni di inizio della traduzione, distanti 28 cadbuno dall’altro.

Il trascritto che origina dal codone di inizio ime codifica per HBcAg, la
proteina del coreZd], essenziale per la formazione del nucleocapsitepécata
nei processi assemblativi, di reclutamento del pgR& di costituzione del
complesso pgRNA-polimerasi virale, essenziale perage la trascrizione inversa
[25] [26] [27].

La traduzione del trascritto piu lungo da originepalipeptide PreC che
differisce dalla proteina del core per la presedzana sequenza leader di 29
amminoacidi all'estremita N-terminale che ne petméit trasporto nel reticolo
endoplasmatico liscio, da cui, a seguito del clgragdei primi 19 amminoacidi
dell’'estremita C-terminale, viene secreto in ciccobme proteina HBeAg.
L’HBeAg non svolge né un ruolo strutturale né unloufunzionale ai fini della
replicazione virale, ma nonostante questo, la sodyzione e secrezione sono
finemente regolate a livello trascrizionale e tradnale 8] [29] [30].

Bisogna, inoltre, sottolineare il fatto che € umat@ina virale conservata in tutti
gli Hepadnaviridae. Tali evidenze (la fine regotena e la presenza in tutti i virus
della famiglia) suggeriscono un ruolo importanteHBeAg nella biologia degli

Hepadnaviridae, soprattutto per quello che riguéindi@razione tra virus e ospite,

andando a modulare la risposta immune di questiol{B1] [32)].



Sebbene HBeAg e HBCcAg presentino sequenze amndiciae
omologhe, si associano a reattivita antigenicherd e la risposta immunologica
nei loro confronti e regolata indipendentemente.

L'HBcAg e estremamente immunogenico (0,025 mg di cA8 stimola
produzione di anticorpi¢ funziona sia come antigene T-cell indipendenteTh
cell dipendente; & stato dimostrato che innesciem@zialmente risposte di tipo
Th1 [33].

La risposta immune nei confronti di HBeAg, inveee,rigorosamente T-cell
dipendente 33] e preferenzialmente, ma non esclusivamente, aatisposte di

tipo ThO e/o Th2 che stimolano una reazione immntaherogena 34).

1.2.5 Gene P/ Polimerasi

La replicazione di HBV si incentra sull’azione ldepolimerasi virale,
proteina multifunzionale codificata dal gene P, cbeisponde ad un 80% circa
dell'intera sequenza genomica di HBY4].

E composta da quattro domini differenti con spehii attivita enzimatiche:

- il primo, localizzato all’estremita N-terminale, rd@minato primasi o TP
(Terminal Protein), lega covalentemente la sequedizaiconoscimento
all'estremita 5 del pgRNA, garantendo l'inizio telsintesi della catena
negativa del’HBV-DNA B€6] [37];

- il secondo agisce dgpacer anche se non si esclude che possa avere ulteriori

funzioni attualmente non note;

- il terzo € la trascrittasi inversa (RT) dotata ttivéa polimerasica DNA- e
RNA-dipendente 38|, in cui si descrivono 5 regioni (A-E) a livellelie quali
si possono verificare mutazioni che vengono sete#® in corso di
trattamento con analoghi nucleos(t)idici ad aziangvirale;

- il quarto ha attivita ribonucleasica ed € domin#tonucleasi H (RH)39].



1.2.6 Gene X/ Proteina X

La proteina X e codificata dal gene X tramiterlstrizione di un mRNA
di 0,8 kb. L'ORF X e parzialmente sovrapposta abigione P (a livello N-
terminale) e alla regione PreC/C (all'estremitée@rtinale) [L8].
Al momento il ruolo della proteina X non e statacara compreso pienamente,
tuttavia gli sono state attribuite attivita regol@ sulla trascrizione dei geni
virali, senza un legame diretto al DNA(], nella regolazione del ciclo cellulare,
nell'inibizione dei processi riparativi e nella odgzione del meccanismo
apoptotico 1] [42] [473)].
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1.3 Ciclo replicativo

La replicazione virale necessita dell'interazionéus~ospite ed &
caratterizzata da una cascata di processi speeifmnsequenziali, i primi dei
quali riguardano I'adesione del virione sull'epatace il conseguente ingresso
all'interno della cellula.

Solo negli ultimi tempi sono stati meglio comprésneccanismi che regolano

I'adesione, il riconoscimento e linternalizzaziovieale (Figura 5).

Core assembly and
RMA packaging

MENGL | MED 350:11 WWW.NEIM.ORG MARCH 11, 2004

Figura 5 Pathway replicativo di HBV44]
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Nella fase di adesionéel virus alla cellula ospite & stata dimostrata

importanza della porzione N-terminale della piotelarge [45] [46], che
quando mutata rende meno efficiente il processa. recentemente € stato
scoperto che il polipeptide cotrasportatore sodigdcolato (NTCP), un
trasportatore epatico degli acidi biliari, locabta sulla membrana sinusoidale,
oltre che rivestire un ruolo fondamentale nell'ostesi biliare, agisce da
recettore funzionale per HBV e HDM§], e nel caso del primo il legame avviene
a livello del Pre-S147]. E stato dimostrato che inducendo mutazioni del d
legame su NCTP si determinano interferenze talirchecono l'infettivita virale,
aprendo prospettive future nell’ambito terapeutico.

I meccanismo di internalizzazioneella cellula si € dimostrato essere

quello dell’endocitosi. A differenza di altri vir{some adenovirus e parvovirus),
non si hanno alterazioni strutturali conseguenpraktesso endocitico quindi non
e possibile distinguere capsidi di HBV che sonati stendocitati da quelli
neosintetizzati.49]. | capsidi, una volta liberati dall’envelope, @ndgiscono con i
microtubuli dell'epatocita che li trasportano fiab centro di organizzazione dei
microtubuli (MTOC), localizzato in regione peri-reare.

Il passaggio successivo dei capsidi attraversoomhpmlesso del poro nucleare
(NPC), grossa struttura proteica costituita da #ferénti proteine chiamate
nucleoporine (Nups), € mediato dai recettori nucleld trasporto chiamati
importinaa e B. Il primo si lega all’estremita C-terminale delps&de virale, che
presenta anche un segnale di localizzazione necl@dS), e interagisce con
importina B, che facilita 'aggancio del complesso di impoidaz al NPC e |l
conseguente passaggio attraverso il poro nuclééte [

A livello nucleare avviene il completamento deltvaa singola elica del DNA ad
opera delle Polimerasi dell’'ospite con successoiaversione del DNA circolare
aperto in DNA circolare chiuso covalenteme(Bipercoiled DNAo cccDNA)
che si assembla con proteine istoniche sottoforimeosomiale.

I cccDNA serve cometemplate trascrizionale per la RNA polimerasi I
dell’ospite che trascrive:

- gli RNA messaggeri sub-genomici, essenziali pewsifgesi delle proteine

virali
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- I'RNA pre-genomico (pg-RNA), che serve come starppo la produzione di
nuove molecole di DNA virale, ma anche da mRNA lgeproduzione delle
proteine del core e della polimerasi.

La successiva traduzione degli RNA virali avvienelipendentemente in sedi

diverse della cellula: 'mRNA-subgenomico nel retecendoplasmatico portando

alla produzione dell’envelope e della proteina KpgRNA direttamente nel
citoplasma, dove viene anche incapsidato dalleepretdel core in una struttura
denominata pro-virione, nel cui interno e retratra® in DNA ad opera della

DNA-polimerasi RNA-dipendente virale, che ricordamessere collocata

all'estremita 5’ del pg-RNA in corrispondenza diaurstruttura secondaria

chiamata “epsilon” &) che funge da sito di riconoscimento (pregenomic

encapsidation signalbl] [52] (Figura 6).

Epsilon
Polymerase Signal
3182
3100 1
s
5 4+—— 3 5kb—— 3

Figura 6: la polimerasi virale (in blu) € attaccata all’spon del pgRNA

Dopo la produzione di un complesso intermedio RN la polimerasi virale
rimuove lo stampo di pg-RNA grazie alla funzionieoriucleasica e promuove la
sintesi (parziale) della catena complementare diAD(dttivita di polimerasi
DNA-dipendente). La sintesi del filamento S (+) neswra completa perché le
proteine del nucleocapside si legano all’elica ). quindi il genoma virale della

progenie sara circolare, rilassato e parzialmeicggtdnario $3].
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Successivamente al completamento dell’assemblagglionucleocapside, si ha
I'acquisizione dell’envelope dalle membrane delcad endoplasmatico in cui
sono inserite le glicoproteine virali di superficievirione completo puo quindi
essere escreto dall’epatocita.

In contemporanea al processo replicativo l'infeeioda HBV puod
intraprendere una via evolutiva parallela all'imrdell’epatocita: I'integrazione
di pit o meno ampie sequenze nucleotidiche del menwirale all'interno del
genoma della cellula ospitante. Nonostante nomsiarocesso essenziale per la
replicazione, rappresenta comunque un fenomenocaehiene costantemente e
precocemente nella storia naturale dell'infeziddentegrazione non avviene in
siti specifici e pud portare in alcuni casi allatizione e/o all’alterazione di
particolari geni implicati nel controllo e nellagaazione del ciclo cellulare,

rappresentando un potenziale meccanismo patogenagitepatocarcinogenesi

[54] [59].
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1.4 Eterogeneita virale

HBV ha una spiccatissima tendenza alla formazdingopolazioni virali
eterogenee e “quasi specie” virali, visto che dsdrittasi inversa, implicata nella
sintesi del filamento di DNA nascente ha scarsaitattdi proof-reading, quindi
non riesce a correggere eventuali errori (deleziamserzioni e sostituzioni
nucleotidiche). La probabilita di errore & compresal.4 e 2.3 x I sostituzioni
nucleotidiche per sito per anndf], risultando 10 volte maggiore che in altri tipi
di virus a DNA in cui non € presente un intermeadiplicativo ad RNA.

Data I'organizzazione estremamente compatta debrgandi HBV, con regioni
codificanti parzialmente sovrapposte, anche mutazipuntiformi possono
alterare in modo rilevante la regolazione e/o Hesii proteica, quindi il numero
di mutazioni tollerato senza che il virus perdeeitivita e capacita replicativa e
piuttosto limitato $7], pertanto solo una quota estremamente ridottaudive
“quasi specie” potra diventare una popolaziondeidmminante.

La selezione di un “mutante” dipendera dalla capaeplicativa e dagli eventuali
vantaggi selettivi, come la capacita di sfuggira @ressione immunologica e/o
ambientale (ad esempio durante una terapia anéviraon analoghi
nucleos(t)idici) b§].

A tale proposito sono state identificate, a cam= geni S, C e Pol, alcune
mutazioni di sicura rilevanza clinica, per le ingglzioni sulla persistenza virale e

sulla patogenesbp].

1.4.1 Varianti del Gene S

Le proteine dell’envelope dellHBV (HBsAg), codifite dalle regioni
PreS/S della ORF S, rappresentano un bersagliaimiapa importanza della
risposta anticorpale (anti-HBs) neutralizzar@€] [ 61].

Importanti sono le mutazioni che si verificano igello del determinante

antigenico “a” (124-147aa) di HBsAg, che rappreaensia I'epitopo

15



maggiormente riconosciuto dalle metodiche commercigilizzate nella
determinazione di HBsSA@P], che il target del vaccino ricombinan&s].

Le selezioni di varianti virali in tale regione peltbe portare allemergenza di
virus in grado di sfuggire al vaccino, i cosiddé®iscape mutants”. Il primo
isolato virale in cui venne documentata questa izomne presentava una
sostituzione dell’amminoacido Glicina con Arginimaposizione 145 (G145R) e
fu descritto in Italia in un bambino infettatosilldamadre nonostante avesse
sviluppato anticorpi anti-HBs a seguito della gesfsi vaccinaleg4]. Gli studi
epidemiologici non hanno perd dimostrato una temdesignificativa alla
selezione di varianti di questo tipo, tale da dateare la compromissione delle
campagne vaccinali a livello globale.

Successivamente sono state scoperte altre mutaziendeterminano varianti in
grado di eludere la risposta immurgs]f] ma G145R resta la piu comune in
assoluto. Oltre alla regione S anche le porzioatFl e Pre-S2 sono oggetto di
mutazioni, spesso evidenziate in portatori croditifezione pB6]; la piu comune
di questo secondo gruppo riguarda la regione PreSfodifica un epitopo
presentato in associazione con le molecole di MHGasse |, target dei linfociti
T citotossici.

Si ritiene quindi che tali mutanti siano seleziowila pressione immunologica e
che siano importanti nella persistenza virale, pddeprobabilmente condizionare
anche la patogenesi del danno epati6@d| [per I'accumulo di HBsAg negli
epatociti, che da luogo alle cosiddette “groundsgl&ells” (cellule a vetro
smerigliato) £9].

1.4.2 Varianti del Gene PreC/C

La regione PreC/C del genoma di HBV codifica latesi della proteina
nucleocapsidica (HBcAg) e della proteina circolarieg (HBeAg), la cui
secrezione dipende dall’'espressione di una spacsierjuenza segnale codificata
dalla regione PreC e pud essere modulata sia Holitrascrizionale 29] che

traslazionale§9] [67].
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La sostituzione Guanina-Adenosina in posizione 1896896A) € quella con
I'impatto biologico piu significativo di questa fiege, in quanto determina la
conversione del codone 28 della regione Pre-C ircagone di stop (UAG),
bloccando cosi a livello traslazionale la produeidel’HBeAg [69].

La prevalenza di tale mutazione é differente neeidi genotipi di HBV (B, D, E
> C, F > A) e cio risulta essere condizionato dakguenza nucleotidica della
regione Pre-core. Quest'ultima, infatti, oltre aitiocare per le proteine Pre-core,
costituisce il segnale di encapsidazione del pregen €). Quest'ultimo e
caratterizzato da una specifica struttura secoadderivante da un preciso
appaiamento di basi. Lo switch G to A al 1896 pataconsolidamento della
struttura secondaria di(figura 7) per quei genotipi (B, D, E, parte di E),che
hanno una timidina al 1858. Al contrario, nel ggmmtA, che presenta una
citidina in posizione 1858, la comparsa della miot@e G1896A porta alla
destabilizzazione di tale struttura creando unaggio selettivo del mutante
[70].
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Figura 7: Struttura del segnale epsilon con mutazione GBA396
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La produzione di HBeAg e inoltre modulata a liveltascrizionale da sequenze
regolatrici quali il "basic core promoter'(BCP) @& ‘lcore upstream regulatory
sequence"(CURS) 7[]. Mutazioni a livello di queste sequenze regotatri
influendo sul rate trascrizionale del Pre-core mARNono in grado di modulare,
ma non di bloccare, la sintesi del'HBeA{l]. Gli studi di storia naturale hanno
dimostrato come la selezione di varianti difettper la secrezione di HBeAg
(rappresentata, ad esempio nell'area Mediterrgreeal 90% da mutanti G1896A
[69]) sia una costante nel caso dellinfezione e rmalatronica da HBV. In
particolare, tali mutanti iniziano ad emergere @@pena si attiva una specifica
risposta immune, mentre divengono la popolaziomeglente nella fase HBeAg
negativa dell'infezione. Si ritiene che le variahiBeAg difettive siano una
strategia virale volta a garantire la persistenglinfezione e replicazione in

presenza di una specifica risposta immune anteziral

1.4.3 Varianti del Gene P

Le mutazioni del gene P, codificante per la potasevirale, sono state
descritte a partire dall'introduzione della terapan gli analoghi nucleos(t)idici,
la cui azione si esplica attraverso l'interferenaa I'attivita di questo enzima.
Durante tale terapia si possono selezionare nuraziel sito catalitico della
polimerasi che determinano la resistenza a tathdar. La prima ad essere stata
identificata & la sostituzione dellamminoacido imeina con una valina o
isoleucina in posizione 204 (M204V o M2041) nel dom C dell'enzima 2], in
pazienti sottoposti a lamivudina. Questa mutazialtera il legame del farmaco

col sito catalitico della polimerasi impedendonsidattivita di blocco.

In generale la selezione dei mutanti & dipendeaita:d
- fitness replicativa
- disponibilita di uno spazio cellulare per la diffuse della variante

- capacita di controllo immune endogeno dell’ospite.
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1.4.4 Genotipi e sierotipi di HBV

HBV € oggi classificato in 8 genotipi che diffadmo tra di loro per

almeno 1'8%, sulla base dei determinanti antigedicsuperficie. A loro volta i

genotipi si suddividono in sottogenotipi, che diffeono tra loro per il 4% e

mostrano una distribuzione prevalente diversa arskrdell’area geografica@J|

[74].

| genotipi A-H con i relativi sottotipi e distribione geografica sono sintetizzati
nella tabella sottostante (Tabella 2):

GENOTIPI | SIEROTIPI DISTRIBUZIONE GEOGRAFICA
A adw2, aywl| Nord ed Est Europa, Nord America pipilhe
Hong Kong, Africa centrale
B Adw2, aywl Sud-Est Asia, Cina, Giappone
C ayr, adrg-, Sud-Est Asia, Cina, Giappone
adrg+, adw?2)
D adw2, ayw3| Bacino del Mediterraneo, Asia centealadia
E ayw4 Africa sub-Sahariana
F adw4q America Latina, Polinesia
G adw?2 Francia, USA
Solitamente in confezione con genotipo A
H Messico e America Latina

Tabella 2: Distribuzione geografica dei genotipi e sottogepi

Figura 8 Distribuzione geografica dei genotipi di HEY1]
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1.5 Infettivita

HBV é un virus estremamente infettivo. L'infezioped essere trasmessa
sia attraverso il sangue che con gli altri ligudlogici ed € molto frequente che
avvenga tramite contatti interpersonali in ambémiliare.

Nei paesi ad elevata endenfiifrica, Cina e sud-est asiatico) la probabiliia d

esposizione ad HBV nell’'arco della vita superaG¥®e l'infezione si trasmette
soprattutto per via verticale, quindi da madreglidj in epoca perinatal@].

Nelle regioni ad endemia intermediacino del Mediterraneo, Europa orientale)

il rischio di infezione per ogni soggetto varia @4 al 60% e la trasmissione
avviene frequentemente per via orizzontale, tramaatatti intimo-sessuali e
'uso comunitario di oggetti contaminati (qualigsono essere strumenti di igiene
personale come rasoi, spazzolini da denti, etaf [77]. La diffusione
dell'infezione all'interno dello stesso nucleo féianie e frequente.

Infine nei paesi occidentali a bassa endemia (frasiccolloca attualmente anche

I'ltalia), in cui meno del 20% della popolazione & espolstiras nel corso della
vita, la trasmissione interessa prevalentementeppgrua rischio come
tossicodipendenti, soggetti con promiscuita sessy@rsonale sanitario, residenti
in istituti e nuclei familiari dei quali entra arfparte un soggetto portatore cronico
di HBV (ad esempio a seguito di adozion&][[79].
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1.6 Patogenesi e storia naturale

HBV non essendo direttamente citopati@®][produce un’infezione che
non si associa necessariamente con un danno ep@tiesto insorge quando si ha
la risposta immunitaria contro il virus.

L’espressione degli antigeni virali in associaziom®en gli antigeni di

istocompatibilita (HLA) sulla membrana epatocitaparta al riconoscimento

degli stessi antigeni da parte del sistema immsegyito da innesco della risposta

cellulo-mediata e umorale8] [81]. Nei soggetti immunocompetenti in cui si

sviluppa una risposta efficace rivolta verso glitgm virali del nucleocapside

(HBcAg, HBeAg), dell’envelope (HBsAQ) e della pokemasi, si osserva:

- linibizione mediata da citochine, quali IFN-gamm&a TNF-alfa, della
replicazione virale con caduta dei livelli di HBVNA circolante

- una reazione inflammatoria epatica cellulo-medddia determina la clearance
di un numero significativo di epatociti infettatieguita poi dalla progressiva
riduzione/scomparsa del danno necroinfiammatorio

- controllo dell'infezione con sviluppo di immunitamerale neutralizzante
(anti-HBs).

Questa situazione solitamente € osservata neidc&gatite acuta che esitano in

guarigione, mentre, qualora la risposta immune siarsufficientemente efficace,

la persistenza dell'infezione attiva da HBV deteraniun’epatite cronica con

sviluppo pitu 0 meno rapido di fibrosi e progressiam cirrosi epatica.

Se il soggetto infettato non riconosce come estrgh antigeni virali a
causa dellimmaturita (es. esposizione durante \itrauterina) o della
compromissione del sistema immune (congenita o isita)) si instaura una
condizione di tolleranza nei confronti del’HBV cpeo replicarsi ad alti livelli in
assenza di segni bioumorali e istologici di danpatieo. Questa € una condizione
molto frequente in bambini infettati per via vesle da madri HBeAg positive.
Infatti, € stato dimostrato come I'esposizione gesinale al’lHBeAg prodotto
dal’HBV materno induca nel feto la deplezione taidei linfociti deputati al
riconoscimento di antigeni non autologBP]. Si instaura, pertanto, nel neonato

una condizione di tolleranza immunologica nei confrdi HBeAg e HBcAg, che
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rappresentano i principali target immunologici. @aecondizione potra essere
mantenuta per molti anni con persistenza di elelraglli dei marcatori di
replicazione (HBeAg, HBV-DNA), associata alla neg# dei marker di danno
virus-indotto (IgM anti-HBc) 75 [77] [83] e alla normalita degli enzimi di

citolisi epatica.

Ad un determinato momento nel corso della stortanaée dell'infezione, puo
iniziare il riconoscimento degli antigeni virali gearte del sistema immunitario
con il conseguente tentativo di controllo dell'infene che si esplica con
meccanismi analoghi a quelli gia descritti nel estd dell’epatite acuta
autolimitantesi:

- blocco della replicazione virale citochino-mediata

- eliminazione degli epatociti infett8)] [81]

- richiamo dei linfociti attivati

Tuttavia, la minor efficienza e I'assenza di untam® sincronizzata tra le diverse
attivita immunologiche, impedisce di raggiungere waadeguato controllo
sull'infezione da HBV a una quota significativa gazienti. In essi, il continuo
richiamo nel fegato di linfociti attivati, ma pocefficaci nel determinare una
significativa riduzione del carico infettivo, ragsenta il principale momento
patogenetico del danno epatico.

Tale fase di attivazione immune puo persisterenpati anni con un’alternanza di
remissioni e riacutizzazioni che talvolta hanno erem® periodiche8f]. E in
guesto contesto che per effetto della pressioneumotogica vengono selezionate
le varianti virali con mutazioni in grado di di &ie la risposta immune alterando
gli epitopi bersaglio della risposta immunitaridl@e-mediata o arrestando la
sintesi di proteine riconosciute dal sistema immu@eest’ultima modalita é
quella associata alla persistenza della malatiigpagenti con epatite cronica B,
HBeAg negativa / anti-HBe positiv8%], legata alla selezione delle varianti del
PreC inizialmente descritte nei pazienti con infeei sostenuta dal genotipo D
provenienti dal bacino del Mediterrane®6]. La mancata produzione di HBeAg
in queste varianti &€ dovuta principalmente allaamitne G1986A della regione

PreC, in piu del 95% dei casi, che determina urap draslazionale con
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conseguente arresto della sintesi della protéifia Questo tipo di mutante é stato
evidenziato nelle fasi di massima esacerbazione fel@omeni di immuno-
eliminazione precedenti la sierconversione HBe&ganti-HBe, e costituisce la
popolazione virale prevalente nella forma anti-Higsitiva dell’epatite cronica B
[87]. Altre mutazioni, in particolare quelle del BCéhe si riscontrano soprattutto
nei pazienti orientali con infezione sostenuta d@notipo B e C, sono
responsabili della minor della produzione del’lHRgAttraverso una riduzione
dell’attivita trascrizionaleg8].

Quindi, per quanto finora detto, la sieroconversidtBeAg/anti-HBe non
rappresenta sempre il segnale di un acquisito @émimmune sulla replicazione
virale, perché pud essere dovuta al selezionarsiadanti HBeAg difettive a
causa della pressione immune. In questo casolii Mieemici tendono ad essere
piu bassi (valore medio 5 LaglU/mL, range 4-7 Log IU/mL) e fluttuanti,
rispetto a quelli osservati nella fase HBeAg puwait(valore medio 6 Log
IU/mL, range 5-9 Log IU/mL). Talvolta, nel corso del follow-up del panie
con epatite cronica B anti-HBe positiva, i livedii HBV-DNA circolanti possono
addirittura risultare inferiori ai limiti di senglita delle metodiche di laboratorio.
Cio era particolarmente vero quando erano in usdetmiche di semplice
ibridizzazione molecolare (sensibilita 5 LedU/mL), in tal caso la positivita a
basso titolo del marcatore di danno HBV indottdlgnti-HBc tra 0.200 e 0.800
IMx index) poteva rilevare la persistenza di daepatico.

Va infine ricordato che, in un certo numero di calspassaggio dalla fase di

tolleranza a quella di attivazione puo segnarevilgpo di un controllo immune

efficace, che si caratterizza per:

- la sieroconversione HBeAg anti-HBe

- la drastica riduzione dei livelli replicativi (HBYINA persistentemente <2000
IU/mL)

- la normalizzazione delle transaminasi

Quando questa condizione si mantiene costante emepd, il paziente viene

definito portatore inattivo (Inactive Carrier, IC) di infezione da HBV. In cgie

hY

soggetti il rischio di riattivazione & estremamem@sso, ma pud diventare
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significativo in caso di trattamento immunosoppires chemioterapicod?),

che riduce l'efficienza del sistema immune.
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Figura 9 Storia naturale dell'infezione cronica da HBV
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1.7 Quadri clinici di epatite cronica

Negli ultimi decenni, in ltalia, una serie di fait epidemiologici hanno
contribuito a modificare sia la prevalenza assotigiepatite cronica B che la
prevalenza relativa delle due forme, HBeAg posigwanti-HBe positiva.

Fino agli anni 70 c’era una prevalenza della foridBeAg positiva, che
rappresentava piu del 55% dei casi cronici. Attuwalta in Italia il 10-12% delle
epatiti croniche di nuova diagnosi sono causateHBW e circa il 90% é anti-
HBe positiva.

A questo cambiamento epidemiologico hanno contidbgia la riduzione dei
nuovi casi di infezione sia 'aumentata accuratediagnostica con la quale sono

identificati i pazienti anti-HBe positivi.

1.7.1 Epatite cronica HBeAg positiva

L'infezione perinatale con virus “wild-type” geramente induce una
lunga fase di immuno-tolleranza, gia descritta cama fase con viremia elevata
in assenza di attivazione immunologica e dannocgéiammatorio 89].
Solitamente nella fase delladolescenza la maggame dei poertatori passa
spontaneamente alla fase di immuno-attivazioneigpdando un danno epatitico.
In assenza di cio si puo arrivare ad osservaranaminoranza di casi, pazienti
adulti che rimangono immuno-tolleranti per tempi pinghi.

Circa il 50-70% dei pazienti italiani giovani atuHBeAg positivi alla
diagnosi, sieroconverte spontaneamente nel corgm dollow-up di 5-10 anni,
con normalizzazione delle transaminasi e terminel dprocesso
necroinflammatorio 90]. Fattori predittori positivi sono: gli elevativilli di
transaminasi, il sesso femminile ed la maggiore eta

Coloro che non va incontro a siero conversionentgyea, mantengono
un’attivita necroinflammatoria marcata con frequespisodi di esacerbazione
necrotica, che associa ad un elevato rischioatinessione della malattia. E stato

stimato che il tasso annuale di progressione asiirsia del 2-5.5% e che
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lincidenza annua di complicanze cliniche della rasi (ittero, ascite,
sanguinamento di varici, encefalopatia epaticadreime epato-renale) e di

epatocarcinoma sia rispettivamente del 3.3% e %el[20].

1.7.2 Epatite cronica anti-HBe positiva

Gli studi clinici che hanno caratterizzato il plofdell’epatite cronica B
anti-HBe positiva sono stati svolti prevalentememéé bacino del Mediterraneo,
area ove Vi € una netta prevalenza del genotipeDguale la mutazione G1896A
a livello del Pre-C e la principale responsabildladeiduzione della sintesi
del’lHBeAg, che ¢ alla base di questa varianteicdiniell’epatite B.

Solitamente si tratta di soggetti che hanno actuisnfezione in epoca infantile,

come é suggerito dalla:

- frequente presenza dell'infezione da HBV a livédmiliare

- assenza di fattori di rischio maggiori, come I'esipmne parenterale e i
rapporti sessuali

- storia di pregressa HBeAg positivit@].

In questa tipologia di pazienti I'epatite cronicacdrre quasi sempre in maniera

silente anche per 30-40 anni, raggiungendo lo ateidiotico ad un’eta media di

45 anni; successivamente circa il 25% progredisteuna decade verso le

complicanze della cirrosBf].

L’andamento della malattia anti-HBe positiva eialite, e, in base alle
fluttuazioni delle transaminasi e della replicagovirale. viene distinto in tre
profili principali caratterizzati da:

- periodiche esacerbazioni necrotiche alternate iadiagmissione biochimica
con completa normalizzazione della citolisi epaticacui i valori di HBV-
DNA usualmente scendono sotto 5 log IU/mL

- periodiche esacerbazioni necrotiche senza fagimlissione biochimica

- costante alterazione della citolisi
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Il monitoraggio ravvicinato di questi pazienti hamdstrato come le
periodiche esacerbazioni necrotiche siano sempeedute da un aumento dei
livelli di replicazione virale e seguite da un zaldei livelli sierici di IgM anti-
HBc, che costituiscono un marcatore surrogato dindavirus indotto 91].
Mentre le fluttuazioni della viremia ed i picchitaitici possono essere eventi
estremamente fugaci, gli anticorpi hanno una emiwitu lunga e pertanto |l
riscontro di aumentati livelli di IgM anti-HBc innusoggetto con infezione da
HBV in temporanea fase di remissione biochimicadapettare la presenza di un
danno epatitico ricorrenteB83]. Uno studio nel quale sono stati seguiti per un
periodo medio di 6 anni 164 pazienti anti-HBe pes(tL02 con quadro istologico
basale di epatite cronica e 62 con cirrosi in st&hild A), ha dimostrato che il
50% dei soggetti con epatite cronica al basaler{etdia 36 anni) ha sviluppato la
cirrosi nel corso dell'osservazione, mentre so8%l’ dei pazienti ha avuto la
risoluzione dell’epatite, conseguita in tutti i gdsanne uno, grazie al trattamento
con interferoneq1]. | fattori associati ad un maggior rischio di gressione sono
risultati essere:

- leta,

- la presenza di steatosi,

- la tendenza ad avere viremia sempre dosabile camictee di

ibridizzazione (superiore a 5 Log IU/mL),

- il profilo virologico associato alla persistente tesghzione delle

transamiansi con esacerbazioni intermittenti.

Il trattamento con interferone si & dimostrato iadp di rallentare la progressione
di malattia anche nei pazienti con cirrosi, per oai trattati solo il 22.6% ha
sviluppato complicanze nel corso del monitoragyfa. comunque sottolineato
che, complessivamente, solo il 13% dei pazientidiiaha ottenuto una risposta
virolgica sostenuta con l'interferone. L’eta e l@genza di fluttuazione delle IgM
anti-HBc (condizione associata ai picchi necrofitiercorrenti, con o senza
normalizzazione delle transaminasi) sono risultéttori associati alla
progressione della cirrosi7f]. E’ interessante notare come la condizione che
favorisce la progressione della malattia nella fasdgale di epatite cronica € la

presenza di florida replicazione virale associatastante attivita di malattia con
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0 senza i picchi necrotici ricorrenti, mentre quaugdgia instaurata la cirrosi sono
gli episodi di esacerbazione che favoriscono Iduppio delle complicanze
cliniche [74]. La spiegazione di cio risiede nel fatto che perpaziente cirrotico
una necrosi severa, come quella che si osseryarofdb di malattia a picchi, puo
causare una grave compromissione funzionale cangs®aso clinico e indurre un
forte stimolo rigenerativo con promozione neoptasti

La risoluzione spontanea del danno epatico con isiggpne di un efficace
controllo immune dell'infezione € un evento assdidquente nell’epatite cronica
B anti-HBe positiva T4]. La mortalitd a 5 anni dei pazienti con epatitenica
senza cirrosi e dello 0-2%, mentre sale al 14-208 soggetti con cirrosi
compensata e al 70-80% nei cirrotici che hannoagi#to episodi di scompenso
[90].
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1.8 Diagnosi

La florida produzione di antigeni (HBsAg e HBeA@ darte dellHBV e
la conseguente risposta anticorpale (anti-HBc;ldBs, anti-HBe) hanno favorito
lo sviluppo di tecniche immunometriche che hannomasso di affinare
notevolmente la diagnostica dell'infezione e detlalattia da HBV, molti anni
prima che le metodiche di biologia molecolare esseso nell'uso corrente del

laboratorio di virologia clinica.

Dagli anni '80 in poi l'introduzione di metodicheeipla determinazione
dell'acido nucleico virale (HBV-DNA), con sensikidi sempre crescente, ha
ulteriormente contribuito a migliorare la gestiotel portatore di infezione da
HBV [85]. Nello specifico, le metodiche suddette consemtdn rispondere ai
principali quesiti diagnostici:

- il soggetto é stato esposto al virus?
- il soggetto & immunizzato?
- il soggetto e infetto? Se si, presenta replicaziirede e/o malattia epatica

virus indotta?

La Tabella 3 permette di spiegare il significato mlencipali marcatori diagnostici

utilizzati per HBV.

MARCATORI VIRALI CATEGORIE DIAGNOSTICHH
Anti-HBs Immunita
Anti-HBc Esposizione
HBsAg Infezione
HBV-DNA, HBeAg Infezione /Replicazione
IgM anti-HBc, HBV-DNA* Malattia HBV-indotta

Tabella 3 Significato clinico dei markers sierologici di NB
* Livelli di HBV-DNA >2.000 IU/mL nei soggetti HBeAg mgmtivi e >20.000 IU/mL nei soggetti HBeAg

positivi sono indicativi di epatite cronica B
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1.8.1 Diagnosi sierologica di primo livello

Un soggetto che presenta nel suo organismo ilsviiene definito
portatore dell'infezione da HBV. Il virus viene midicato mediante la
dimostrazione della presenza dell’antigene di diger(HBsAg) nel siero, o0 in
caso di assenza di quest’ultimo, tramite la preselet HBV-DNA nel siero o nel
fegato. Nel primo caso si parla di infezione con@#a, nel secondo di occulta.

La diagnosi dellhfezione conclamata si basa sulla dimostrazione
del’lHBsAg nel sangue. La determinazione degli genti € influenzata
dall’'affinita e dall’'avidita di riconoscimento d&hticorpo presente nel test.
Bisogna tener conto della possibile presenza dellstazione G145R che
renderebbe meno rilevabile HBsAg, quantomeno datepali alcuni kit
commerciali.

La diagnosi diinfezione occultasi basa, invece, sulla dimostrazione di
HBV-DNA nel sangue e/o nel fegato di soggetti HBsAggativi. Questo tipo di
infezione suscita interesse sia per quanto rigulardeudio della biologia del virus
che per le implicazioni cliniche, soprattutto peretio che concerne il rischio di
riattivazione dell’'epatite B in pazienti immunocoromessi, come quelli
sottoposti a chemioterapia, e per il possibile sudl cofattore del’lHBV in
pazienti con epatopatia cronica di altra eziologia.

Attualmente pero le criticita che sussistono ndlignosi di infezione occulta, in

termini di assenza di protocolli e metodiche stadidaate, invasivita del prelievo

bioptico e possibili errori di campionamento nomnpettono di considerarla una
pratica “routinaria”. Pertanto, nella pratica atiaaiil medico deve ricordare che:

- i soggetti con positivita dei marker di avvenutpaszione ad HBV (anti-HBc
positivi) hanno elevata probabilita di manteneaede del virus nel fegato;

- linfezione da HBV e distinta in diverse fasi a geda della presenza in
circolo degli antigeni o degli omologhi anticorpiBsAg / anti-HBs, HBeAg /
anti-HBe. Si deve pero tener conto che immunocosspldg-Ab possono
essere presenti sia molto prima che dopo la sierversione, quindi ne

consegue che: bassi titoli di anti-HBsssono indicare sia la persistenza di

una risposta anticorpale anni dopo I'esposizionémagmia, andata in
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risoluzione, che un’infezione cronica con bassapremne antigenica, mentre

alti titoli di anti-HBsci indicano una risposta anticorpale spiccatassenza di

significativa produzione antigenica.

Per quanto riguarda I'anti-HBc, considerando itdathe HBcAg non circola
in forma libera nel sangue, abbiamo che :

- bassi titoli di anti-HBdndicano una minima o assente esposizione antigeni

- alti titoli di anti-HBc sono espressione di suggestiva e significativa

stimolazione antigenica

Per tale ragione la presenza di titoli medio-aii/(00) di anti-HBc associato a
negativita di anti-HBs pud essere la spia di uearne occulta (Occult HBV

Infection, OBI). Pertanto, in caso di immunosoppr@se o chemioterapia, i

soggetti con profilo sierologico di pregressa espose ad HBV devono essere
monitorizzati per cogliere precocemente I'eventudl®mparsa di infezione

conclamata e/o sottoposti a profilassi antivirale.

Nel soggetto con infezione da HBV deve sempre esssclusa la presenza
dell'infezione da HDV con la ricerca degli anticogmti-HDV.

Riassumendo abbiamo (Tabella 4):

Bassi titoli Alti titoli
Anti-HBs Persistenza Ab da esposizione
pregressa andata in risoluzione  Risposta Ab spiccata senza
oppure significativa produzione residua
infezione cronica con bassa
produzione antigenica
Anti-HBc  Minima/assente esposizione Significativa stimolazione antigenica

antigenica

Tabella 4 Interpretazione dei markers anticorpali
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1.8.2 Diagnosi sierologica di secondo livello: cttexizzazione
dell'infezione e identificazione del paziente conafattia

epatica da HBV

La storia naturale dell'infezione e della malattia HBV €& influenzata
dall'interazione tra virus e sistema immune depits, e in base ai diversi
equilibri dinamici raggiunti, come gia descrittoepedentemente, si distinguono
tre fasi principali, corrispondenti a specifici filiovirologici e biochimici:

- immuno-tolleranza: caratterizzata da elevati livelli di HBsAg e HBWNA,
in assenza di significativo danno epatico per €ags di risposta immune
specifica P2 [93]; € usualmente associata ad HBeAg positivita;

- immuno-attivazione: presenta riduzione dei livelli di HBsAg, fluttuani
marcate della viremia e con diversi gradi di infraazione epatica,
conseguente all’attivazione del sistema immune; @sgere associata sia ad
HBeAg positivita che ad anti-HBe positivita;

- immuno-controllo: prevale la risposta immune competente ed efficdee c
determina riduzione del cccDNA intraepatico e/sub blocco funzionale con
riduzione della replicazione virale e dellHBsAgaolante senza l'induzione

di un significativo danno epatico. E’ sempre asstacad anti-HBe positivita.

La caratterizzazione del profilo virologico nel taiore cronico di HBsAg e
finalizzata a:
- definire la fase di infezione,
- stimare il rischio evolutivo in caso di epatite
- valutare la necessita 0 meno del trattamento aalkvi
A tale scopo si determinano proteine (antigeniidianucleici virali e la risposta
immunologica umorale (anticorpi) del soggetto it#tt; il pattern di tali
marcatori risulta dall’equilibrio virus/ospite, varnel corso dell'infezione e nel
tempo nello stesso individuo. L'unico marcatore aler che descrive una
caratteristica costitutiva del virus infettanté genotipo.

L’HBV-DNA rappresenta l'unico marcatore di infezere replicazione

virale che indica anche la presenza di malattidiepairus indotta. Secondo le
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linee guida dellAASLD e dellEASL 94] il cut-off di 2000 IU/mL serve per

distinguere:

- infezione attiva: quando >2000 IU/mL associa solitamente alla przseh
malattia epatica nel soggetto anti-HBe positivo BeAg positivo in fase di
Immuno-attivazione;

- infezione inattiva: quando persistentemente <2000 IU/mL associa alla

assenza di malattia epatica nel soggetto anti-Hi3dipo

Inizialmente il cut-off che distingue tra infezioa#tiva ed inattiva era stato posto
a 20000 IU/mL. Tale limite, tuttavia, includeva umaota significativa di pazienti
anti-HBe positivi con infezione attiva, il 40% deguali presentava fluttuazioni
importanti della viremia, che pero solo occasioraite potevano scendere <2000
IU/mL. Tuttavia, l'abbassamento della soglia a 2000/mL classifica
automaticamente come malati tutti i portatori coamsda replicazione virale
(compresa tra 2000-20000 IU/mL), che generalment& mpresentano un
significativo danno epatico HBV-indotto.

Nel soggetto anti-HBe positivo I'accurata definizéodello stato replicativo si
ottiene effettuando piu misurazioni del valore 't#lV-DNA durante un periodo
di osservazione che deve essere almeno di 12 rmascadenza trimestrale. In
questo modo e possibile scoprire eventuali risdigiia viremia e identificare cosi

il soggetto con vera infezione attiva.

Come ampiamente dimostrato in altri ambiti della dro@a, I'uso
complementare di piu marcatori con diversi sigaificbiologici permette un
migliore inquadramento diagnostico. Nel caso spaxiflella gestione clinica del
paziente con epatite da HBV in aggiunta al’HBV-DNAegli ultimi anni, ha
preso piede anche la quantizzazione dellHBsAg otartte (HBSAQ),
assumendo un ruolo rilevante nella definizionead&dtato di malattia” 5] [93].
Sappiamo, infatti, che i livelli circolanti di HBA variano in maniera
significativa nelle varie fasi infettive: tendono ralursi progressivamente dal
periodo di immuno-tolleranza (4.5-4.96 leguUl/mL) a quello di immuno-
controllo/bassa replicazione virale (2.86-3.09:4dg/mL) [96] [97]; quanto piu
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sono bassi i valori di HBsAg tanto € maggiore ihizollo immune dell'infezione
[96] [93]. Infatti, uno studio condotto su piu di 200 sotgigportatori di HBsAQ,
anti-HBe positivi, con infezione sostenuta dal ggrmo D, ha dimostrato come
bassi livelli di HBsAg (<1000 IU/mL) correlino cdo stato di inattivita e che la
misura combinata, in un singolo punto, di HBV-DNAHBsAQ, utilizzando un
cut-off di 2000 IU/mL per 'HBV-DNA e di 1000 IU/mlper I'HBsAg, identifichi

il portatore inattivo ifactive carrier IC) con un’accuratezza diagnostica del
94.3% (sensibilita 91.1%, specificita 95.4%, VPPO8@, VPN 96.7%) 998]. Tali
dati sono stati recentemente confermati su casesticientali in portatori infettati
da genotipo B e COf.

Gli anticorpi IgM anti-HBc sono il marker di danndBV indotto
universalmente utilizzato nella diagnostica del#fe acuta, mentre nella
valutazione dell’infezione cronica e stato dimastreome livelli di IgM anti-HBc

>0,200 IMx index o >7 U PEI correlino con la preza di epatite cronica B).

Per I'inquadramento del portatore di infezione d\t+i effettua :

- ricerca di HBeAg e anti-HBgrazie alla quale possiamo distinguere in
o0 HBeAg positivo > portatore in fase di tolleranza o di attivazione
o Anti-HBe positivo - portatore in fase di attivazione o di controllo

- dosaqggio quantitativo di HBV-DNA&he nel caso di

0 portatore HBeAg positivo non ci permette di distinguere se
soggetto € in fase di tolleranza o di attivaziommche se
solitamente il soggetto tollerante presenta livelliremici
stabilmente elevati (>fau/mL)

0 portatore anti-HBe positivo con valori di viremia >20000
(IU/mL) si considera un paziente con epatite cranB; mentre
quando si hanno valori <20000 IU/ml necessitiamalmheno 12-
18 mesi di follow up trimestrale associato alla mjirzazione
del’lHBsAg
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- dosaggio quantitativo di HBsAche nel caso di:
o portatore HBeAg positivo livelli di HBsAg >50000 IU/mL

identificano il portatore in fase di immuno-tollaEa se si
associano a livelli viremici elevati (>10U/mL), mentre nel
paziente con epatite cronica i valori tendono arsdgradualmente
stabilizzandosi su 25000-10000 1U/mL
0 portatore anti-HBe positivo, come accennato in precedenza,

contribuisce significativamente alla diagnosi drtptore inattivo
che di solito presenta livelli di HBsAg <1000 IU/mimentre
nell’epatitico cronico i valori tendono ad esseoepresi tra 1000-
9000 IU/mL P8g].

A completamento diagnostico si pud anche esegudesaggio delle IgM

anti-HBc (se eseguibile con metodiche di adeguata senailailitlitica), che nel
caso di:
- portatore HBeAg positivo permette di distinguere il soggetto
o in fase di tolleranza con IgM anti-HBc negativo
o in fase di attivazione (epatite cronica) con IgMi-&Bc positivo
- portatore anti-HBe positivo permette di distinguere il soggetto
o in fase di attivazione (epatite cronica) con IgMi-&fBc positivo
0 portatore inattivo con IgM anti-HBc costantemente dosabile

Riassumendo abbiamo (Tabella 5) :

HBeAg positivo Anti-HBe positivo
HBV-DNA  Solitamente non ci permette >20000: epatite cronica B
(IU/mL) di distinguere immunotollerante < 20000: follow-up trimestrale per

da epatite cronica, a meno ch#2-18 mesi in associazione |a

non gqHBsAg
sia> 16 > immunotollerante
gqHBsAg >50000: immunotollerante 1000-9000 epatite cronica B
(IU/mL) 25000-10000 epatite cronica B <1000: portatore inattivo
IgM anti- Negativo: immunotollerante Paositivo: epatite cronica B
HBc Positivo: epatite cronica B Negativo: portatore inattivo

Tabella 5: Interpretazione dei markers sierologici
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1.9 Terapia

La terapia antivirale si incentra su una priorgaauta, cioe il prevenire la

progressione dell’epatite cronica verso un quatimod¢icatriziale cirrotico e della
cirrosi (se gia presente) verso le sue complicatinéche (ascite, encefalopatia
epatica, rottura varici...), mediante il controlldltefezione e della replicazione
virale.
Possiamo perseguire questo obiettivo grazie aliwaggnento di un nuovo
equilibrio tra virus e sistema immunitario dell'dgpper I'acquisizione di una
maggiore competenza da parte del sistema oppure cantinua inibizione
farmacologica della replicazione viral].

Per il trattamento dell’epatite B abbiamo attualteea nostra disposizione

6 farmaci rimborsabili dal SSN e suddivisibili irc&ssi distinte:

interferone alfa ricombinante (peg-IFNa2a)
- inibitori della polimerasi virale : Lamivudina, Adefovir dipivoxil, Entecavir,

Telbivudina, Tenofovir

Con i farmaci disponibili al momento abbiamo 2 tipapproccio:

- trattamento curativo che ha come obiettivo quello di ottenere la guang
tramite il raggiungimento di un controllo stabilelltinfezione tramite un ciclo
a tempo determinato. Solitamente si effettua taraoin IFN, dotato sia di
attivita antivirale che immunomodulatricel(0 [101], che permette di
modificare equilibrio a favore del sistema immune;

- trattamento soppressivo che mira a sopprimere il processo
necroinflammatorio bloccando la progressione delidattia; € attuabile con
la somministrazione, a tempo indeterminato, conngfiitori della polimerasi
virale.

Il primo dei due ha una probabilitd di successo wga dal 15-35% e subisce

I'influenza di fattori legati al tipo di epatite {nore nella forma HBeAg negativa

rispetto alla HBeAg positiva) e allo schema terajgeuadottato 94].

Tra i pazienti che raggiungono una risposta virmagsostenuta (SVR), che

possiamo definire come :
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- raggiungimento della sieroconversione HBe®antiHBe,
- caduta dei livelli viremici <20000 1U/mL
- spegnimento del danno inflammatorio epatico
si osserva negli anni successivi al trattamento elevato tasso di perdita
del’lHBsAg con sieroconversione ad anti-HBs (comsprdra 40-80%) che é
indicativo del raggiungimento di un estremamenévatio controllo dell’infezione
[94].

L’efficacia del secondo approccio e influenzatdadabtenza del farmaco
e dalla rapidita con cui viene sviluppata resistée(@mn mutazioni geniche che
selezionano varianti virali resistenti); per quasttivi il farmaco antivirale ideale
sarebbe uno altamente potente e con elevata laage@retica, che permette di
“schivare” il meccanismo di resistenZBOp]. Appartengono a questa categoria gli
analoghi nucleos(t)idici di ultima generazione @Eavir e tenofovir), che
rappresentano il farmaco di scelta per il trattaimsoppressivol02).

Essendo stato ampiamente dimostrato che lattim&zidei recettori toll-like
(TLR) e la produzione dell'interferone (IFN) commiscono al controllo
dell'infezione, recentemente sono stati preserddtuni studi pre-clinici che
dimostrerebbero la potenziale efficacia di farmegonisti per i recettori toll-like
(TLR) nel trattamento dell’epatite cronica da HBMfine, con l'identificazione
delle molecole effettrici attivate dalle vie di sedpzione di IFN e TLR, in
particolare di quelle coinvolte nell'eliminaziontbco trascrizionale del
cccDNA, si potranno identificare nuovi target maleei per lo sviluppo di
farmaci anti-HBV [L04].
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2. SCOPO DEL LAVORO

Nelle ultime decadi a causa degli importanti cammaati epidemiologici
che hanno interessato l'infezione cronica da HB¥ttén riduzione, grazie ai
programmi di vaccinazione, della trasmissione @ale di HBV, causa
principale della cronicizzazione dell'infezione,nseguente riduzione dei nuovi
casi con aumento della prevalenza dei portatoieaiz portatori cronici HBeAg
negativi sono diventati prevalenti in molte are®gyafiche, incluse Europa e
Italia [104] [105 [104 [107].

Lo spettro delle possibili condizioni cliniche assde alla fase HBeAg
negativa/anti-HBe positiva dell’'infezione cronica HBV e variabile: si va dallo
stato di portatore con infezione inattivagctive carriet IC) con livelli viremici
persistentemente <2000 IU/mL e senza malattia gatte attiva HBV-indotta, a
quello di portatore cronico attivo con infeziongivat ed epatite Ghronic
Hepatitis B CHB) [108], nel quale i livelli viremici sono usualmente XD
IU/mL. Un quadro intermedio, infine, &€ rappresemtala pazienti in cui si
riscontrano livelli di viremia compresi tra 200068® IU/mL; questa condizione
di portatore attivo con bassa viremiay Viremic-Active CarrierLV-AC), non
e ancora chiaro se rappresenti una fase transdobassa replica in un paziente
con epatite cronica B oppure se sia una fase daggso verso una condizione di
infezione inattiva 94).

In diversi studi, condotti prevalentemente in oedi, € stato dimostrato
come la sopravvivenza dei portatori inattivi (IC)paragonabile a quella della
popolazione generale non infetta, almeno negliistudoorte effettuati nei paesi
occidentali 82], mentre, nei pazienti con epatite B (portatativati infezione) il
tasso di progressione annuale verso la cirrosievégimato tra 2,8% e 9,7%9]
[91] [109 [11Q [11Y [113. | trattamenti antivirali attualmente disponibili
spengono il danno epatico e riducono la tendenatuteva dell’epatite cronica a
cirrosi, pertanto € fondamentale identificare cbaraente i pazienti con epatite
cronica (CHB) e trattarli precocemente o, comunguigna dello sviluppo di un
quadro cirrotico 113. Tuttavia la diagnosi differenziale tra malatoHE) e
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portatore inattivo (IC) e talvolta problematicaparticolare nel soggetto HBeAg
negativo, poiché I'epatite cronica HBeAg negativespesso caratterizzata da
fluttuazioni significative della viremia e delleatrsaminasi, con riduzioni
intermittenti dei livelli di HBV-DNA anche <2000 WhL e normalizzazione
prolungata dei valori di citolisi epatic81][114[115. Quindi al fine di garantire
un’accurata diagnosi differenziale & necessaridrotiare i livelli di HBV-DNA

e delle transaminasi per un periodo di almeno 12irfi04[119[116, con
controlli almeno trimestrali. 1l dosaggio quaniivat della viremia &
indispensabile in quanto gli enzimi di citolisi n@@no marcatori specifici di
danno virus-indotto e le loro fluttuazioni possoessere causate anche da co-
fattori di danno epatico non-viralL17].

| livelli di viremia <2000 IU/mL sono universalmente considerati dalle
linee guida internazionali e nazional®4 [119 come valore soglia per
identificare la fase di infezione inattiva nel f@ore HBeAg negativo. Tale
soglia € stata identificata grazie ad uno studi@atirte condotto su un’ampia
popolazione orientale seguita prospetticamenteoftee 10 anni: il livello di
viremia osservato al basale fu messo in correl&zioon gli esiti clinici nel
tempo, il limite principale del lavoro e dovuto alsingola misurazione della
viremia, che come abbiamo visto € invece soggaltaeno in un sottogruppo di
pazienti ad ampie fluttuazioni.

In effetti, in letteratura, sono presenti studi descrivono la riattivazione
della replicazione e del danno epatico in soggeitialmente classificati come
portatori inattivi L18§[120[121]. Tuttavia lI'incidenza di tali riattivazioni ristd
essere  piuttosto  variabile  nelle  casistiche  esamina (0-23%)

[122[123[124[ 129 [126.

by

Lo scopo del lavoro e stato quello di studiare tarig naturale
dell'infezione da HBV in una coorte di 153 portatoronici, HBeAg negativi,
con viremia<20000 IU/mL e transaminasi nella norma alla primmaepvazione e
seqguiti prospetticamente. Sono stati valutati Bsnento virologico e clinico nel

lungo termine, per identificare i fattori assocmlta transizione:
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da infezione conclamata ad occulta (perdita delsA sierico con o senza
sviluppo di anti-HBs),

da infezione attiva a bassa replica (viremia serd@900 1U/mL) ad inattiva
(viremia sempre2000 1U/mL)

infezione inattiva ad attiva (riattivazione).
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3. PAZIENTI E METODI

3.1 Casistica

Nel periodo compreso tra Gennaio 2000 e giugno 2@resso I'Unita
Operativa di Epatologia dellAzienda Ospedalieravdrsitaria Pisana sono stati
valutati 257 portatori cronici di HBV, HBeAg negatanti-HBe positivi, con
livelli viremici <20000 IU/mL, transaminasi nei limiti di norma (<@@L), senza
marcatori di avvenuta esposizione ad HDV, HCV e ldl¥ltri co-fattori di danno
epatico (positivita per autoanticorpi o introduaogtanolica >20 g/die). Di essi,
153 (59.5%) sono stati arruolati nello studio, mentrestanti 104 portatori non
lo sono stati in quanto: 31 soggetti non hannotpagarantire il monitoraggio per
difficolta logistiche (residenti fuori regione);0hon hanno rispettato la schedula
di monitoraggio per essere inclusi nello studiop&ienti hanno iniziato una
terapia antivirale profilattica per concomitantelgematica onco-ematologica. Lo
studio e stato approvato dal Comitato Etico Ospextak ciascun paziente prima

di iniziare qualsiasi procedura diagnostica haditorun consenso informato.

Per tutti i soggetti al basale sono stati raccoltiati demografici (eta,
sesso, paese di origine); virologici (HBV-DNA e HR®pquantitativi genotipo);
biochimici (transaminasi, indici di funzionalita &jra); strumentali (elastografia
epatica (FibroScan), disponibile presso I'UO Emafial dall’aprile 2004, nei
pazienti seguiti dal 2001 e stato considerata ctragale la prima indagine
disponibile da quella data, ed ecografia addom)nale
| parametri virologici (HBV-DNA) e biochimici (ASRLT, GGT e APh) sono
stati controllati ogni 3 mesi nel primo anno, o@i6 mesi successivamente.
L'HBsAg quantitativo, la funzionalita epatica, #istometria e I'ecografia epato-

pancreatica sono state effettuate annualmente.
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Alla fine del primo anno di monitoraggio i soggesttino stati classificati come:

Portatori inattivi (Inactive Carriet IC) in caso di livelli sierici di HBV-DNA
persistentemente <2000 IU/mL e ALT costantementenab (<40 U/L);
Portatori attivi con bassi livelli viremici (Low viremic - Active Carriers
LV-AC) se livelli sierici di HBV-DNA compresi tra @0-20000 1U/mL con
transaminasi normali (<40 U/L);

Portatore attivo di epatite cronica da HBV (Chronic Hepatitis BCHB) se
HBV-DNA >20000 IU/mL e ALT fuori dal range normae40 U/L).
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3.2 Test sierologici

| livelli sierici delle transaminasi (AST/ALT), dégindici di colestasi
(GGT e fosfatasi alcalina), dei marcatori di fumabta epatica (albumina,
bilirubina totale e frazionata, tempo di protrondirpseudocolinesterasi) sono
state misurati su campioni freschi tramite procedwutinarie del laboratorio di
biochimica dell’Azienda Ospedaliero Universitarisdha. La determinazione di
HBsAg e HBeAg e anticorpi nei confronti di HBsAan(i-HBs), di HBcAg (anti-
HBc), di HBeAg (anti-HBe), di HDAg, HCV e HIV e gt effettuata mediante
metodiche immunometriche commerciali (Abbott Laborias, N. Chicago, IL,
USA) presso il Laboratorio Trapianti del’AOUP (DRrecisi).

La determinazione quantitativa dellHBV-DNA e staffettuata con il
sistema COBAS Amplicor Monitor 2.0 HBV assay (Rodbiagnostic Systems
Inc, Mannheim, Germany) con un limite inferioreseénsibilita di 200 copie/mL e
un range di linearitd compreso tra 200 e 20000e¢omii (fattore di conversione,
5,82 copies = 1 IU) fino al 2005 e poi col sisteB@BAS TagMan assay, con una
sensibilita di 12 IU/mL, e un range dinamico di 6@ x 16 IU/mL. La
genotipizzazione HBV e stata eseguita tramite sezjamento diretto della
regione HBs codificante per l'antigene S "small'egso il laboratorio di
Fisiopatologia Epatica e Digestiva dellUO Epatadog

HBsAg e stato quantificato, presso il laboratdalid-isiopatologia Epatica
e Digestiva dellUO Epatologia, utilizzando il sista Architect HBSAg assay
(Abbott Laboratories, N. Chicago, IL, USA; con wamge dinamico di 0.05-250.0
IU/mL) dopo diluizione 1:100. I campioni con livelli HBsAg >250.0 1U/mL
alla diluizione 1:100 sono stati ritestati con lduidione 1:1000, mentre i
campioni con livelli di HBsAg <0.05 IU/mL alla dizione 1:100 sono stati

ritestati non diluiti.
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3.3 Analisi statistica

| valori numerici sono stati espressi come valoedmni e range. | valori

di HBsAg e HBV-DNA sono stati riportati in formalogaritimico.

Le differenze tra i sottogruppi sono state anatezesando ilChi-square
test per le variabili categoriche eU:test di Mann-Whitney o il Test di
Kruskall-Wallis per le variabili continue. Sono stati considesagnificativi i
valori di P <.05.

Per identificare i fattori indipendentemente assballa perdita dellHBsAg
nell’ambito dei portatori inattivi (IC), le variabirisultate significativamente
associate alla perdita dellHBsAg all’analisi umnea e quelle con trend di
significativita (P<.20) sono state considerate’aedlisi multivariata fegressione
logistica binaria). Lo stesso criterio e stato utilizzato per I'asiamultivariata
mirata alla identificazione dei fattori indipendemtente associati:

- alla presenza di livelli basali di HBsAg >1000 IU/mmei portatori inattivi

(1C),

- alla transizione dalla condizione di portatori\atd bassa replica virale (LV-

AC) a quella di portatori inattivi (IC).
L'elaborazione dei dati e I'analisi statistica sostate effettuate utilizzando i

seguenti softwareMicrosoft Excel (versione 2003, Microsoft Corporation,
Redmond WA, USA ) &PSS(versione 20, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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4. RISULTATI

4.1 Caratteristiche della casistica alla prima osseazione

positiviiHBeAg negativi/anti-HBe positivi,
presentavano livelli di HBV-DNA220000 IU/mL e transaminasi nei limiti di norma

Nello studio sono stati seguiti prospetticament& Jmrtatori HBsSAg

che allaprima osservazione

(Tabella n.1): I'eta mediana eraddi.2 anni (20.5-79.2) e il 32.0 % aveva uneta
anni; 92 (60.1%grano di sesso maschile. Centoventidue (79.7%afoorerano di

origine italiana, mentre dei 31 stranieri, 25 (26)4provenivano dall’Europa

Orientale e 6 (3.9%) dall’Africa Sub-Sahariardla prima osservazione i valori

mediani delle transaminasi e dellHBV-DNA erangetivamente 22.0 U/L (10-

40) e 2.70 logy IU/mL (0.70-4.29). L'identificazione del genotipcstata possibile
in 147 (96.1%) casi, nei restanti 6 (4.1%) la méma@mplificazione del’HBV-
DNA non I'na resa eseguibile: l'infezione sostend@agenotipo D é risultata

essere la prevalente (129/147, 87),/%hentre

presente in 13 (8.8%) soggetti, da genotipo B ([@.7%) caso, da genotipo E in 3
(2%) e da genotipo Fin 1 (0.7%) .

I'infezione da genotipo A era

Eta Eta Origine ALT Genotino HBV-DNA HBV-DNA HBsAg BL | HBsAg BL
(Anni) (Anni) 9 (UIL) PO (oglo/ml) (UML)  (oglo UmL) (IU/mL)
. Mediana . Mediana Mediana <200/201- Mediana
LEEEIY (Range) A0 L (Range) D (Range) 1999/>2000 (Range) <1000
45.2 22.0 2.70 2.90
0, 0, 0, 0, 0,
92 (60.1%) (205792 49 (32.0%) | 122 (79.7%) (10-40) 129 (87.7%) (0.70-4.29) 53/60/40 (1.904.33) 86 (56.2%)

* non sono stati inclusi i 6 soggetti di cui non atstidentificato genotipo per mancata amplificagion
dellHBV-DNA

Tabella n.1 caratteristiche demografiche, biochimiche e iogiche

al basale dei portatori cronici di HBV arruolati e studio
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4.2 Caratterizzazione dei portatori dopo 12 mesi di

monitoraggio

Al termine dei primi 12 mesi di monitoraggio 87 (8%) portatori hanno
mantenuto viremia costantemert2000 IU/mL e sono stati classificati come
portatori di infezione inattiva (portatori inatyviC), 46 (30.0%) viremia >2000
IU/mL ma <20000 IU/mL e sono stati definiti come portatortivata bassa
replicazione (LV-AC), in entrambi i gruppi le traaminasi si sono mantenute
nella norma. | restanti 20 (13.1%) portatori hammesentato un incremento dei
livelli viremici oltre 20000 IU/mL, associato a iz@ delle transaminasi e sono
stati inquadrati come portatori di infezione atton epatite cronica B (CHB). Al
basale 113 portatori avevano livelli di HBV-DN#2000 IU/mL: 4 (3.5%) hanno
presentato un rialzo della viremia con alterazidee transaminasi. L'evento é
stato osservato esclusivamente nei portatori clegamo livelli di HBsAg >1000
IU/mL: 4/42 (9.5%) vs 0/71P=0.008 La contemporanea presenza al basale di
HBV-DNA <2000 IU/mL e HBsAg<1000 IU/mL ha dimostrato un valore
predittivo negativo (PPN) del 100% nell'identifieala riattivazione epatitica. |
restanti 40 portatori presentavano al basale livaémici compresi fra 2000 e
20000 IU/mL: 16 (40.0%) hanno manifestato un qaadr riattivazione di
epatite: 7 (46.7%) presentavano livelli di HBsAfO0O IU/mL e 9 (36.0%)
>1000 IU/mL ¢=0.509 (Figura n.1).
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LIVELLI VIREMICI AL BASALE

113 portatori con 40 portatori con
HBV-DNA

Figura 1: livelli viremici e del’HBsAg al basale in acconcton

I'evidenza di epatite nel 1°anno di osservazione

Le caratteristiche demografiche, biochimiche eloghe al basale dei 3
gruppi di portatori di infezione cronica da HBV,fiddi al termine dei primi 12

mesi di follow-up, sono descritte nella Tabella:n

LT HBV-DNA HBV-DNA  HBsAgBL = HBsAg BL

Variabili Origine Q Genotipo
(VL) (log10 IU/mL) (IU/mL) (log10 IU/ml)  (IU/mL)
Fase della infeziong Maschio ’EAF?:;Z:? <40 Italiana ’EA;:;Z';? D ’EAF?:;Z:? 1%%%%22%%0 ,EA': :rig:)i <1000 IU/ml
ic87 49 (56.3%) (22‘.‘;';’& o | 2@ | 72@28%) (1202-'4?0) 74 (89.2%) (0.726}:.26) aaon | 1.266111. 13)| 60 ©€0.0%)
LV-AC 46 27 (58.7%) (20‘.":_'759 y | o613 | 3439%) (1202-'4?0) BE0%W | 23'?228) 5/17/24 (-0.261-42;. ogy| 19(413%)
CHB 20 16(80.0% | 0‘?_ '531I y | 7Esow | 16(600%) (12?1'25) 17@5.0% |, 237'?2 2 | W6 | 1.73;2 53| 7@50%)
P value 0.145 0.027 0.268 0.482 0.025 0.830 <0.001 <0.001 <0.001 0.001

Tabella n.2 caratteristiche demografiche, biochimiche e vigithe

al basale dei portatori in base alla classificazéofatta dopo 12 mesi di monitoraggio
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| portatori inattivi sono risultati essere signifivamente piu anziani
rispetto ai portatori di infezione attiva con basgelli viremici e ai pazienti con
epatite cronica [48.0 (22.3-76.0) vs. 42.5 (200&Y vs. 44.3 (20.5-51.1) anni;
P=0.027. Al contrario sesso ed origine etnica non hanimodtrato differenze
statisticamente significative fra i 3 gruppi. Noteode al basale i valori delle
transaminasi fossero nei limiti di normalita intitutportatori, nei pazienti con
successiva evidenza di epatite cronica sono ris@ésere comunque piu elevati
rispetto ai LV-AC e IC [29.0 (16-165) vs. 22.0 (40) vs. 22.0 (10-40) UI/L;
P=0.029. La distribuzione dei diversi genotipi € risultadssere omogenea nei 3
gruppi di portatori, mentre i livelli di HBV-DNA [A3 (0.70-3.26) vs. 3.36 (1.23-
4.28) vs. 3.80 (2.27-4.29) log10 IU/mP<0.001], di HBsAg [2.61 (-1.40-4.13)
vs. 3.12 (-0.46-4.03) vs. 3.40 (1.78-4.33) logl@mU; P<0.00]] sono risultati
essere inferiori nei portatori inattivi rispettola’-AC e ai pazienti con CHB, che
presentavano valori fra loro comparabili. Per goaiguarda I'HBsAg, il 69.0%
degli IC (60/87) presentava lived1000 IU/mL rispetto al 41.3% (19/46) e al
35.0% (7/21) dei LV-AC e dei pazienti con epatitergca £=0.001).
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4.3 Monitoraggio a lungo termine dei portatori inativi (IC)

e attivi con bassa replicazione (LV-AC)

| portatori con livelli viremici sempre&20000 IU/mL e transaminasi nella
norma (IC e LV-AC) durante il primo anno di followp, sono stati seguiti con
controlli almeno semestrali per ulteriori 57.2 M@&s5-158.3).
A fine follow-up, 19 degli 87 (21.8%) IC hanno persHBsAg, 65 (74.7%)
hanno mantenuto un quadro virologico stabile, neeBt(3.4%) hanno mostrato
aumenti dellHBV-DNA al di sopra di 2000 IU/mL. Tialhcrementi sono stati
transitori e non hanno mai superato le 10000 U250, 5800, 8000 IU/mL
rispettivamente), né si sono associati ad altengzdelle transaminasi (Figura 2).
Per quanto riguarda i 46 LV-AC, 20 (43.5%) hannatawna transizione nella
fase di infezione inattiva e 2 di essi (2/20, 1008anno perso I'HBsAg, 25
(54.3%) LV-AC hanno mantenuto una condizione vigoda stabile, con HBV-
DNA compreso tra 2000-20000 IU/mL e transaminadianeorma; un (2.2%)
soggetto ha presentato una risalita dei livelliemici oltre 20000 IU/mL e
alterazione delle transaminasi (Figura n.2).
Dal punto di vista clinico e strumentale, durahfgeriodo di monitoraggio, non vi
e stata evidenza di progressione del danno epdltigoadro ecografico & rimasto
stabile e i valori elastometrici non si sono maudfi [IC e LV-AC: al basale 4.9
(2.7-5.8) e 4.6 (2.5-6.2) kPa vs 5.2 (3.1-6.1)6e(8.2-5.9) kPa a fine follow-up].
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Figura n.2 Andamento virologico e biochimico durante il monaggio
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4.3.1 Variazione dei livelli di HBsAg durante il nmitoraggio

Durante il follow-up i livelli di HBsAg si sono dbtti sia nei portatori
inattivi [BL 2.61 (-1.40-4.13) log10 IU/mL vs. EOR.03 (-1.40-4.22) log10
IU/mL] che negli Attivi con bassa replica [BL 3.1.46-4.03) log10 IU/mL vs.
EOF 2.97 (-1.40-4.32) logl0 IU/mL]: sia la variazéo complessiva (Delta
variazione) [0.17 (-1.07-3.54) vs 0.15 (-0.32-4.%8) IU/mL; P=0.363 che la
riduzione annuale del’HBsAg [0.03 (-0.30-1.33)W9§2 (-0.10-0.60) log IU/mL;
P=0.254, non sono risultate significativamente diverse age gruppi (Tabella
n.3).

HBsAg Delta | 2SAQ Delta
D HBsAg BL (logl0 HBsAg EOF 9 Variazione Follow-Up
Variabili Variazione .
IU/mL) (log10 1U/mL) (log10 I1U/mL) annuale (Mesi)
9 (log10 1U/mL)
Fase della infezione Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
i (Range) (Range) (Range) (Range) (Range)
IC 87 2.61 2.03 0.17 0.03 67.9
(-1.40-4.13) (-1.40-4.22) (-1.07-3.54) | (-0.30-1.33) | (20.5-170.1)
LV-AC 45 3.12 2.97 0.15 0.02 71.7
(-0.46-4.03) (-1.40-4.32) (-0.32-4.53) | (-0.10-0.60) | (30.4-170.3)
P value <0.001 <0.001 0.363 0.255 0.646

Tabella n.3Livelli di HBsAg al basale e durante il monitoragg

nei Portatori Inattivi e Attivi con bassi livellieplicativi
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4.3.2 Fattori associati ai diversi esiti virologimei Portatori

Inattivi

Nel corso del follow-up 19 (21.8%) degli 87 IC hanperso I'HBsAg
circolante con sviluppo di anti-HBs in 10 (52.7%)3 (3.4%) portatori hanno
avuto una risalita dei livelli di HBV-DNA oltre 2@0IU/mL. All'analisi univariata
la perdita del’lHBsAg é risultata essere assoeigial bassi livelli basali di HBV-
DNA [1.23 (0.70-2.60) vs 2.36 (0.70-3.26) log10ritl/; P<0.00] e di HBsAg
[0.76 (-1.40-2.14) vs 2.36 (0.70-3.26) log10 IU/nMs0.0017]. Inoltre, i portatori
che hanno perso I'HBsAg hanno dimostrato una pihifstativa variazione
annuale dei livelli di HBsAg [0.22 (0-1.33) vs 0.0:0.30-0.76) log10 1U/mL;
P<0.00]. Al contrario, sesso, eta, paese di origine, llivéi transaminasi al
basale e genotipo infettante non hanno presentdterethze statisticamente

significative. All'analisi multivariata, oltre aivelli basali di HBsAg e alla loro
variazione annualePE0.009 e P=0.010 anche il follow-up totaleR=0.031) e
risultato essere indipendentemente associato alditp dellHBsAg (Tabella
n.4).

Perdita di Mantenimento Analisi Analisi Multivariata
Variabili HBsAg HBsAg Univariata
Categorie/Unita (19pz) (68pz) 0Odd Ratio 95% Intervallo di Confidenza P
0.986 0.285 3.411 0.982
N . 49.0 47.3
E@ Anni (30.1-60.1) | (22.3-76.0) 0.914
Origine Italiana 17 (89.5%) 55 (80.9%) 0.594
22.0 215
ALT Basale UL (12-72) (10-122) 0.934
87.7 65.9
Follow-Up # (265-1701) | (205.156.0) 0.086 1.073 1.006 1.144 0.031
Genotipo * 15/16 (93.8%)| 59/67 (88.1% 0.833
1.23 2.36
HBV-DNA Basale (0.70-2.60) (0.70-3.26) <0.001 0.739 0.106 5.171 0.761
0.76 2.82
HBsAg Basale (1.40-2.14) | (0.30-4.13) <0.001 0.028 0.002 0.404 0.009
HBsAg Delta 2.16 0.08
Variazione (0-3.54) (-1.07-186) | <0001
HBsAg Delta
L 0.22 0.02
Variazione (0-1.33) (:0.30-0.76) <0.001 53.537 0.010
Annuale

# follow-up complessivo

* il genotipo € stato caratterizzabile in 83 d&lipazienti classificati come portatori inattivCjl

Tabella n.4 Analisi uni e multivariata relativamente ai fatt@ssociati

alla perdita dell'HBsAg serico nei portatori inatti
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Tutti e 3 i portatori inattivi che hanno avuto fluazioni della viremia oltre 2000
IU/mL avevano un’infezione sostenuta da genotipo2Ddi origine albanese,
avevano meno di 30 anni (22 e 26 rispettivamentaglecorso del follow-up
hanno dimostrato una progressiva riduzione delllisieHBsAg (BL 5873 e 1863
IU/mL vs EOF 2840 e 1547 IU/mL), mentre la viremihe ha raggiunto valori
massimi di 4950 e 5800 IU/mL, a fine osservazioree &i 599 e 33 IU/mL.
L’altro portatore era di origine italiana, avev8 &nni e ha dimostrato una
tendenza all'incremento dei livelli di HBsAg durant periodo di osservazione
(BL 5910 vs EOF 7226 1U/mL) nonostante i livellildBV-DNA dopo il picco di
8000 IU/mL si siano ridotti a 788 IU/mL a fine fol-up. In nessuno dei 3 casi si

€ osservata alterazioni delle transaminasi.
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4.3.3 Fattori associati a livelli di HBsAg >100@JfmL nei

Portatori Inattivi

Nell'attuale casistica il 31.0% dei portatori inat{presentava al basale
livelli di HBsAg maggiori di 1000 IU/mL; i fattoriassociati a tale condizione
all'analisi univariata sono risultati essere I'etd0 anni, il genotipo diverso dal D
e l'origine non italiana (rispettivamente c®¥0.009 P=0.041, andP=0.003;
all'analisi multivariata hanno mantenuto la sigrafivita I'origine £=0.049 e |l
genotipo P=0.038 (Tabella n.5).

HBsAg Basale
Categorie/Unita <1000 >1000 P Odd Ratio 95% Intervallo di Confidenza P
Maschio 36 (73.5%) 13 (26.5%)
Sesso 0.425
Femmina 24 (63.2%) 14 (36.8%)
<40 anni 11 (45.8%) 13 (54.2%)
Eta 0.009 0.702 0.388 1.271 0.243
>40 anni 49 (77.8%) 14 (22.2%)
. ltaliana 55 (76.4%) 17 (23.6%)
Origine = 0.003 2.007 1.003 4.015 0.049
Non Italiana 5 (33.3%) 10 (66.7%)
. Genotipo D 54 (73.0%) 20 (27.0%)
Genotipo - 0.041 0.439 0.202 0.954 0.038
Genotipo non D 3 (33.3%) 6 (66.7%)

Tabella n.5 Analisi uni e multivariata relativa ai fattori @®ciati alla presenza di livelli
di HBsAg > 1000 IU/ml nei portatori inattivi
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4.3.4 Fattori associati ai diversi esiti virologicei Portatori Attivi

con bassa viremia

Durante il follow-up il 43.5% (20/46) dei LV-AC haresentato una
transizione alla fase di Infezione Inattiva, merftreoggetto (2.2%) ha avuto un
incremento dei livelli viremici oltre 20000 IU/missociato ad alterazione delle
transaminasi, manifestando quindi un quadro diiepatonica B.

La transizione alla fase di infezione inattiva siagsociata, all'analisi
univariata, alla presenza di piu bassi livellHBsAg al basale [3.13 (0.46-4.01)
vs 3.45 (2.52-4.03) log10 IU/mIB=0.00§. In particolare nei soggetti con livelli
basali di HBsSAg<2000 IU/mL si e osservata una piu elevata frequediza
transizione verso la condizione di portatore inatt{18/20 (90.0%) vs 8/26
(30.8%);P<0.00)). All'analisi multivariata i livelli basali di HB&g <2000 IU/mL
(P=0.003 sono rimasti indipendentemente associati aitagimento di un piu
efficace controllo dell'infezione (Tabella n.6).

Categorie/Unita Si 2C No 2¢€ P Odd Ratio 95% Intervallo di Confidenza P
Sesso Maschio 14 (70.0%) 13 (50.0%) 0.287
A n 43.1 36.9
Eta Anni (26.6-64.1) (20.8-79.2) 0.041 0.986 0.925 1.050 0.659
Eta <40 4 (20.0%) 15 (57.7%) 0.023
Origine Italiana 17 (85.0%) 17 (65.4%) 0.245
22.0 22.0
ALT Basale U/L (14-37) (10-56) 1
. 73.7 63.5
Follow-Up Mesi (32.2-147.8) (30.4-170.3) 0.557
Genotipo D 18 (90.0%) 20 (83.3%) 0.841
3.41 3.46
HBV-DNA Basale log10 IU/mL (1.23-4.12) (1.23-4.28) 0.499
HBV-DNA <200 IU/mL 2 (10.0%) 3 (11.5%) 0.265
HBV-DNA 200-2000 IU/ml 10 (50.0%) 7 (26.9%) 0.265
HBV-DNA 2000-20,000 8 (40.0%) 16 (61.5%) 0.265
1U/mL
HBsAg Basale <2000 IU/mL 18 (90.0%) 8 (30.8%) <0.001 4.469 1.691 11.812 0.003
HBsAg Delta 0.15 0.08
Variazione loglOIU/mL | 5 12.453) | (-032-0.78) 0.088
HBsAg Delta 0.02 0.01
Variazione annualel °9*0 UMb\ 002.060) | (0.10-020) | 0108 74.360 0.008 854 E 0-366

Tabella n.6 Analisi uni e multivariata relativa ai fattori @®ciati con la transizione da

infezione attiva a bassa replica a infezione iwvatti
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La transizione dallo stato di LV-AC ad una faseati@rizzata da piu elevati livelli
viremici e alterazione delle transaminasi e statauthentata in 1 caso, con
infezione sostenuta da genotipo D, i livelli di H®ONA e HBsAg al basale
erano rispettivamente di 3309 e 3955 IU/mL.: lalitigalei livelli viremici oltre la

soglia di 20000 IU/mL e avvenuta rispettivamentpa@d9 mesi e la viremia

osservata era di 37587 IU/mL.
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5. DISCUSSIONE

Nello studio il 13.1% (20/153) dei portatori crointt HBV con livelli di
HBV-DNA <20000 IU/mL e valori di transaminasi nei limiti dorma alla prima
osservazione ha manifestato durante i primi 12 ndedollow-up un quadro
virologico e biochimico compatibile con epatite mica B, mentre nei successivi 5
anni di monitoraggio solo lo 0.75% (1/133) dei settigche hanno mantenuto la
viremia<20000 IU/mL per 1 anno ha sviluppato danno epatitigo.

Nessun portatore che nel primo anno di monitoragpgionantenuto, a controlli
trimestrali, un profilo di infezione inattiva (vintda sempre<2000 IU/mL e
transaminasi nella norma) ha dimostrato successmtanevidenza di epatite
cronica B. Al contrario il 3.5% (4/113) dei soggeton viremia<2000 1U/mL
alla prima osservazione ha manifestato nel primonoadi monitoraggio un
cambiamento del profilo virologico con sviluppo epatite: questo, pero, non e
successo ad alcuno dei 71 soggetti che oltre ai baslli di viremia avevano, al
basale, livelli di HBsAg<1000 IU/mL. Nel primo anno di osservazione, laega
di replicazione virale associata a danno epaticocotparsa molto piu
frequentemente nei portatori che al basale avevViaeti viremici fra 2000 e
20000 IU/mL (16/40, 40%P<0.00)), indipendentemente dai livelli di HBsAg
(36.0% e 46.7% per livelli di HBsAg > & 1000 IU/mL rispettivamente;
P=0.509. Tuttavia, nei successivi 5 anni di follow-up,leed dei 46 (2.2%)
portatori che hanno mantenuto nei primi 12 mestnaia compresa fra 2000 e
20000 IU/mL ha sviluppato un quadro di epatite.

| risultati dell'attuale studio prospettico, in aodo con le odierne linee guida,
confermano la necessita di almeno 12 mesi di chinfrionestrali per giungere ad
un affidabile inquadramento del portatore di HBsAfBeAg negativo/anti-HBe
positivo giunto alla prima osservazione con bas®illl viremici e transaminasi
nella norma, quando per la definizione diagnosticangano utilizzati
esclusivamente i livelli della viremia e dellertsaminasi $4]. Al contrario I'uso

combinato della singola misura quantitativa deellivsierici al basale di HBV-
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DNA e dellHBsAg grazie all'elevato valore predrti negativo (PPN 100%)
permette di identificare il soggetto senza risahigattivazione epatitica.

Infatti, nella casistica oggetto dello studio, news dei pazienti che ha
manifestato un quadro di epatite presentava allédselli di HBsAg <1000
IU/mL e di HBV-DNA <2000 IU/mL, mentre il 9.5% dei soggetti con HBV-DNA
<2000 IU/ml, ma HBsAg >1000 IU/mLPE0.008 ha sviluppato evidenza di
epatite nel primo anno.

L'evidenza che il 95.2% (20/21) delle transizioni fdse a bassa replicazione al
profilo di infezione attiva con epatite B sia avutn nel primo anno di
monitoraggio suggerisce come questi pazienti sragsero al momento della
prima osservazione in una fase di temporanea remesslella loro epatite cronica
HBeAg negativa, piuttosto che abbiano manifestatttivazione epatitica
partendo da una condizione di controllo immune'idéizione p9|[91]. Infatti, la
temporanea remissione dell'epatite cronica B HBeAgativa si osserva in circa
il 20% dei pazienti e talora le remissioni spongapessono durare anche parecchi
mesi, mimando il profilo dell'infezione inattival][ 98].

Lo studio dimostra come nei portatori che mantengper un anno a controlli
ravvicinati bassa replicazione (virem&20000 IU/mL) la riattivazione epatitica
sia un evento raro (1/133, 0.75% in 5 anni), che sicosserva mai nei portatori
con infezione inattiva. Talora in questo grupp@drtatori Si possono osservare
delle fluttuazioni della viremia al di sopra di ZDAQU/mL, ma l'evento e
infrequente (3 su 87 casi in 5 anni) e carattet@da livelli viremici bassi (valori
fra 5000 e 8000 IU/mL), mentre le transaminasi sbalterano. E' interessante
notare come in 2 dei 3 soggetti con incrementoadéliemia, questa, durante |l
successivo follow-up, si sia gradualmente ridosaieame ai livelli di HBsAg,
suggerendo un graduale potenziamento del controtlell'infezione.
Complessivamente, la persistenza della vires2@000 IU/mL si associa, quindi,
ad una condizione stabile dal punto di vista sialegico che clinico, senza segni
biochimici di danno epatico attivo ed evolutivonm® dimostrato anche dai valori
dell'elastometria epatica, mantenutisi sempre nadlana e invariati nel tempo
[valori di Elastometria degli IC e LV-AC: BL 4.9 (25.8) e 4.6 (2.5-6.2) kPa vs
EOF 5.2 (3.1-6.1) e 4.6 (3.2-5.9) kPa].
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Nell'ambito dei portatori che mantengono durantetil follow-up bassa viremia
(HBV-DNA <20000 IU/mL), i portatori inattivi sono piu anziamispetto ai
portatori attivi con bassa replicazione [48.0 (22630) anni vs 42.5 (20.8-79.2)
anni; P=0.027 e solo il 27.6% (24/87) di essi ha meno di 40ianspetto al
41.3% (19/46) dei LV-AC. Inoltre gli IC al basalarmo livelli sierici di HBsAg
significativamente piu bassi [2.61 (-1.40-4.13)16gU/mL vs 3.12 (-0.46-4.03)
log10 1U/mL; P<0.00] e il 69.0% ha livelli di HBsAg<1000 IU/mL, rispetto al
41.3% dei portatori con bassi viremi€i40.004). Tuttavia nel corso del follow-
up i livelli di HBsAg si riducono significativamesatn entrambi i gruppi.
Considerando complessivamente i risultati del lavkipotesi piu verosimile e
che la condizione di infezione attiva a bassa cap{viremia >2000 IU/mL, ma
persistentements20000 1U/mL) rappresenti una fase dell'infezione ghelude
nella maggior parte dei soggetti al raggiungimedtoun efficace controllo
dellinfezione. In accordo é l'evidenza che il 48.820/46) dei LV-AC nell'arco
dei 5 anni di follow-up ha una transizione allaefals infezione inattiva (riduzione
e persistenza dei livelli di HBV-DNA <2000 IU/mLgpn perdita dellHBsAg in 2
(4.3%). Il controllo immune tende ulteriormenteansolidarsi nel tempo anche
negli IC, come dimostrato dal fatto che, in 5 ari§l, degli 87 portatori inattivi
(21.8%) perde I'HBsAg sierico, con un tasso anndalperdita del'lHBsAg del
4.6%, e in 10 (11.5%) si abbia la sieroconversahanti-HBs (Figura 3).
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Figura 3 Storia naturale dell'infezione cronica da HBV

| nostri risultati confermano ulteriormente i ddtiletteratura circa la correlazione
inversa fra entita del controllo immune e livellildBsAg sierici [L2§. Infatti, i
livelli sierici basali dellHBsAg R=0.009, con la loro variazione annuale
(P=0.010 e la durata complessiva del follow-up=0.031), sono risultati essere i
parametri indipendentemente associati con la @erd@l'HBsAg nei portatori
inattivi, e si sono dimostrati l'unico fattore celato con la transizione alla fase di
infezione inattiva nei soggetti con infezione aitavbassa replicazione<£0.044e
P=0.002 per livelli di HBsAg <2000 IU/mL). Quindi, proprio nella fase
dell'infezione in cui il portatore raggiunge uniedice controllo immune i livelli
sierici di HBsAg dimostrano la massima utilita pmogtica e diagnostica in
guanto contribuiscono ad una piu puntuale cara#tarione dell'infezione. In
particolare, come precedentemente discusso laroporm@nea presenza di livelli

di HBV-DNA <2000 IU/mL e HBsAg<1000 IU/mL ha dimostrato un'elevata
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specificita (83.3%) nell'identificare il portatori@attivo. Tuttavia, nell'attuale
coorte di portatori inattivi la proporzione di paati con livelli di HBsAg >1000
IU/mL é risultata essere superiore (31% vs 9%)etispa quella osservata in un
precedente studio condotto su 56 portatori inattitti con infezione sostenuta da
genotipo D 9§]. L'analisi dei fattori associati con tale profilairologico
(infezione inattiva, ma livelli di HBsAg >1000 IUloh ha dimostrato
all'univariata un‘associazione con I'éea(.009, I'origine non italianaK=0.003

e il genotipo non DK=0.041), mentre gli ultimi 2 fattori si sono confermati
significativi anche all'analisi multivariat®£0.049 e P=0.038 rispettivamente).
Il dato € in accordo con studi in vitro e in vivbecdimostrano come il genotipo
rappresenti una variabile costitutiva virale chendimiona i livelli di HBsAg,
indipendentemente dai livelli di controllo del sista immune sull'infezione.
Inoltre, l'associazione degli alti livelli di HBsAgnche con l'eta piu giovane e
l'origine non italiana dei portatori inattivi fa dpzzare che una piu recente
sieroconversione HBeAg/anti-HBe e altri aspettiale@lla storia dell'infezione,
che sappiamo essere influenzata anche da aspattigeambientali, possano
avere un ruolo nel determinare tale condizioneadeordo con l'ipotesi sono i dati
presenti letteratura che dimostrano una lentaticenelella caduta dei livelli di
HBsAg nei primi 8 anni dopo la sieroconversione AB&anti-HBe [L27]. Questi
dati confermano come nella pratica clinica la gesidel singolo paziente debba
sempre integrare le informazioni clinico-demogtadice quelle virologiche per

utilizzare in modo appropriato il dato di laborabor
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6. CONCQUSIONI

Il nostro lavoro conferma la necessita di procedade una puntuale
caratterizzazione virologica del portatore di HBsAtBeAg negativo/anti-HBe
positivo che giunge alla prima osservazione cossibévelli di replicazione
(HBV-DNA <20000 IU/mL) e transaminasi nella norma, per ithis di non
diagnosticare una sottostante epatite cronica Bage di remissione. Tuttavia
I'accuratezza diagnostica pud essere notevolmeigéonata grazie all’utilizzo
combinato dei livelli di viremia e di HBsAQ; conleaapproccio e possibile
giungere rapidamente e con una singola determinaziad una puntuale
identificazione del portatore inattivo. Tuttaviap un portatore con profilo
viremico da infezione inattiva, ma con elevati liveli HBSAg occorre tener
conto delle variabili legate alle caratteristich&inseche del virus (es. genotipo),
dellinfezione o dell'ospite che possono giustiecalevati livelli dell'antigene
anche in presenza di un efficace controllo dedizidne.
| portatori di HBsAg che mantengono livelli viremgempre< 20000 1U/mL non
presentano segni biochimici o strumentali di daepatico HBV-indotto e hanno
un rischio di riattivazione molto basso; nel casocui abbiano inizialmente
viremia compresa fra 2000 e 20000 IU/mL hanno awah probabilita di
diventare portatori inattivi nel corso del succesdbllow-up, mentre circa il 20%
dei portativi inattivi al basale perdera in 5 alHBsAg, transitando nella fase di

infezione occulta.
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/7. RIASSUNTO

PREMESSA La maggioranza dei portatori di infezione croni@zaHBYV presenti
attualmente nella nostra area presenta un proftldogico caratterizzato dalla
negativita dell’antigene “e” (HBeAg) e dalla posita dell’anticorpo omologo
(anti-HBe). | portatori HBeAg negativi possono m@etare differenti quadri
clinici, dall’epatite cronicadhronic hepatitis BCHB, con HBV-DNA >20000
IU/mL e transaminasi alterate), allo stato di pinta inattivo {(nactive carrier,
IC, con HBV-DNA persistentementg2000 IU/mL e transaminasi normali);
alcuni soggetti, infine, definiti portatori attiai bassa replicdaw viremic active
carrier, LV-AC) presentano una condizione intermedia ¢araizata dalla
presenza di livelli di HBV-DNA compresi fra 200026000 IU/mL e di valori di

transaminasi normali.

SCOPO DEL LAVORO Studiare la storia naturale dell'infezione da HB®lla

fase HBeAg negativa in una coorte di 153 portatoonici con viremias20000

IU/mL e transaminasi nella norma alla prima ossdore, seguiti

prospetticamente. E’ stato valutato il comportaraevitologico e clinico nel

lungo termine per identificare i fattori assocslta transizione:

- da infezione conclamata ad occulta (perdita delBM§ sierico con o0 senza
sviluppo di anti-HBs),

- dainfezione attiva a bassa replica (viremia serd@8900 IU/mL) ad inattiva
(viremia semprec2000 1U/mL)

- dainfezione inattiva ad attiva (riattivazione).

RISULTATI | portatori sono stati sottoposti ad un monitgiagrimestrale di 12
mesi per caratterizzare la fase di infezione edjwad un successivo follow-up per
valutarne la storia naturale. Nei primi 12 mesi:

- 20 (13.1%) hanno sviluppato una riattivazione ¢jcati
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- 87 (56.9%) sono stati classificati come IC: nelscotdel successivo follow-up
19 (21.8%) hanno perso 'HBsAg (10 con sieroconeess anti-HBs), mentre
3 (3.4%) hanno presentato transizione a LV-AC;

- 46 (30.0%) sono stati classificati come LV-AC: 2@3.6%) sono
successivamente diventati IC (2 con progressivdifgedel’'HBsSAg), mentre
solo 1 (2.2%) ha presentato riattivazione epatiidB).

Dei 20 portatori con riattivazione nei primi 12 medi caratterizzazione

virologica, al basale 16 avevano HBV-DNA >2000 IWme gli altri 4

presentavano livelli di HBV-DNA<2000 IU/mL ma HbsAg >1000 IU/mL;

nessuno di essi aveva livelli basali di HBV-DNA 8s#Ag rispettivamente <2000

IU/mL e <1000 IU/mL.

LIVELLI VIREMICT AL BASALFE

113 portatori con 40 portatori con

Analizzando il sottogruppo dei portatori inattiMiC§, la perdita di HBsSAg e
risultata indipendentemente associata ai livelgadtiadi HBsAg £=0.009) alla

loro riduzione annualePE0.010) e alla durata del follow-upPE0.031). I

genotipo virale diverso dal DPE0.038) e l'origine non italiana F=0.049

risultavano associati a livelli di HBsAg piu elevgt1000 [U/mL).
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Nei LV-AC la presenza di livelli basali di HBsAg2000 IU/mL e risultata
'unico parametro indipendentemente associato ghimmgimento di un piu

efficace controllo dell'infezione (passaggio ad (E¥0.003.

CONCLUSIONI: I risultati dello studio confermano la necesslitaaratterizzare i
portatori di HBsAg HBeAg negativi che alla primasessazione presentano bassi
livelli viremici (HBV-DNA <20000 IU/mL) e transamasi hormali per il rischio
di non diagnosticare una sottostante epatite caomicin fase di transitoria
remissione. La combinazione al basale di HBV-DN2000 IU/mL e HBsAg
<1000 IU/mL permette di identificare con elevatawaatezza i portatori che non
andranno incontro a riattivazione epatitica (valgnedittivo negativo, PPN
100%), mentre un monitoraggio virologico e bioclimirimestrale per almeno
12 mesi dopo la prima osservazione permette ditiftkare la stragrande
maggioranza dei portatori che svilupperanno un gueddepatite B.

Nel portatore inattivo, ma con elevati livelli diBdAg (>1000 IU/mL), occorre

tener conto delle variabili legate alle caratteaist del virus (genotipo),

dellinfezione e dell'ospite che possono giusticalevati livelli dell'antigene
anche in presenza di un efficace controllo delpdicazione.

L’osservazione nel tempo dei portatori con bass=ili di HBV-DNA al basale ha

permesso di dimostrare che:

- i soggetti che mantengono livelli viremisR0000 IU/mL per 12 mesi hanno
un rischio di riattivazione molto basso;

- coloro che sono stati classificati come LV-AC harglevata probabilita di
diventare IC nel corso del monitoraggio, in patace se presentano livelli
basali di HBsAg <2000 IU/mL;

- il 20% degli IC va incontro alla perdita dell'HBsAwgell'arco di 5 anni,

transitando nella fase di infezione occulta.
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