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Streszczenie

Wstep: Wirus zapalenia waqtroby typu B (HBV) oraz parvowirus B19 (B19V) badane sq
u dawcow krwi, ten pierwszy u wszystkich dawcow, drugi u dawcow osocza przeznaczonego do
produkcyi immunoglobuliny anty-D oraz anty-HBs. Genotypy HBV, ktorych dotychczas zidenty-
fikowano 8, rozniq sie dystrybucjq geograficzng oraz przebiegiem zakazenia. Opisano mutacje
zlokalizowane w genie S majqce charakter mutacyi ucieczki 1 prowadzqce do obnizonej veaktyw-
nosci antygenu powierzchniowego z przeciwcialami m.in. w testach diagnostycznych. W przypad-
ku B19V obecnie znane sq trzy genotypy. Opisano trudnosci w diagnostyce genotypu 2 1 3
manifestujgce si¢ wynikami falszywie ujemnymi orvaz zanizaniem wynikow badan ilosciowych
DNA B19V. Przebieg zakazenia oraz epidemiologia tych genotypow jest mato poznana.

Celem obecnego opracowania bylo przedstawienie wynikow badania polimorfizmu wirusa
B19V oraz HBV w Polsce. Szczegolowe badanie polimorfizmu HBV prowadzono w osoczu
pochodzqcym od dawcow na roznych etapach zakazenia. Probki pochodzily z terytorium catego
kraju. Badania genomu HBV obejmowaly okreslenie genotypu ovaz analize specyficznych
mutacyi. Genotypy parvowirusa B19 badano u objawowo zakazonych pacjentow. Szczegolowo
opisano przebieg zakazenia genotypami innymi niz klasyczny genotyp 1.

Material i metody: Dawcy zakazeni HBV zostali zidentyfikowani w trakcie rutynowych badan
przeglgdowych antygenu powierzchniowego (HBsAg) oraz DNA HBV. W celu doktadnego okresle-
nia typu zakazenia oraz charakterystyki wirusologicznej badano u nich takze inne markery zaka-
zenia (antygen HBe, przeciwciala anty-HBc, anty-HBs oraz anty-HBe), oceniano ilos¢ DNA HBV
oraz, w przypadku obecnosci antygenu HBs, okreslano jego stezenie. Analizy polimorfizmu HBV
dokonano w 7 probkach pochodzqcych od dawcow we wczesnej fazie zakazenia, w 170 probkach od
dawcow z HBsAg oraz w 40 probkach z tzw. ,,ukrytym” zakazeniem HBV (OBI). Genotypy HBV
okreslano przez sekwencjonowanie, a nastepnie analize filogenetyczng lub przez analize sekwencyi
regionu pre-S/S za pomocq programu BLAST/genotyping. Analizie filogenetycznej poddano cale
genomy (m = 53) lub sekwencje specyficznych regionow: pre-S/S oraz basic core promoter/
/pre-core (BCP/PC) (odpowiednio 91 i 154 probki) dawcow z HBsAg. Pacjentow zakazonych B19V
identyfikowano metodg real-time PCR (reakcja lancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym,),
ktora wykrywa wszystkie trzy genotypy B19V. Sposrod 69 DNA B19V dodatnich pacjentow z klinik
hematologicznych oraz ginekologiczno-polozniczych zdiagnozowanych w latach 2004-2008 do ana-
lizy polimorfizmu wybrano 30, przede wszystkim w ostrej fazie infekcji. Badanie genotypow prze-
prowadzono stosujgc analize sekwencyi regionu NS1/VPIu. U 0sob zakazonych genotypem innym
niz 1 zbierano kolejne probki, analizujgc w nich parametry morfologii krwi obwodowej oraz
wirusologiczne markery zakazenia (anty-B19V oraz DNA B19V).

Wyniki: Mediana wieku dawcow zakazonych HBV na wczesnym etapie zakazenia wynosilta
40 lat, nie wykrywano u nich HBsAg, a jedynie DNA HBV (mediana 10,12 1U/ml, maksymalnie
140 1U/ml), u jednej osoby wykryto dodatkowo anty-HBs, anty-HBc klasy IgM oraz anty-HBe.
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Dawcy z HBsAg byli mlodsi (mediana wieku 21 lat). Anty-HBs, anty-HBe oraz HBeAg
wykryto odpowiednio u 5%; 92,4% oraz 10,5% dawcow tej grupy. Stezenie DNA HBV wahalo
sie miedzy iloscig niemierzalng a 3,1 x 10" IU/ml (mediana: 4,10 x 10° IU/ml). Dawcy
z OBI byli naystarsi (mediana 47 lat), wszyscy byli z anty-HBc, u 7 dawcow (18,9%) wykryto
niskie stezenie anty-HBs (mediana 1,45 IU/L), u zadnego z badanych nie stwierdzono HBeAg,
natomiast u 8 wykryto przeciwciala do tego antygenu (38,1%).

U polskich krwiodawcow zakazonych HBV identyfikowano zakazenie trzema genotypami —
A, D oraz H. Dwa pierwsze genotypy wykrywano na wszystkich trzech etapach zakazenia,
genotyp H wykryto jedynie u dwoch dawcow z OBI. Rozklad czestosci genotypow A 1 D byl
odmienny u dawcow z HBsAg 1 OBIL. W pierwszej z wymienionych grup dominowal genotyp
A2 (80,5%), prawie czterokrotnie rzadzie] wsrod zakazonych identyfikowano genotyp D (19,5%).
U osob z OBI dominowat genotyp D (57,5% zakazonych), genotyp A wykrywano jedynie
u 37,5% badanych. Szczegolowa analiza regionu MHR genu S u 0sob na wczesnym etapie
zakazenia wykazala zakazenia jedynie forma dzikq, u dawcow na pozniejszym etapie zakaze-
nia obserwowano narvastajgcy polimorfizm na poziomie sekwencji aminokwasowych. Czestosc¢
nosicieli mutacji prowadzqcych do substytucji aminokwasowych w regionie MHR wynosila
odpowiednio 17,6% oraz 52,5% dawcow z HBsAg ovaz z OBI. Czestosc nosicielstwa tego typu
mutacyi byla wieksza u dawcow zakazonych genotypem D niz genotypem A, zarowno u dawcow
z HBsAg, jak 1 tych z OBIL. Zidentyfikowano mutacje ucieczki prowadzqce do substytucji
aminokwasowych utrudniajgcych rozpoznanie HBsAg przez przeciwciala w trakcie diagnosty-
ki metodami serologicznymi. Szczegolowa analiza filogenetyczna calych genomow pochodzq-
cych od dawcow z HBsAg wykazala zakazenia podtypami A2 ovaz D1 i1 D2. Mediana wspol-
czynnika HBsAg/HBV DNA wyrazona w 1U/ml wynosila okolo 1 dla obu genotypow, przy
czym skragnie niskie 1 skrajnie wysokie wartosci obserwowano czesciej dla genotypu D. Anali-
za regionu BCP/PC u dawcow z HBsAg wykazala wystepowanie podwojnych mutacji 1762T/
/1764A w 49/125 (39,2%) sekwencyi genotypu A2 oraz 6/29 (20,7%) genotypu D (b = 0,08).
Mutacje w regionach pre-C i BCP nie korelowaly ani z poziomem HBsAg, ani DNA HBYV.

Analiza polimorfizmu B19V wykazala, ze wiekszosc pacjentow z B19V byla zakazonych genotypem 1.
U dwoch osob (6,6%), u biorczyni przeszczepu nerki z cigzkg anemiq orvaz u chorej na biataczke
z pancytopeniq w nastepstwie chemioterapii, zidentyfikowano zakazenie genotypem 2. W obu przy-
padkach zakazenie zwiqgzane bylo z wysokq wiremiq. Normalizacje stanu klinicznego ovaz spadek
poziomu DNA B19V obserwowano u pierwszej pacjentki po zmianie leczenia immunosupresyjnego,
u drugiej zas po dozylnym podaniu immunoglobulin. Pomimo poprawy parametrow klinicznych ovaz
wirusologicznych, DNA B19V DNA wykrywano przez caly czas prowadzenia obserwacyi. W poznies-
szym okresie biorczyni przeszczepu nerki zaszla w cigze, jednak mimo przewleklej infekcyi
genotypem 2 B19V nie obserwowano u niej zadnych objawow klinicznych.

Whnioski: Dobor testow diagnostycznych, ich walidacja oraz inne formy kontroli jakosci badan HBV
1 B19V, prowadzone zarowno u krwiodawcow, jak 1 chorych, powinny uwzgledniac, oprocz najpow-
szechniej wystepujgcych u 0sob zakazonych genotypow A HBV oraz genotypu 1 B19V, takze genotypy
wystepugqce rzadziej; odpowiednio, D 1 H oraz genotyp 2. Obecne badania nie potwierdzajq catkow:-
tego zaniku genotypu 2 BI9V w Polsce, natomiast sq zgodne z wczesniejszymi informacjami
o0 wystepowaniu zakazenia genotypem H HBV w naszym kraju. Przebieg zakazenia genotypem 2
u chorych leczonych immunosupresyjnie jest podobny jak w przypadku zakazenia genotypem 1 BI19V.
U o0sob z genotypem D HBV stwierdzono wigkszy, niz w przypadku genotypu A, polimorfizm
w regionie kodujgcym epitopy kluczowe dla wigzania antygenu HBs przez przeciwciala (neutralizu-
Jjqce), co ma potencjalne znaczenie dla prawidiowosci diagnostyki metodami serologicznymi oraz dla
skutecznosci profilaktyki wykorzystujgceej szczepienia ochvonne oraz immunoglobuliny anty-HBs.

Stowa kluczowe: wirus zapalenia watroby typu B, HBV, parvowirus B19, B19V, genotypy,
mutanty, epidemiologia, dawcy krwi
J. Transf. Med. 2011; 2: 45-81
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Summary

Background: Hepatitis B virus (HBV) and parvovirus B19 (B19V) are tested in blood donors;
the markers of the former are screened in all donors, the DNA of the latter is tested in donor
plasma for anti-D and anti-HBs immunoglobulin production. The eight HBV genotypes that have
been discovered up to date differ in geographical distribution and infection course. Some mutations
in gene S are called “escape mutations” and result in decreased reactivity of surface antigen with
specific antibodies or even false negative results in diagnostic assays. In the case of B19V, three
genotypes have been described. The difficulties related to the diagnosis of genotypes 2 and
3 manifested in false negative results and underestimation of the results of quantitative testing have
been described in literature. The course of infection with these genotypes is not well understood.

The aim of the study was to present the results of B19V and HBV polymorphism testing in
Poland. Detailed analysis of HBV polymorphism was performed in plasma from donors at
various stages of infection. Samples were collected from the territory of the whole country. The
HBYV genome study involved identification of genotype and specific mutations analysis. Par-
vovirus B19 genotypes were tested in symptomatic patients. The course of non-genotype 1
infections was described in detail.

Material and methods: HBV infected donors were identified during HBsAg and DNA HBV
blood donor screening. For precise discrimination of infection stage additional HBV infection
markers were tested (HBe antigen, anti-HBc, anti-HBs and anti-HBe antibodies), HBV DNA
level was estimated and when HBsAg was detected in the sample, we also determined the
antigen load. The HBV polymorphism analysis was performed in seven donor samples in early
infection stage, in 170 samples from HBsAg positive donors and in 40 donors with the so called
“occult” HBV infection (OBI). The HBV genotype was determined with sequencing and subse-
quent phylogenetic analysis or by region pre-S/S analysis with BLAST/Genotyping software.
The whole genome (n = 53) or/and specific regions pre-S/S and basic core promoter/pre-core
(BCP/PC) were analysed. Patients infected with B19V were identified with real-time PCR
(real time polymerase chain reaction), which detects all three B19V genotypes. In the period
2004-2008 sixty nine cases, mostly acute-phase BI19V DNA positive, were identified in pa-
tients from hematological and obstetric/gynecological wards. Thirty patients were studied in
greater detail and genotyping was performed by analysis of the NS1/VPIu region. Follow-up
samples were collected from patients with non-genotype 1 infection. Peripheral blood morphol-
0gy parameters and virological markers (anti-B19V and B19V) were analysed.

Results: Median donor age at early stage of HBV infection was 40; they were HBsAg negative
and HBV DNA positive (median 10.12 IU/ml, maximum 140 IU/ml). In one donor, anti-HBs,
anti-HBc IgM and anti-HBe were also detected. HBsAg donors were younger (median age 21).
In this group we detected anti-HBs, anti-HBe and HBeAg in 5%; 92.4% and 10.5% of donors,
respectively. The HBV DNA load ranged between unquantifiable and 3.1 x 10" IU/ml (median:
4.10 x 10° IU/ml). Donors with OBI were the oldest (median age 47), all anti-HBc positive; in
7 donors a low level of anti-HBs was detected (median 1.45 1U/ml); none of the donors in this
group was found HBeAg positive, in 38.1% however we detected antibodies to this antigen.

We identified three genotypes — A, D and H in Polish HBV infected blood donors. The first
two genotypes were detected in all three groups of HBV infected donors, genotype H was
tdentified only in two donors with OBL The distribution of A and D genotypes in HBsAg
positive and OBI donors was different. In the former (HBsAg positive) group most donors
were infected with genotype A2 (80.5%) while genotype D was almost four fold less frequent
(19.5%). In the latter group (OBI) genotype D was most frequent (57,5%) and genotype A was
identified only in 37.5% of tested donors. Detailed analysis of MHR of gene S in donors at
early infection stage revealed only wild type infection. In HBsAg positive and OBI donors we
observed increasing polymorphism at amino acid sequence level. The frequency of HBV donors
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with amino acid substitutions in MHR was 17.6% and 52.5% of donors with HBsAg and
OBI, respectively. In both groups of donors the frequency of this type of substitutions was higher
in genotype D infected donors than those infected with genotype A. We identified mutations
leading to amino acid substitution which obstracted the recognition of HBsAg by antibodies
during diagnostics with serological methods. Detailed phylogenetic analysis of whole genomes
from HBsAg positive donors revealed infections with subtypes A2, D1 and D2.

The median HBsAg/HBV DNA ratio expressed in IU/ml was approximately 1 for both geno-
types, but extremely low or very high ratios appeared more frequently in genotype D infections.
BCP/PC region analysis in HBsAg positive donors revealed the double mutation 1762T/
[1764A in 49/125 (39.2%) genotype A2 and 6/29 (20.7%) genotype D strains (p = 0.08).
Mutations in BCP/PC region correlated neither with HBsAg nor HBV DNA levels.

The B19V polymorphism analysis revealed most samples to be infected with genotype 1. Two
(6.6%) strains however were identified as genolype 2, associated with high viraemia and
identified in a kidney transplant recipient with anemia and a leukemia patient with pancy-
topenia following chemotherapy. In both cases B19V viraemia was very high. Treatment with
intravenous immunoglobulin in the former patient and a change of immunosupression treat-
ment in the latter, resulted in normalization of clinical parameters, and whilst viral loads fell,
B19V DNA was still detectable. The kidney transplant recipient subsequently became pregnant
with no clinical complications, although persistently infected with B19V genotype 2.

Conclusions: Decision to choose the appropriate diagnostic and screening tests, their valida-
tion and quality control should take into account not only the higher frequency of A genotype in
HBYV and genotype 1 of B19V, but also less frequent genotypes D and H and genotype 2 of
respective viruses. The present study is in accordance with up to date information referring to
the presence of HBV genotype H in Poland. Our observations do not confirm complete disap-
pearance of genotype 2. in our country. The course of genotype 2 infection in immunosuppre-
sive patients is similar to that observed for genotype 1 B19V infection. Polymorphism in the
region which codes epitopes crucial for HBs antigen-binding by antibodies was observed to be
higher in donors infected with genotype D HBV compared to donors infected with genotype A
This may be significant for proper diagnostics with sevological methods and for effectiveness of
vaccination and anti-HBs immunoglobulin prophylaxis.
Key words: hepatitis B virus, HBV, parvovirus B19, B19V, polymorphism, genotypes,
mutants, variants, transmission, epidemiology, blood donors
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1. Wstep

1.1. Badania wirusologiczne u polskich
dawcow krwi

Obecnie u polskich krwiodawcow wykonywa-
ne sa rutynowo przegladowe badania wirusow za-
palenia watroby typu B (HBV) 1 typu C (HCV) oraz
ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci (HIV). Me-
todami serologicznymi badane sa przeciwciala
anty-HCV, anty-HIV-1/2 oraz antygen powierzch-
niowy HBV (HBsAg), za§ metodami biologii mo-
lekularnej RNA HCV, DNA HBV oraz RNA HIV
[1]. Dzieki badaniu kwasow nukleinowych zapobie-
ga sie przeniesieniu infekcji od dawcy w okresie,

kiedy nie jest mozliwe wykrycie markeréw sero-
logicznych, we wczesnym etapie zakazenia (okien-
ko serologiczne) lub w przypadku tzw. zakazenia
ukrytego. Dodatkowo, zgodnie z zaleceniami Far-
makopei Europejskiej [2—4], od 2006 roku u wszy-
stkich dawcow osocza przeznaczonego do produk-
¢ji immunoglobulin anty-RhD badane jest DNA
parvowirusa B19 (B19V) metoda iloSciowg. W tym
przypadku do produkcji nie dopuszcza sie osocza
zawierajacego ilos¢ B19V, ktéra moze spowodowac
przekroczenie dopuszczalnego progu 10* IU/ml
w puli produkcyjnej. Co wiecej, takim samym ba-
daniom jest poddawane osocze do produkcji immu-
noglobuliny anty-HBs [1].
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1.2. Znaczenie badania polimorfizmu
wirusOw przenoszonych przez krew

Rozwoj technik biologii molekularnej umozliwit
wprowadzenie bardzo czulych metod bezpoSrednie-
go wykrywania wirusow przenoszonych drogg krwi.
Dodatkowo, dzieki tej metodyce mozliwe jest groma-
dzenie danych na temat polimorfizmu, zar6wno na
poziomie genomoéw, jak 1 biatek. Udowodniono, ze
polimorfizm wirus6w przenoszonych droga krwi ma
istotne znaczenie kliniczne i diagnostyczne. Zidenty-
fikowano na przyktad wiele tak zwanych ,,mutantow
ucieczki”. W przypadku HBV mogg one przetamywac
oporno$¢ indukowang szczepieniami czy zwigzang
z immunoglobulinami anty-HBs podawanymi profilak-
tycznie, ale takze moga nie by¢ wykryte testami se-
rologicznymi przeznaczonymi do wykrywania antyge-
nu powierzchniowego wirusa HBV (HBsAg) [5-7].

W przypadku parvowirusa B19 niektore testy
NAT (nucleic acid testing) nie wykrywaja lub zani-
zaja 1loS¢ genotypu 2 1 3 oraz niektorych wariantow
genotypu 1 [8-12].

W ostatnim czasie opisano przypadek zakaze-
nia wirusem HIV w wyniku przetoczenia zakazone-
go koncentratu krwinek czerwonych, mimo uprzed-
niego badania dawcy metoda NAT. Falszywie ujem-
ny wynik badania przegladowego byl zwigzany
z mutacjami w regionie gag genomu, do ktorego zo-
stal zaprojektowany test przegladowy [13]. W se-
kwencji komplementarnej do sondy oraz primera
antysensownego stwierdzono odpowiednio jedng
oraz dwie niezgodnoSci. Podobng sytuacje opisano
we Wloszech; u dawcy z przeciwcialami anty-HIV,
ktorych swoisto$¢ zostata potwierdzona w bada-
niach testem typu Western Blot, uzyskano fatszy-
wie ujemny wynik badania przegladowego NAT.
W tym przypadku brak wykrywania RNA HIV byt
zwigzany z polimorfizmem nieznanej dotychczas
formy zrekombinowanej B/F. W badaniach chorych
zakazonych HIV nowopoznana forma zrekombino-
wana zostala wykryta u 11/553 chorych. W ich przy-
padku, rutynowe testy rowniez zanizaly iloS¢ RNA
wirusa nawet o 5 rzedow wielkoSci [14].

Przytoczone przyklady pokazuja, ze wiedza
dotyczaca polimorfizmu wirusow jest istotna dla
bezpieczenstwa przetoczen i1 musi by¢ brana pod
uwage przy konstruowaniu, a nastepnie doborze
testow przegladowych. Eksperci WHO zalecaja, aby
ocena testow dopuszczanych na danym terytorium
uwzgledniala mozliwie najpeiniejsza wiedze o poli-
morfizmach wiruso6w wystepujacych lokalnie [15].

Dotychczas szczegblowo opisano epidemiolo-
gie molekularng wirusa HCV w Polsce na podsta-
wie badan zakazonych dawcow krwi oraz chorych.

Zwrbocono w nich szczegblng uwage na zmiany za-
chodzace w ostatnich latach w czestoSci poszcze-
gblnych genotypow [16-18]. W obecnej pracy skon-
centrowano sie na polimorfizmie parvowirusa B19V
1 HBV. Polimorfizm pierwszego z wirusoOw nie byt
dotychczas w Polsce badany; w przypadku HBV do-
tychczasowa wiedza ma charakter fragmentaryczny
1 dotyczy przede wszystkim wystepowania genoty-
poéw HBV w niewielkich grupach chorych badanych
lokalnie [19-23]. W obecnej pracy analizowano
wystepowanie genotypow na terenie calego kraju
oraz przeprowadzono szczegblowe badanie wielu
mutacji.

1.3. Wirus zapalenia watroby typu B (HBV)
1.3.1. Biologia molekularna HBV

Wirus zapalenia watroby typu B jest czeScio-
wo dwuniciowym wirusem DNA nalezacym do ro-
dziny Hepadnaviridae, rodzaj Orthohepadnavirus.
Genom wirusa o dtugosci okoto 3,2 kb koduje 4 otwar-
te ramki odczytu (ORF, open reading frame) — S
C, P, i X, ktore obejmuja odpowiednio geny pre-S/S
(trzy biatka otoczki), pre-C/C proteina prekursoro-
wa preCore, biatko rdzeniowe HBc oraz bialko e),
gen P (polimeraza DNA) oraz gen X (biatko X). ORF
S1X czeSciowo pokrywaja sie z najbardziej rozlegta
ORF P. Biatko rdzeniowe (HBcAg), trzy glikopro-
teiny otoczki (HBsAg, gp36 1 gp 42) oraz wirusowa
polimeraza DNA tworza dojrzala czasteczke wirusa.
Region Pre S/S koduje trzy bialka otoczki — mate
(S, HBsAg), Srednie (M, preS2) oraz duze (L, preS1).
HBsAg jest gtownym biatkiem otoczki, sktadajacym
sie z 226 aminokwasow 1 zawierajacym regiony od-
powiedzialne za przylaczenie sie czasteczek wiru-
sowych do blony komorkowej oraz epitopy rozpo-
znawane przez przeciwciala. Kluczowe znaczenie
maja epitopy obecne w antygenowej determinancie
a HBsAg wspolnej dla wszystkich genotypow. Sku-
teczno$§¢ oddzialywan pomiedzy przeciwciatami,
a ta determinanta warunkuje ograniczenie zakazenia
u 0s6b zakazonych oraz efekt ochronny przeciwciat
wyprodukowanych w nastepstwie szczepienia [24].

Gen polimerazy koduje duze biatko o istotnym
znaczeniu w skladaniu czasteczek wirusa i repliko-
waniu wirusowego DNA, ma wlasno§¢ polimerazy
DNA, posiadajaca dodatkowo aktywno§¢ odwrotnej
transktyptazy i RNazy H. Biatko X posiada wtasno-
Sci transaktywujace, prawdopodobnie odgrywa
istotng role w karcinogenezie komorek watroby
1nie jest elementem wirionu. Biatko e (HBeAg) za-
wiera sekwencje aminokwasowe antygenu c, jed-
nak jest antygenem rozpuszczalnym, wydzielanym
przez zakazone komorki [25].

50 www.jtm.viamedica.pl



Piotr Grabarczyk, Badania polimorfizmu wirusé6w HBV i B19V w Polsce

1.3.1.1. Genotypy, podtypy, warianty
oraz typy serologiczne

Polimorfizm wirusa HBV jest Scisle zwigzany
z mechanizmem replikacji, ktory jest unikalny
wsrod wirusow DNA. W jego przebiegu, wirusowa
odwrotna transkryptaza powiela genom, wytwarza-
jac jako posredni substrat czasteczki RNA. Aktyw-
no$¢ odwrotnej transkryptazy HBV, podobnie jak
w przypadku innych wirusow, ktorych replikacja
jest uzalezniona od tego typu aktywnoSci enzyma-
tycznej, charakteryzuje sie brakiem wtasno$ci ko-
rekcyjnych. W konsekwencji, czesto$¢ mutacji ob-
serwowana w genomie HBV jest nawet 10-krotnie
wyzsza niz w przypadku innych wirusow DNA. Sza-
cuje sie, ze w ciagu roku dochodzi do 1,4-7,9 x 107
podstawien/miejsce [26, 27]. Drugim istotnym
cho¢ malo znanym zrédiem zmiennoSci jest rekom-
binacja [28, 29].

Na podstawie analizy sekwencji catych geno-
mow wyodrebniono dotychczas 8 genotypow wirusa
HBV (A-H), ktoére roznig sie o ponad 8% oraz liczne
podtypy rozniace sie przynajmniej o 4% [30] (tab. 1).
W ostatnim czasie zidentyfikowano nastepne formy
polimorficzne. Sugeruje sie, aby wyodrebnié kolej-
ny dziewiaty genotyp I [31, 32] oraz nowe podtypy
[33-35]. Najwiekszg tendencje do rekombinacji wy-
kazuja genotypy A oraz C. Zidentyfikowano miej-
sca w genomie, w ktorych najczesciej dochodzi do
wymiany materialu genetycznego pomiedzy rozny-
mi genomami (breakpoint hot spots). NajczeScie]
identyfikowane sa rekombinanty B/C (Wschodnia
1 Potudniowa Azja) oraz A/D (Poludniowa Afryka
oraz Wiochy) [29].

Wiedza dotyczaca genotypow HBV ma nadal
jeszcze charakter fragmentaryczny, pozwala jednak
stwierdzic, ze poszczegblne genotypy charaktery-
zuja sie specyficzng dystrybucja geograficzna, do-
minujacymi drogami przenoszenia i odmiennym
przebiegiem zakazenia. Genotypy roznia sie takze
wrazliwoS$cia na leki przeciwwirusowe (tab. 2) [25,
30, 36, 37].

Zidentyfikowano wiele mutantow charaktery-
zujacych sie zwiekszong zakaznoS$cia, podwyzszo-
nym tempem replikacji, oporno$cia na leki przeciw-
WIrusowe oraz zmienionymi epitopami antygenowy-
mi. Mutacje w podstawowym rdzeniu promotora
(BCP, the basal core promotor) w pozycji nukleoty-
dowej (nt.) 1762 i nt. 1764 [38] oraz mutacja pro-
wadzaca do powstania kodonu stop w regionie pre-
core w pozycji nukleotydowej (nt.) 1896 [39] zmniej-
szaja lub nawet calkowicie hamuja ekspresje
antygenu e wirusa HBV (HBeAg). Jednoczes$nie ich
obecnos$¢ koreluje z aktywacja odpowiedzi immu-
nologicznej zakazonego organizmu. Sformutowano
takze hipoteze, ze mutacje w regionie BCP wply-
waja na replikacje wirusa ze wzgledu na kontrole
produkcji pregenomowego RNA. Jednak badania
nad wplywem mutacji w tym regionie przynosily
dotychczas niejednoznaczne wyniki [40-42]. Ostat-
nio wykazano in vitro, ze mutacje 1766T/1768A,
1762T/1764A/1766T oraz 1753C/1762T/1764A wiaza
sie ze zwiekszong replikacja HBV [43].

Szczegblne znaczenie maja mutacje w genie
kodujacym bialko powierzchniowe S, zwlaszcza
zmieniajace sekwencje aminokwasowe malej pro-
teiny HBs w giéwnym regionie hydrofilowym

Tabela 1.Typy i warianty polimorficzne wirusa zapalenia watroby typu B (HBV)

Table 1. Polymorphic forms and variants of hepatitis B virus (HBV)

Typ/wariant Kryteria Znane typy/warianty
Genotypy* Réznice 8-15% miedzy sekwencjami nukleotydowymi A, B, C, D, E, F, G, H, I**
catych genomow
Podtypy Réznice < 4% miedzy sekwencjami nukleotydowymi  A1-A7; B1-B6, C1-C7, D1-D7, F1-F4

catych genoméw
Podtypy HBsAg

Polimorfizm w okreslonych pozycjach sekwencji

adw2, adw3, adw4 , adr, ayw1-4, ayr

aminokwasowej determinanty a: 122: d (lizyna)
lub y (arginina) 160: w (lizyna) lub r (arginina)

127: w3 (treonina) lub w4 (leucyna) lub prolina
w1-w3 159: w1 (alanina) lub inny aminokwas,
wtedy 140: w2 (inne niz seryna) lub w4 (seryna)

Warianty

w elementach regulatorowych

Mutacje w sekwencji nukleotydowej prowadzace
do istotnych zmian w strukturze biatek
(np. substytucji aa) lub do zmian funkcjonalnych

Przyktadowo mutanty ucieczki w MHR
regionu pre-S/S, np. G145R mutanty
regionu BC/PC takie jak A1762T/
/G1764A, G1896A i inne

*dodatkowo wyrdéznia sie formy zrekombinowane genotypdw; dotychczas najczesciej identyfikowano rekombinanty B/C i A/D [29]

**postulowane jest wydzielenie oddzielnego dziewigtego genotypu |
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Tabela 2. Ogdlna charakterystyka genotypdw wirusa zapalenia watroby typu B, na podstawie J.-P. Allain 2007

oraz McMahon B. 2008 [36, 37]

Table 2. General characteristics of genotypes of hepatitis B virus, based on J.-P. Allain 2007; and McMahon B.

2008 [36, 37]

Genotyp  Wystepowanie Najczestsze drogi Przyktadowe korelacje z chorobami watroby
przenoszenia
A Afryka Potudniowa, Europa, Seksualna IVDU A1 — HCC w mtodym wieku A2 — HCC i marskos¢
Ameryka Poétnocna watroby u starszych oséb
B Japonia, Azja Wschodnia, Wertykalna B1 — HCC i marskos¢ watroby u starszych oséb,
B2-5 HCC i marskos¢ watroby w mtodym wieku
C Chiny, Korea, Wertykalna C1 i C2 — wysokie ryzyko HCC
Azja Potudniowa
D Europa, Basen Morza Wertykalna Przewlekte zapalenie watroby i marskos¢ watroby
Srédziemnego, Rosja, Seksualna,
Bliski Wschéd, Indie szpitalne
E Afryka Szpitalne, Niebadane
horyzontalne
F Ameryka Centralna Wertykalna F1 — HCC u miodych oséb, F2-3 — wspotzakazenie
i Potudniowa, Alaska seksualna HDV — ryzyko piorunujacego zapalenia watroby
G Afryka Zachodnia, Stany Zwiekszone ryzyko ostrego zapalenia watroby,
Zjednoczone, Wietnam, widknienie watroby (liver fibrosis) i HCC
Europa Potudniowa
H Ameryka Srodkowa, Kalifornia Niebadane

(MHR, the major hydrophilic region), obejmujacym
sekwencje aminokwasowe od pozycji 99 do 170.
Najbardziej immunogenne determinanty antygeno-
we zlokalizowane sa w pozycji aa 124-147. Struk-
tura antygenowa epitopow zalezy miedzy innymi od
wigzan dwusiarczkowych miedzy cysteinami zloka-
lizowanymi w ,,petli antygenowej”. Zmienno§¢ ami-
nokwasow w pozycjach 122, 127, 140, 1591 160 de-
terminuje serotypy HBV [44]. Substytucje amino-
kwasowe w regionie MHR moga prowadzic¢ do
nieskuteczno$ci zarowno czynnej, jak 1 biernej im-
munoprofilaktyki zakazen HBV prowadzonej odpo-
wiednio przez szczepienia oraz podawanie immuno-
globulin (HBIg). Niektore z takich wariantéw nie sa
wykrywane lub ich reaktywno$¢ jest obnizona
w badaniach HBsAg testami serologicznymi [25].
Jedna z najlepiej poznanych mutacji tego typu jest
mutacja prowadzaca do substytucji glicyny przez ar-
ginine w pozycji 145. Jej wystepowanie stwierdzono
w wielu krajach, niemal na wszystkich kontynentach.
Identyfikowana bylta zar6wno u os6b uprzednio
szczepionych, jak tych, ktorym podawano profilak-
tycznie swoiste immunoglobuliny. Jednocze$nie ob-
serwowano bardzo istotne trudno$ci zwigzane z dia-
gnostyka — antygenu zmienionego wirusa nie wy-
krywano w badaniach prowadzonych réznymi
testami serologicznymi. Wykazano, ze wariant ten
moze pojawic sie zarowno w trakcie zakazenia jako
wynik presji immunologicznej, jak rowniez moze

zostaé przeniesiony, co wskazuje na jego duza sta-
bilno$§¢ [45].

Z jednej strony produkowane obecnie szcze-
pionki 1 testy diagnostyczne uwzgledniajg postep
wiedzy dotyczacej wariantow, z drugiej za$ opisy-
wane s3 kolejne, dotychczas nieznane warianty,
ktorych znaczenie kliniczne i diagnostyczne wyni-
ka z kombinacji wielu substytucji aminokwasowych.
Biologiczne 1 kliniczne znaczenie mutacji innych
region6w pre-S/S nie jest dobrze poznane.

Zidentyfikowano wiele mutacji w genie koduja-
cym polimeraze HBV, ktore korelujg z lekooporno-
$cig na leki przeciwwirusowe (lamiwudyne, adefovir,
entekavir); sa one zlokalizowane w domenach katali-
tycznych polimerazy [46].

1.3.2. Przebieg zakazenia HBV
Prawdopodobienstwo rozwiniecia przewlekle-
go zakazenia HBV zalezy od tego kiedy do zakaze-
nia doszlo. Najwyzsze ryzyko jest wowczas, gdy do
infekcji dochodzi droga perinatalng (90%), nieco
mniejsze u dzieci, ktorych uktad odporno$ciowy nie
jest jeszcze w pelni rozwiniety (20-30%), a naj-
mniejsze wystepuje u dorostych osob (<1%). Prze-
bieg kliniczny zakazenia HBV jest zwiazany z poja-
wianiem sie markerow infekcji. Szacuje sie, ze Sred-
nio 21 dni od momentu zakazenia mozliwe jest
wykrycie DNA HBV przy zastosowaniu bardzo czu-
tych metod diagnostycznych opartych na amplifika-
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¢ji kwasow nukleinowych. Po kolejnych dwoch ty-
godniach (Srednio 36 dni od zakazenia) jest wykry-
wany HBsAg, za pomoca najczulszych dostepnych
obecnie testow serologicznych [47]. W pierwszych
dniach obecnoS$ci wykrywalnego HBsAg pojawiaja
sie przeciwciala skierowane do antygenu rdzenio-
wego, najpierw klasy IgM, nastepnie IgG. Obecnie
wyrodznia sie cztery fazy przewlekiego zakazenia
HBV [48, 49]. W fazie tolerancji immunologicznej
wykrywany jest antygen HBe, poziom DNA HBV
w osoczu jest wowczas wysoki (>10* IU/ml), a po-
ziom aktywnoS$ci ALT utrzymuje sie w granicach
wartoSci referencyjnych lub jest lekko podwyzszo-
ny; w watrobie nie obserwuje sie istotnych zmian
histologicznych. Ta faza trwa 10-30 lat u oso6b za-
kazonych na drodze perinatalnej, lecz jest znacznie
skrocona lub w ogole moze jej nie by¢ u osob zaka-
zonych w dziecinstwie lub w okresie dorosiym.
W nastepnej fazie ograniczania zakazenia (immune
clearance), uklad odpornosciowy zakazonego orga-
nizmu atakuje wirusa i zakazone przez niego komor-
ki, czemu towarzyszy wahajacy sie, ale sukcesyw-
nie zmniejszajacy poziom DNA HBV, podwyzszo-
ny poziom aktywno$ci ALT polaczony ze zmianami
w obrazie histologicznym watroby (najczeSciej
wioknienie, fibrosis). W tym okresie poziom DNA
HBV w osoczu zazwyczaj przekracza 20 000 IU/ml,
jest wykrywany antygen HBe. Etap ten prowadzi
do fazy nieaktywnego nosicielstwa charakteryzuja-
cego sie brakiem antygenu HBe i obecnoScig prze-
ciwciat do tego antygenu, poziom DNA HBV zazwy-
czaj nie przekracza 2000 IU/ml, aktywno$¢ ALT
utrzymuje sie w granicach normy, za$ obraz histo-
logiczny watroby jest pozbawiony cech zapalnych.
U tych oso6b po wielu latach zakazenia zanika anty-
gen HBs, przy czym mozna réwniez obserwowac
pojawienie sie/fluktuacje poziomu przeciwcial anty-
HBs 1 niski poziom DNA HBV w osoczu/watrobie.
Jest to stan okreslany jako ukryte zakazenie HBV
(OBI, occult hepatitis B infection [50, 51]. W odpo-
wiednich warunkach w szczegdlnosci u HBeAg
ujemnych/anty-HBeAg dodatnich nosicieli wirusa
ten etap zakazenia moze przej$¢ w reaktywacje cha-
rakteryzujaca sie rosngcym poziomem DNA HBV,
czemu towarzyszy podwyzszony poziom aktywno-
Sci ALT oraz zmiany histopatologiczne w watrobie.

Przewlekte zakazenie HBV moze prowadzi¢ do
marsko§ci watroby oraz nowotworu watroby (HCC).
Proces ten zalezy od wielu czynnikéw zar6wno po
stronie zakazonego (wiek, pie¢, alkoholizm i inne
czynniki, ktore sg obecnie badane), jak rowniez wi-
rusa (poziom replikacji wirusa, genotyp, warianty)
oraz od wspolzakazenia innymi wirusami takimi jak
HCV, HDV, HIV [48, 49].

Ocenia sie, ze prawie 1/3 przypadkow zakaze-
nia HBV przebiega bezobjawowo. Kolejnym 30% in-
fekcji towarzysza maloswoiste objawy grypopodob-
ne, u pozostatych obserwuje sie zoitaczke. Szacuje
sie, ze okolo 3% zakazonych przechodzi ostrg faze
piorunujaco, z kolei nosiciele, ktorzy nie wyelimi-
nowali zakazenia, sa zagrozeni rozwojem powaz-
nych schorzen watroby [48, 49].

1.3.3. Epidemiologia HBV

Szacuje sie, ze prawie 1/3 populacji naszego glo-
bu (okoto 2 miliardy osob) przeszla zakazenie HBV,
a 400 milionow jest przewlekle zakazonych tym wi-
rusem 1 nalezy do grupy podwyzszonego ryzyka
zachorowania na nowotwor watroby (HCC, hepatocel-
lular carcinoma) oraz marskoS§¢ watroby (cirrosis).
W wyniku zakazenia HBV, z powodu tych dwoch cho-
rob co roku umiera 320 000 ludzi [52].

Na poczatku lat 80. XX wieku zapadalno$§¢ na
zakazenie wirusem zapalenia watroby typu B w Pol-
sce wynosila 45 przypadkow/100 000 mieszkancow/
/rok 1 byla najwyzsza w Europie [53]. Analiza epi-
demiologiczna wykrywania HBsAg u dawcow krwi
w latach 1995-2004 wykazala, ze okoto 0,8% pierw-
szorazowych dawcow jest nosicielami HBsAg.
W analizowanym okresie obserwowano spadek cze-
sto§ci wykrywania tego markera wsrod dawcow za-
rowno pierwszorazowych, jak i wielokrotnych. W tej
drugiej grupie dawcow tendencja ta byla istotnie sil-
niej zaznaczona i wynosila 20,7%/rok (spadek
2 0,088% w roku 1995 do 0,017% w 2004 roku) wo-
bec 5,4%/rok u dawcow pierwszorazowych (spadek
2 0,79% do 0,67% w tym samym okresie) [54]. Ba-
dania losowo wybranych dawcow w RCKiK Krakow
wykazaly, ze 8% z nich jest nosicielami przeciwciat
skierowanych do antygenu rdzeniowego HBV
(anty-HBc), co $wiadczy o przebytym zakazeniu lub
ekspozycji [55]. Jednoczes$nie w populacji wystepuja
grupy chorych z wyzsza czestoScig markerow za-
kazenia HBV. Przykiadowo, HBsAg jest wykrywa-
ny u 8,7% dorostych chorych na hemofilie i 3,42%
chorych poddawanych hemodializom, za$ czesto$¢
anty-HBc wynosi odpowiednio 68% 132,7% [56, 57].

Sytuacja epidemiologiczna byla przyczyna stop-
niowego wprowadzania szerokiego programu szcze-
pien w latach 90. oraz rozpoczecia w 2005 roku ba-
dan przegladowych DNA HBV u wszystkich daw-
cow krwi [58]. Badanie dawcow na obecnoS¢ DNA
HBYV pozwolito na identyfikacje dawcow z tak zwanym
»zakazeniem ukrytym” (HBsAg—/DNA HBV+).
Opublikowano serologiczng i molekularng charakte-
rystyke zakazenia HBV u takich dawcow — w wiek-
szoSci przypadkow sg oni anty-HBc-dodatni. W ten
sposob sa identyfikowani takze dawcy na wezesnym
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etapie zakazenia (HBsAg—/DNA HBV + zazwyczaj
bez markerow serologicznych) dzieki czemu unika
sie przetoczen obarczonych duzym ryzykiem prze-
niesienia zakazenia na biorce [58, 59].

Wspomniane akcje szczepien, doskonalenie
metod badania HBV u dawcow krwi oraz dodatko-
wo ulepszenie metod sterylizacji sprzetu medycz-
nego i coraz powszechniejsze uzywanie sprzetu jed-
norazowego uzytku przyczynily sie do radykalne-
go zmniejszenia w Polsce zapadalno$ci na WZW
typu B do 3,51 przypadkéw/100 000 mieszkancow
w roku 2008 [60].

1.4. Parvowirus B19 (B19V)
1.4.1. Biologia molekularna
oraz polimorfizm B19V

Parvowirus B19 (B19V) nalezy do rodziny Pa-
rvoviridae rodzaju Erythrovirus, jest jednym z naj-
mniejszych znanych wiruséw zakazajacych czlowie-
ka [61]. Czasteczki wirusa o Srednicy 22-24 nm
zawieraja jednoniciowe DNA (ssDNA) o diugosci
okoto 5600 nukleotydow. Na obu koncach genomu
B19V wystepuja identyczne fragmenty z odwroco-
nymi powtorzonymi sekwencjami nukleotydowymi,
ktore tworza tak zwana strukture szpilki do wlosow.
Zidentyfikowano sekwencje jednego promotora —
pb, ktory reguluje synteze dziewieciu transkryptow
RNA kodujacych biatko niestrukturalne (NS1), dwa
biatka kapsydu (VP1 i VP2) oraz dodatkowe mate
biatka o nieznanej funkcji. Cho¢ biatko VP2 jest
glownym skladnikiem kapsydu 1 stanowi okolo
95% z 60 kapsomerow tworzacych czasteczke wi-
rusa o ikozahedralnej strukturze, to jednak wyste-
pujace w mniejszosci VP1 jest nosicielem najbar-
dziej immunogennych determinant antygenowych.
Biatko NS1 posiada wiasciwo§¢ wigzania sie z DNA
oraz wiasciwo§¢ ATPazy i helikazy. Jest takze za-
angazowane w proces transkrypcji 1 ma wiasciwo-
Sci cytotoksyczne. Brak otoczki ttumaczy wyjat-
kowa oporno$¢ wirusa na czynniki fizyczne, takie
jak wysoka 1 niska temperatura, stabilno$¢ nieza-
leznie od pH Srodowiska, odporno$¢ na rozpuszczal-
niki i detergenty oraz na wysychanie. Patogenno§é
B19V jest zdeterminowana przez fakt, ze recepto-
rem dla wirusa jest antygen P (globozyd) obecny na
komorkach linii erytrocytarnych (od erytroblastow
po dojrzate erytrocyty), na megakariocytach, na bio-
nie maziowej, na komorkach miesnia sercowego
1 Srodblonka oraz na syncytiotrofoblastach i cyto-
trofoblastach. Za powinowactwo do antygenu P od-
powiada wirusowe biatko VP2. Wiekszo$¢ popula-
¢jijest nosicielem globozydu, jednak u 1/10 000 os6b
nie dochodzi do ekspresji tego antygenu 1 nigdy nie
ulegaja one zakazeniu. Wykazano wysoka koncen-

tracje globozydu w tozysku, szczeg6lnie w I poto-
wie cigzy, co prawdopodobnie warunkuje efektywng
transmisje wirusa na dziecko w przypadku zakaze-
nia u matki. Zeby doszlo do peinej replikacji, ko-
nieczne s3 nie tylko odpowiednie molekuly petnia-
ce role receptora, ale takze niezroznicowane, szyb-
ko dzielace sie komorki. Tego typu komorki obecne
sg przede wszystkim w szpiku, w watrobie 1 krwi
plodowej [62-64].

Do niedawna uznawano B19V za wirusa malo
polimorficznego, gdyz znano jedynie rozniace sie
zaledwie o 1-2% sekwencje genomoéw roéznych
szczepow, bardzo podobnych do prototypowego
genotypu 1. Dopiero w latach 90. XX wieku ziden-
tyfikowano kolejne genotypy znaczaco rézniace sie
od formy klasycznej. Dotychczas zidentyfikowano
trzy glowne genotypy B19V [65-67] oraz wyrdznio-
no wiele podtypow [68-70]. Genotyp 1 byl wykry-
wany na calym $wiecie; natomiast dane dotyczace
epidemiologii genotypow 2 13 sa fragmentaryczne.
Na podstawie ograniczonej liczby publikacji uwaza
sie, ze wszystkie trzy genotypy maja podobne wia-
Sciwo$ci biologiczne i1 znaczenie kliniczne [71-73].
Jednoczes$nie wielokrotnie opisywano trudno$ci
w wykrywaniu genotypow 2 1 3 metoda NAT jako
wynik polimorfizmu wirusa na poziomie genomu.
Obserwowano zanizanie ilo$ci wirusa w badaniach
iloSciowych DNA B19V oraz uzyskiwanie wynikow
falszywie ujemnych [8-12, 74]. Baylis 1 wsp. [74]
wykazali, ze metoda real-time PCR (reakcja tancu-
chowa polimerazy w czasie rzeczywistym) opisana
uprzednio przez Aberham i wsp. [75], a stosowana
do badania DNA B19V w osoczu przeznaczonym do
frakcjonowania, pozwala na poprawng ocene iloSci
materialu genetycznego B19V w standardzie mie-
dzynarodowym (NIBSC 99/800) zakazonym geno-
typem 1 oraz genotypu 2 i 3 reprezentowanych
przez izolaty, odpowiednio, A6 [66] 1 V9 [65]. Jed-
nak w przypadku izolatu D91.1 [67] klasyfikowane-
go jako inny podtyp genotypu 3, w trakcie amplifi-
kacji metoda real-time PCR obserwowano opoznie-
nie pojawienia sie sygnaltu fluorescencyjnego, co
powodowalo zanizanie wyniku ilo§ciowego 1 moglo
prowadzi¢ do wynikow falszywie ujemnych w prob-
kach z niska wiremig. Przyczyna trudno$ci w pra-
widlowym pomiarze iloSci wirusa byly niezgodno-
Sci miedzy sekwencja sondy typu TagMan, a doce-
lowa sekwencjg zlokalizowana w genie VP1.
W przypadku genotypu 1 sonda byfa w peini zgodna
z odpowiednim fragmentem sekwencji genomu wi-
rusa. W specyficznym fragmencie genomu genoty-
pow 2 1 3 reprezentowanych przez szczepy A61V9
wystepowaly odpowiednio jedna i trzy niezgodno-
§ci, co nie mialo praktycznego znaczenia dla ich wy-
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krywania oraz pomiaru ilo§ci DNA wirusa. W przy-
padku D91.1 bylo ich az cztery i obnizaly efektyw-
no$¢ przylaczenia sondy do matrycy [74]. W kolej-
nych trzech publikacjach opisano zasadnicze trud-
noSci w trakcie badania genotypow B19V przy
uzyciu jednego z dostepnych testow komercyjnych
[8, 9, 11]. W tym teScie primery i sonda zaprojek-
towane zostaly do regionu genu NS1. Koppelman
1 wsp. [11] zidentyfikowali az sze§¢ roznic miedzy
sekwencja 46-nukleotydowej sondy a odpowiednim
fragmentem genomu genotypow 2 i 3 oraz dodat-
kowe niezgodno$ci w obrebie sekwencji primerow.
Opisali takze wariant genotypu 1, z pojedyncza mu-
tacja w sekwencji, do ktorej zaprojektowano sonde
innego testu real-time PCR typu home made. Stwier-
dzona niezgodno$¢ wprowadzata brak stabilno$ci od-
dzialywan z matryca prowadzac do zanizania wyni-
ku iloSciowego uzyskiwanego tym testem o dwa
rzedy wielkoSci [11].

1.4.2. Przebieg zakazenia B19V

Ludzki parvowirus B19 wystepuje na calym
Swiecie. Infekcja przebiega czesto bezobjawowo lub
towarzysza jej malo swoiste 1 przemijajace objawy
grypopodobne. W niektérych przypadkach, w trak-
cie zakazenia obserwowane sa: rumien zakazny
(przede wszystkim u dziect), artropatia (choroba reu-
matyczna) u doroslych, nieimmunologiczny obrzek
plodu, obumarcie ptodu oraz inne komplikacje w trak-
cie ciazy, przelom aplastyczny u osob ze zwiekszong
erytropoeza, anemia u chorych z oslabiong odporno-
Scig. W trakcie zakazenia B19V opisywane sg spora-
dyczne przypadki zapalenia watroby, mie$nia serco-
wego, trombocytopenii, neutropenii [62-64, 76].

U osob z prawidiowa odpornoS$cig koncentra-
cja wirusa gwaltownie ro$nie w pierwszym tygodniu
zakazenia, przekraczajac nawet 1 X 10" geg/ml.
Wysokiej wiremii moze towarzyszy¢ goraczka, zle
samopoczucie, bole miesni, $wiad, za§ w badaniu
morfologii krwi obwodowej mozna stwierdzié nie-
istotne klinicznie obnizenie liczby limfocytow, neu-
trocytow, plytek, a takze przejSciowy spadek steze-
nia hemoglobiny i liczby retikulocytow. Odporno$c
humoralna odgrywa zasadnicza role w ograniczeniu
zakazenia. Po kolejnych 7-14 dniach pojawiaja sie
swoiste przeciwciala klasy M, a w trakcie trzecie-
go tygodnia, IgG. Wzrostowi koncentracji przeciw-
cial towarzyszy spadek stezenia wirusa oraz szereg
objawoéw — najczeSciej wysypka, Swiad oraz bole
stawow. W pozniejszym czasie poziom przeciwcial
spada, sa one jednak wykrywane przez okres nawet
6 miesiecy w przypadku IgM i przez lata dla IgG
[62-64, 77]. Przez wiele lat uwazano, ze przewle-

kte zakazenie B19V jest zjawiskiem wyjatkowym ze
wzgledu na silne dzialanie neutralizujace przeciw-
cial. Jednak ostatnio wykazano, ze wirusowe DNA
obecne jest we krwi obwodowej immunokompe-
tentnych osob nawet przez wiele lat, czemu towa-
rzyszy obecno$c specificznych IgG. Wirus moze tak-
ze przetrwac w szpiku kostnym, bionie maziowej,
skérze oraz w innych tkankach [78].

1.4.3. Epidemiologia B19V

Powszechne wystepowanie B19V jest zwiagza-
ne z przenoszeniem droga kropelkowa do uktadu od-
dechowego. Zakazenie przenoszone jest takze
z matki na dziecko w okresie plodowym oraz tuz po
narodzeniu [62-64]. Udowodniono przenoszenie
zakazenia przez transfuzje krwi 1 jej sktadnikow
(osocze, produkty osoczopochodne, plytki krwi,
koncentraty krwinek czerwonych) [79-85], przez
zakazony szpik kostny w trakcie jego przeszczepia-
nia [86] oraz w trakcie przeszczepiania narzadow
litych, na przyktad nerki [87].

Przeciwciala Swiadczace o przebytym zakazeniu
sa wykrywane u wiekszoS$ci os6b w populacji, ich
czesto$§¢ ro$nie wraz z wiekiem 1 osiaga 80%
u 40-latkow [88, 89]. W Polsce odsetek kobiet w wie-
ku reprodukcyjnym podatnych na zakazenie B19V
zostal oszacowany na 36,8%, za$ ryzyko zakazenia
B19V w tej grupie na 1,58% [89]. Czestos¢ wykry-
wania markeréw zakazenia B19V — swoistych prze-
ciwcial oraz DNA B19V — jest podwyzszona w nie-
ktorych grupach chorych np. u chorych na hemofilie
[90], ktorzy ze wzgledu na intensywne leczenie krwia
1jej skladnikami sg bardziej narazeni na zakazenie.
Podobnie jest u kohiet z nieimmunologicznym obrze-
kiem plodu, co jest zwigzane z faktem, ze u czeSci
z nich chorobe wywotuje B19V [90-92].

2. Cele

Analiza polimorfizmu wirusow

przenoszonych przez krew w Polsce:

A. HBV

I.  Ocena czesto$ci wystepowania genotypow
HBV u dawcow krwi w Polsce.

II. Poréwnanie genotypow oraz polimorfizmu re-
gionu MHR HBYV na réznych etapach zakazenia.

III. Szczegoélowa charakterystyka wybranych mu-
tacji w genomie HBV.

B. Parvowirusa B19

Ocena polimorfizmu wirusa w probkach Kkli-

nicznych.

II. Szczegoélowa analiza zakazenia formami poli-
morficznymi innymi niz genotyp 1.

!—1
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3. Material i metody

3.1. Materiat
3.1.1. Dawcy zakazeni HBV

Analiza objeto dawcow, u ktorych w trakcie
badan przegladowych zidentyfikowano HBV na roz-
nych etapach zakazenia: u 7 dawcow stwierdzono
wczesne stadium zakazenia (grupa I), kolejna kate-
gorie stanowilo 170 HBsAg-dodatnich pierwszo-
razowych dawcow krwi (grupa II), u dalszych 40 stwier-
dzono tak zwane ukryte zakazenie (grupa III, OBI).
Wszyscy byli poddani badaniom przegladowymi te-
stami serologicznymi na obecno§¢ HBsAg — He-
panostika HBs-Ag Ultra (BioMerieux, Francja) lub
ORTHO Antibody to HBsAg ELISA Test System 3
(Ortho-Clinical Diagnostics, Stany Zjednoczone).

Probki od dawcow z HBsAg zostaly pobrane
w 2006 roku, w 17 regionalnych centrach krwiodaw-
stwa (liczbe probek podano w nawiasach): w Byd-
goszczy (10), Gdansku (10), Katowicach (10), Kiel-
cach (6), Krakowie (10), Lodzi (10), Olsztynie (12),
Opolu (10), Poznaniu (10), Raciborzu (10), Radomiu
(2), Rzeszowie (10), Stupsku (20), Szczecinie (10),
Watbrzychu (10), Wroctawiu (10) oraz w Zielonej
Gorze (10). Do momentu badania probki przecho-
wywano w temperaturze ponizej —20°C. Zgodnie
z Medycznymi Zasadami obowigzujagcymi Regional-
ne Centra Krwiodawstwa 1 Krwiolecznictwa [1]
dawca jest uznany za nosiciela HBsAg, jesli uzyska-
no reaktywny wynik badania przegladowego oraz
przynajmniej jednego z dwoch powtdrzen wykona-
nych tym samym testem serologicznym, a nastep-
nie potwierdzano swoisto§¢ w tescie neutralizacji
lub przez stwierdzenie obecno$ci DNA HBV.

Liczbe 47 probek osocza dawcow, u ktorych
wykryto DNA HBYV, a nie stwierdzono HBsAg, zi-
dentyfikowano w trakcie badan przegladowych me-
todami biologii molekularnej prowadzonych w Re-
gionalnych Centrach Krwiodawstwa i Krwiolecznic-
twa w latach 2007-2008, w pojedynczych donacjach
metodg TMA (Procleix Ultrio, GenProbe/Chiron,
Emeryville, Stany Zjednoczone) lub metoda PCR
(Cobas Amliscreen Tests, Roche Molecular Sys-
tems, Branchburg, Stany Zjednoczone) w pulach
osocza od 24 dawcoéw do 2007 roku lub w pulach po
6 donacji, w okresie pézniejszym. Probki przecho-
wywano w temperaturze —80°C. Sposob klasyfika-
cji jako zakazenia WP lub OBI zostal szczegotowo
opisany wczeSniej [58].

3.1.2 Pacjenci zakazeni B19V

W latach 2004-2008, w Pracowni Biologii Mo-
lekularnej Zakiadu Immunologii Hematologicznej
1 Transfuzjologicznej Instytutu Hematologii i Trans-

fuzjologii w Warszawie (IHiT) wykryto DNA B19V
u 69 pacjentow klinik hematologicznych oraz gine-
kologiczno-potozniczych, ktorych probki zostaty
skierowane na badania diagnostyczne na obecno$¢
B19V. Badaniami polimorfizmu objeto 30 pacjentow
z DNA B19V, dla ktoérych dysponowano odpowied-
nig objetoscia osocza. 19 pacjentow wigczonych do
badan mialo obnizong odpornos§¢.

3.2. Metody
3.2.1. Charakterystyka molekularna HBV

DNA HBYV izolowano z osocza metoda kolu-
mienkowa QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen
GmbH, Hilden, Niemcy), High Pure Viral Nucleic
Acid kit (Roche Diagnostics) lub easyMag (bioMe-
rieux, Boxtel, Holandia) z odpowiednio 200 ul, 500 ul
lub 1000 ul osocza, zgodnie z zaleceniami producen-
ta. Ilo§¢ DNA wirusa badano QPCR, stosujac me-
tode TagMan i sondy wyznakowane na koncu 5’
barwnikiem Cy5, a na koncu 3’ Black Hole Quen-
cher 2 (BHQ-2) [93].

Metoda nested PCR (gniazdowa reakcja tancu-
chowa polimerazy) amplifikowano cate genomy HBV
(~3150 bp), region pre-S/S (~1190 bp), ~450 bp
genu S obejmujace petle antygenowa oraz ~300 bp
regionu precore oraz podstawowego promotora genu
kodujacego biatko rdzenia (basal core promoter/
/precore [BCP/PC] region) [94]. Produkt PCR se-
kwencjonowano metoda bezposrednig. Analize filo-
genetyczng otrzymanych sekwencji wykonywano
programem PAUP, stosujac algorytm lgczenia naj-
blizszych sasiadow (neighbour-joining) oraz dwupa-
rametrowy szacunek odlegtosci algorytmem Kiury,
zgodnie z metodyka opisang wczesniej [93, 94].

U czesci dawcow z OBI oraz WP ilo§¢ DNA
HBYV okreslano metoda RealArt HBV RG PCR Kit
(Artus GmbH, Hamburg, Niemcy), natomiast geno-
typowanie oraz analize regionu MHR prowadzono
przez sekwencjonowanie fragmentu o dtugo$ci oko-
to 500 bp [95]. W tym przypadku do identyfikacji
genotypu wykorzystywano program Blast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi. oraz
Genotyping http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/
/genotyping/formpage.cgi [96].

Jako sekwencje referencyjne wykorzystano te
zdeponowane w bazie sekwencji nukleotydowych
GenBank, dla podtypu A1 — M57663, AY233290,
AY934772, AY934773; A2 — AY233286, X70185,
AB116077, 235717, V00866, Z72478, S50225; A3 —
AB194949,AB194950; dla genotypu B — M54923,
D23678, D50522, dla genotypu C — D23680,
M38636, D50519, dla podtypu D1 — U9551,
X02496, M32138; D2 — Z35716; dla genotypu E —
AB091256, AB091255, X75664, X75657; dla geno-
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typu F — X69798, X75658, X75663, AB036910,
AB036920; dla genotypu G — AB056515, AB056513,
AB064311 oraz dla genotypu H — AY090457,
AY090454.

W celu unikniecia zanieczyszczen amplikona-
mi DNA, na wszystkich etapach zwiazanych z wy-
krywaniem DNA oraz analizg metoda PCR, stoso-
wano Srodki zapobiegawcze opisane uprzednio [97].

3.2.2. Charakterystyka molekularna B19V

Badanie DNA B19V prowadzono dwiema alter-
natywnymi metodami iloSciowymi z wykorzysta-
niem metody 7eal time PCR na aparatach ABI Prism
7700 (Applied Biosystems, Singapur, Singapur) lub
Corbett 3000 (Corbett Research, Sydney, Austra-
lia) [75, 98]. W obu przypadkach wykorzystano son-
dy hydrolizujace typu TagMan skierowane do frag-
mentow genow, odpowiednio VP1 1 NS1 [75, 98].
W drugiej metodzie, jako kontrole wewnetrzna, za-
stosowano dodatkowe primery oraz sonde do wy-
krywania w osoczu fragmentu genu kodujacego
CCRb5. Amplifikacje prowadzono wykorzystujac
TagMan Universal PCR Master mix (Roche Branch-
bur, New Jersey, Stany Zjednoczone) w objetoSci
25 ul, co zawierato 10 ul ekstraktu kwasow nukle-
inowych. 100% wykrywalno§¢ okres$lono na 5 IU/
/reakcje oraz 20 IU/reakcje odpowiednio dla badan,
w ktorych wykrywano VP11NS1. Genotypy 1-3 wy-
krywane s obiema metodami, wykazano jednak, ze
metoda specyficzna wzgledem genu VP1, stosowa-
na do konca roku 2006, zaniza ilo$¢ jednego z pod-
typow genotypu 3 [74]. Amplifikacje poprzedzano
jedng z dwoch metod izolacji kwasow nukleinowych:
QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen GmbH, Hil-
den, Niemcy) lub Nuclisens Extractor (Nuclisens
Automated Isolation Reagents, BioMerieux, Boxtel,
Holandia). Obie procedury byly wykonywane zgod-
nie z zaleceniami producenta.

Na potrzeby genotypowania analizowano frag-
ment genomu B19V obejmujacy region NS1/VP1u,
o ditugosci niemal 1 kb. Amplifikowano go metoda
nested PCR [67], nastepnie dwie nici poddawano
bezposredniemu sekwencjonowaniu (ABI PRISM
3.1 Big DyeTerminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit, Applied Biosystems, Warrington,
UK). Dokonano zestawienia otrzymanych sekwen-
cji w programie CLUSTAL W [99], ktore wykorzy-
stano do stworzenia drzewa filogenetycznego za
pomoca programu MEGA 4.0 [100] z zastosowa-
niem metody odlegtoSciowej Jukes-Cantor. Dla oce-
ny istotnoSci analizy filogenetycznej, przeprowadzo-
no analize typu bootstrap, wykonujac 1000 powto-
rzen metoda przylaczania najblizszego sasiada
(neighbour-joining). Stosowano sekwencje referen-

cyjne pochodzace z GenBank: dla genotypu 1. izo-
lat Au (M13178) [101] oraz dwa izolaty z Wietna-
mu (DQ225149 — podtyp 1a i DQ357064 — pod-
typlb) [68]; dla genotypu 2. izolat A6 (AY044266)
[66] oraz LaLi (AY064475) [102]; dla genotypu 3.
podtyp 3a wariant V9 (AX003421) [65], za$ podtyp
3b reprezentowal virus D91.1 (AY083234) [67].

3.2.3. Badania markerow serologicznych
zakazenia HBV oraz B19V

Ocene ilosciowa HBsAg wykonano testem Ar-
chitect HBsAg (Abbott Diagnostics Division, Sligo,
Irlandia), HBeAg i przeciwciata skierowane do an-
tygenu e HBV (anty-HBe) wykrywano testem
ADALTIS EIAgen HBe Ab/Ag Kit (Adaltis, Bolo-
nia, Wiochy). Przeciwciata do antygenu powierzch-
niowego wirusa HBV(anty-HBs) badano testem
VIDAS Anti-HBs Total Quick (BioMerieux, Lyon,
Francja).

Badanie swoistych przeciwcial anty-B19V
wykonano komercyjnym testem recomWell Parvo-
virus B19 IgG/IgM ELISA (Mikrogen GmbH, Neu-
ried, Niemcy) zgodnie z zaleceniami producenta.

Analizy statystyczne oraz wykresy wykonywa-
no programem Statistica 9.0 (Statsoft, Stany Zjed-
noczone/Polska).

Badania zostaly zatwierdzone przez Komitet
Etyczny przy Instytucie Hematologii 1 Transfuzjo-
logii w Warszawie.

4. Wyniki

4.1. HBV
4.1.1. Wirusologiczna i molekularna
charakterystyka dawcow zakazonych HBV
na wczesnym etapie zakazenia
Przeanalizowano probki 7 dawcow (6 mezczyzn
1 1 kobiety) w wieku od 21 do 57 lat (mediana
40 lat) zakazonych na wczesnym etapie zakazenia.
W badaniach przegladowych wykryto u nich DNA
HBYV, nie stwierdzono natomiast HBsAg. Poziom
DNAemii HBV byt niski, od iloSci ponizej czutoSci
testu ilo$ciowego do 140 IU/ml (mediana 10,12 IU/ml)
(tab. 3). W pieciu z szeSciu dostepnych probek,
w ktorych wykonywano badania przegladowe, nie
stwierdzano obecno$ci zadnych dodatkowych mar-
kerow serologicznych zakazenia HBV; w jednej do-
datkowo wykryto przeciwciata anty-HBc klasy IgM,
anty-HBs oraz anty-HBe. W przypadku 5 dawcow
wielokrotnych mozliwe bylo zbadanie wcze$niej-
szych probek — u zadnego nie wykryto DNA ani
zadnego z markeréw serologicznych. W trakcie ba-
dania kolejnych dostepnych probek, w przypadku
czterech osob wykryto markery zakazenia HBV.
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Tabela 3. Charakterystyka wirusologiczna trzech grup dawcéw zakazonych HBV

Table 3. Viral characteristics of three groups of HBV infected blood donors

Dawcy zakazeni

W okienku” n =7 HBsAg dodatni n = 170 zOBIn =40

Wiek

Mediana 40 21 47

Zakres 21-57 18-68 23-61
Ptec

Mezczyzni 6 (85,7%) 143 (84,1%) 35 (94,6%)

Kobiety 1(14,3%) 27 (15,9%) 2 (5,4%)
ALT

< 80 IU/L 100% 65 (95,6%) 100%

> 80 IU/L 0% 3 (4,4%) 0%
Anty-HBs?

Badanych 6 121 37

Dodatnich 1(16,7%) 6 (5%) 7 (18,9%)
Antygen HBe

Badanych 6 123 21

Dodatnich 1(16,7%) 13 (10,5%) 0 (0%)
Anty-HBe

Badanych 6 118 21

Dodatnich 1(16,7%) 109 (92,4%) 8 (38,1%)
Poziom DNA HBV (IU/ml)

Badanych 7 170 40

Mediana 10,12 4,1 x 10° 17

Zakres -140 0-3,1 x 10" -4 x 10°
Stezenie HBsAg (IU/ml)

Badanych 121

Mediana Nie wykryto* 1%x10* Nie wykryto*

Zakres 1,2 x10"1,2 x 10°

*dawcy zakazeni HBV, u ktdrych nie wykryto HBsAg byli badani testami przesiewowymi Hepanostica HBsAg Ultra (bioMeriux) oraz testem System 3 (Ortho Clinical
Diagnostics) o czutosci odpowiednio 0,12 ng/ml oraz 0,10-0,17 ng/ml;, wykrywanie mutantéw w determinancie a zostata opisana odpowiednio przez van Ro-

osmalen i wsp. [103] i La‘ulu i wsp. [104]

U dwoch, oprocz DNA HBV stwierdzono antygen
HBs, u jednej z nich dodatkowo anty-HBc klasy
IgM. U kolejnych dwoch osob w probee follow-up
nie wykryto DNA HBV, stwierdzono natomiast po-
jawienie sie przeciwcial anty-HBs; u jednego daw-
cy dodatkowo wykryto anty-HBc. Przedstawione
wyniki badania szerokiego panelu markerow zaka-
zenia HBV wykazaly, ze dawcy zaklasyfikowani do
tej grupy znajdowali sie w fazie okienka serologicz-
nego poprzedzajacego wykrycie antygenu HBs (pre-
HBsAg WP) lub na etapie ograniczenia/eliminacji za-
kazenia we wczesne]j fazie zakazenia (early recovery
stage).

Analizy polimorfizmu w tej grupie dokonano
przez sekwencjonowanie regionu S, a nastepnie
przeanalizowano sekwencje za pomoca programu
BLAST oraz Genotyping. Za wyjatkiem jednego
dawcy zakazonego genotypem D, wszyscy dawcy
z tej grupy byli zakazeni genotypem A. (ryc. 1). Jed-

nocze$nie stwierdzono, ze wszystkie sekwencje
aminokwasowe analizowanych izolatow maja cha-
rakter dziki, bez substytucji rozniacych je od se-
kwencji referencyjne;.

4.1.2. Ogolna charakterystyka
wirusologiczna dawcow z antygenem HBs
Probki osocza z HBsAg potwierdzonym w te-
Scie neutralizacji/NAT pochodzily od 170 dawcow
pierwszorazowych z roznych czesci Polski. Ich wiek
wahat sie od 18 do 68 lat (mediana 21), stosunek
liczby mezczyzn do liczby kobiet wynosit 5:3.
Wszystkie probki byly anty-HCV 1 RNA HCV ujem-
ne oraz anty-HIV i RNA HIV ujemne. U 65/68 daw-
cow, dla ktorych dostepne byly wyniki badania ak-
tywnosci ALT w osoczu, warto$¢ tego parametru
byta w granicach normy. W osoczu 160 badanych
probek mediana stezenia DNA HBV wynosita 4,1 X
x 10° TU/ml, zakres od 2,0 x 10' IU/ml do 3,1 x 10"
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Rycina 1. Genotypy HBV u dawcow na réznych etapach
zakazenia. Na rycinie zaznaczono istotnos¢ statystyczng
obserwowanych réznic; istotne réznice w czestosci ge-
notypéw pomiedzy OBI i dawcami z HBsAg, natomiast
brak istotnych réznic pomiedzy WP a pozostatymi gru-
pami (z powodu matej liczebnosci)

Figure 1. HBV genotype in donors in different phases of
infection. The figure presents the statistical significance
of differences; significant differences in genotype di-
stribution between OBI and HBsAg carriers, no diffe-
rences between WP and other infected donors (due to
low number)

[U/ml. W 10 probkach uzyskano ujemny wynik ba-
dania iloSciowego metodg real-time PCR. Rozklad
stezenia DNA HBV 1 HBsAg przedstawiono na ry-
cinie 2. W 82% probek, DNAemia mieScila sie
w zakresie pomiedzy 10° IU/ml a 10° IU/ml. W 6%
112% probek poziom DNA-emii wynosit odpowied-
nio < 10 IU/mli > 10°TU DNA HBV /ml. Stezenie
antygenu HBs okres§lono w 121 probkach; miescilto
sie ono w zakresie od 0,12 IU/ml do 1,2 x 10° IU/ml
(mediana 1 x 10* IU/ml). Dla 87% probek poziom
HBsAg byt w granicach 10° IU/ml a 10* IU/ml. Ste-
zenie HBsAg w 12,1% 1 0,9% probek wynosito od-
powiednio < 10° IU/ml i > 10* IU/ml.

Oznaczenie ilo§ciowe HBsAg i DNA HBV wy-
konano w 101 prébkach. Nie zaobserwowano istot-
nej korelacji pomiedzy tymi parametrami (r = 0,11)
(ryc. 3). Podobnie, warto§¢ wspolczynnika nie byta
istotna, gdy analize przeprowadzono oddzielnie dla
genotypu A2 1 D (odpowiednio r = 0,16 oraz r =
0,56). W celu wyrazenia zwigzku pomiedzy steze-
niem HBsAg i DNA HBYV, wyliczono wartoSci
wspolczynnika iloSci HBsAg/DNA HBV (oba para-
metry w IU/ml). Zakres warto$ci logarytmu natu-
ralnego wspolczynnika byt bardzo szeroki; wahat sie
od -12,8 do 12,3, mediana 0,8. Warto$¢ wspolczyn-
nika wyrazona jako logarytm wartoSci HBsAg/ DNA
HBV w osoczu wiekszo$ci probek (75,2%) mieSci-
la sie w zakresie miedzy -2 1 3. Dla 12,9% 1 11,9%
probek Ln(HBsAg/ DNA HBV) wynosit odpowiednio
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[] Liczba prébek z iloscig HBsAg
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Rycina 2. Analiza ilosci DNA HBV oraz HBsAg u dawcéw z HBsAg. Wyznaczono 11 przedziatdw ilosciowych
wyrazajgcych rzad wielkosci stezenia materiatu genetycznego lub antygenu

Figure 2. Analysis of HBsAg and HBV DNA quantity in HBsAg positive donors. Eleven ranges of HBsAg and HBV
DNA were determined to express quantity of HBV genomes and surface antigen
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Rycina 3. Korelacja HBsAg/DNA HBV u dawcéw zakazonych genotypem A2 (n = 72, czerwone punkty) oraz
genotypem D (n = 21, czarne punkty)

Figure 3. Correlation of HBsAg/HBV DNA in genotype A2 (n = 72, red dots) and genotype D (n = 21, black dots)
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Rycina 4. Rozktad logarytmu naturalnego wspoétczynnika ilosci HBsAg do DNA HBV u dawcéw zakazonych
genotypem A2 (n = 72, stupki pokolorowane) lub D (n = 21, stupki czarne)

Figure 4. Distribution of the natural logarithm of HBsAg/HBV DNA in carriers of genotype A2 (n = 72, open bars)
or D (n = 21, closed bars)

< -21> 3. Aczkolwiek w obu przypadkach rozktad
warto$ci wspolczynnika zasadniczo miat charakter
normalny, to byl on jednak odmienny dla réznych
genotypow (ryc. 4).

Antygen HBe i przeciwciata anty-HBe byly ba-
dane odpowiednio w 123 i1 118 probkach. Antygen
HBe wykryto w 13 probkach (10,5%), zas przeciw-
ciata anty-HBe w 109 (92,4%). Obydwa markery byty
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obecne w 3 probkach, za§ w 5 nie stwierdzono
zadnego z nich. Podobnie jak we wczes$niejszych
badaniach dawcow [94], poziom DNA HBYV byt istot-
nie wyzszy (p < 0,001) w probkach HBeAg-dodatnich
(mediana 1,8 x 10° IU/ml, zakres 6,4 x 10°-9,7 X
x 10° TU/ml) niz w HBeAg-ujemnych (mediana 3,5 X
% 10° IU/ml, stezenie od poziomu ponizej progu czu-
toSci testu do 1,5 x 10°IU/ml). Podobnej zalezno$ci
nie obserwowano jednak podczas analizy poziomu
HBsAg (mediana 1,3 x 10* IU/mli1,6 x 10* IU/ml
odpowiednio w probkach HBeAg-dodatnich 1 HBe-
Ag-ujemnych). W konsekwencji, warto§¢ wspotczyn-
nika stezenia HBsAg/DNA HBV byla statystycznie
ZNaczaco nizsza w pierwszej grupie niz w drugiej
(mediana 0,0008 ». 1,44, p < 0,001).

Sposrod 121 probek, w ktorych badano anty-
HBs, 6 byto reaktywnych (5%) z niskim stezeniem
przeciwcial (mediana 1,45 x 10" IU/L, zakres od 5
do 3,15 x 10* IU/L). We wszystkich probkach,
w ktorych wykryto przeciwciata anty-HBs, nie wy-
krywano antygenu HBe, natomiast byly w nich
obecne swoiste przeciwciala anty-HBe. We wszyst-
kich probkach z przeciwciatami anty-HBs zaréwno
stezenie DNA HBYV, jak 1 HBsAg bylo relatywnie
niskie. Mediana poziomu DNA HBV wynosita 1,0 X
% 10° TU/ml, wahajac sie od wartoSci ponizej czulo$ci
analitycznej testu iloSciowego do 1,1 x 10°IU/ml.
Mediana stezenia antygenu HBs wynosita 0,7 x 10
IU/ml, wahajac sie od 0,4 do 2,7 x 10* IU/ml.

Spoérod 36 dawcow, dla ktorych dostepne byly
informacje dotyczace immunizacji przeciw HBV,
o$miu bylo szczepionych (22,2%). SzeSciu immuni-
zowanych anty-HBsAg dodatnich dawcow badano na
obecno$¢ przeciwcial anty-HBs 1 we wszystkich ba-
danych probkach uzyskano wynik ujemny.

4.1.3. Szczegolowa charakterystyka
genomu HBV od dawcow z antygenem HBs

Polimorfizm genetyczny HBV oceniano na pod-
stawie analizy sekwencji calego genomu losowo
wybranych probek (n = 53) lub na podstawie se-
kwencji regionu pre-S/S lub/i BCP/PC (odpowied-
nio 911 154 sekwencji).

Analiza filogenetyczna sekwencji calych geno-
mow wykazala, ze 45 z nich znalazlo sie w jedne;j
grupie z sekwencjami podtypu A2, dwa z podtypem
D1 i sze$¢ z podtypem D2. Warto§¢ bootstrap wy-
nosila odpowiednio 100%, 92% i 99% przy wyko-
nywaniu 1000 powtorzen (ryc. 5). Analiza filoge-
netyczna sekwencji BCP/PC (dane nieprzedsta-
wione) byla mniej informatywna, ale pozwolila na
identyfikacje genotypow A i D w kolejnych 101 izo-
latach, dla ktérych nie dysponowano sekwencjami
calych genomow. Genotyp A zidentyfikowano

w 79, zas genotyp D w 22 probkach. Zgromadzone
dane pozwolily na okre§lenie genotypu w 154 prob-
kach, w ktorych wykryto antygen HBs; 124 zakla-
syfikowano do genotypu A (80,5%), 30 do genoty-
puD (19,5%).

Dalsze poréwnania molekularne i wirusologicz-
ne prowadzono w dwoch grupach dawcow zakazo-
nych genotypem A(2) 1 D. Ogélng charakterystyke
genotypu A(2) i D przedstawiono w tabeli 4.

4.1.3.1. Region Pre-S/S

Sekwencje aminokwasowe regionu pre-S/S
uzyskano dla 17 izolatow genotypu D 1 74 genotypu A.
W stosunkowo duzej liczbie sekwencji regionu pre-
S/S zidentyfikowano obecno§¢ delecji (6 sekwencji),
mutacji w kodonie startowym (3 sekwencji) lub
w kodonie stop genu S (7 sekwencji). Tego typu mu-
tacje wystepowaly rownie czesto w izolatach geno-
typu A2, co genotypu D. Mutacje prowadzace do
powstania kodonu stop w genie S, konczyly przed-
wcze$nie synteze biatka na koncu C, w pozycji ami-
nokwasowej 201, 206 lub 216, jednak funkcjonalnie
nie byly istotne. We wszystkich trzech probkach,
w ktorych identyfikowano mutacje kodonu start,
stwierdzano poziom wiremii >1 X 10*IU/ml, co su-
geruje mniejszo$ciowa obecno$¢ form dzikich. Inne
krotkie delecje czesto spotykane w regionach pre-
S1 czy pre-S2 nie mialy znaczenia funkcjonalnego.
Na uwage zastuguja dwie sekwencje genotypu A2
(P1531P193), w ktorych stwierdzono rozlegla delecje
w pre-S1/pre-S2 obejmujaca 104 i 94 aminokwasy, co
jednak nie wplywalo na ekspresje genu S. Delecje te
zidentyfikowano w trakcie badania calego genomu lub
podczas amplifikowania jedynie regionu pre-S/S.

Na poziomie sekwencji aminokwasowe] w re-
gionie pre-S/S wyzsza zmienno§¢ obserwowano dla
genotypu D niz podtypu A2. Mediana poziomu
zmienno$ci wynosila 16% dla sekwencji genotypu D
(zakres 2-34%) 16% dla genotypu A (zakres 0-22%).
W regionie MHR genu S, wiekszo$¢ izolatow miala
charakter dzikich podtypu A2 lub genotypu D, jed-
nak w 16 sekwencjach stwierdzono substytucje
aminokwasowe (16/91 — 17,6%). Obserwowano
istotne roznice miedzy genotypem A2 1D w czesto-
§ci szczepow z substytucjami. Dziesie¢ z 17 (58,8%)
izolatow genotypu D roznilo sie od sekwencji kon-
sensusowej o przynajmniej jedna substytucje
(w izolacie P122 stwierdzono 7 substytucji, w P89
dwie) i tylko 6 z 74 izolatow genotypu A2 (8,1%),
w 2 stwierdzono substytucje podwojne (ryc. 6). Sub-
stytucje mialy charakter specyficzny dla danego
genotypu, za wyjatkiem substytucji T125M
1 T1261 wykrytych w pojedynczych izolatach kaz-
dego genotypu (tab. 5). Uwage zwracajg substytu-
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Rycina 5. Analiza filogenetycz-
na wg algorytmu neighbour-
-joining sekwencji petnych
genomow pochodzacych

od 53 dawcow krwi z HBsAg
oraz sekwencji referencyjnych
pochodzacych z GenBank
Zaznaczono wartosci boot-
-strap otrzymane w trakcie
1000 powtdrzen jak rowniez
numery zgfoszeniowe i geno-
typy oraz podtypy sekwencji
pochodzacych z GenBank.
Sekwencje oznaczone kolo-
rem pochodzg z obecnych
badan: sekwencje podtypu A2
zaznaczono na czerwono,

zas sekwencje genotypu D,

na rézowo

Figure 5. Neighbour-joining
phylogenetic tree of full geno-
me sequences from 53 Polish
blood donors carrying HBsAg
and GenBank references
Bootstrap support values
obtained from 1000 replicates
are indicated as well as ac-
cession number and genotype/
/subgenotype of sequences
obtained from GenBank are
indicated. Sequences in colour
are from this study: sequences
of subgenotype A2 are in

red and those of genotype D
in pink
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Tabela 4. Charakterystyka 170 HBsAg-dodatnich polskich pierwszorazowych dawcéw krwi

Table 4. Characteristics of 170 HBsAg-positive Polish first time donors

Liczba (%)

Dawcy zakazeni

tacznie Genotypem A2 Genotypem D
170 124 (80,5%) 30 (19,5%)

Wiek

Mediana 21 21 23

Zakres 18-68
Ptec

Mezczyzni 143 (84,1%)’ 98 (84,5%) 24 (82,7%)

Kobiety 27 (15,9%) 18 (15,5%) 5(17,3%)
ALT

< 80 IU/L 65 (95,6%) 51 14

> 80 IU/L 3 (4,4%) 2 1
Anty-HBs’

Badanych 121 84 22

Dodatnich 6 (5%) 2 (2,4%) 2 (9,1%)
Antigen HBe

Badanych 123 86 21

Dodatnich 13 (10,5%) 10 (11,6%) 3(14,3%)
Anty-HBe

Badanych 118 86 21

Dodatnich 109 (92,4%) 76 (88,4%) 18 (86%)
Poziom DNA HBV (1U/ml)

Badanych 170 124 30

Mediana 4,1 x 10° 7,6 x 10° 1,4 x 10°

Zakres 0-3,1 x 10" 0-3,1 x 10" 3,3-2,4 x 10°
Stezenie HBsAg (1U/ml)

Badanych 121

Mediana 1 x 10 1,2 x 10* 2,8 x 10°

Zakres 1,2 X 107'-1,2 x 10° 1,4 x 10'-1,2 x 10° 3,78-7,4 x 10*

1. Suma probek genotypu A2 i D jest nizsza niz catkowita liczba wszystkich prébek, poniewaz niektdre prébki nie zostaty zgenotypowane ze wzgledu na brak
amplifikacji informatywnego regionu genomu HBV, inne zas nie zostaty zgenotypowane ze wzgledu na brak odpowiedniej ilosci materiatu

2. Mediana stezenia: 14,5 IU/I; zakres 5-315 1U/I

cje, o ktorych wiadomo, ze w sposob istotny upos-
ledzaja rozpoznanie HBsAg przez przeciwciala:
M133T obecne w jednym izolacie, P120A/T w dwoch
1 D144G w jednym izolacie; wszystkie sekwencje
sklasyfikowano jako genotyp D [24, 105]. W izola-
cie P122 genotypu D zidentyfikowano jednoczes$nie
mutacje prowadzace do dwoch pierwszych substy-
tucji. W tej probcee stwierdzono ledwo wykrywalne
stezenie antygenu HBs (0,12 IU/ml) i DNA HBV
(< 51U/ml). Na podstawie sekwencji DNA przewidzia-
no serotypy HBsAg [25]. Wszystkie szczepy A2 zostaly
sklasyfikowane jako serotyp adw (n = 125), za$ szcze-
py genotypu D zaliczono do serotypu ayw (n = 29).

4.1.3.2. BCP/PC

Dziki typ promotora rdzeniowego (BCP) obser-
wowano w 55 ze 154 analizowanych sekwencji
(35,7%); czesciej w przypadku genotypu A niz ge-
notypu D (38,4% v. 10,3%; p < 0,05). W tym regio-
nie przeanalizowano mutacje opisane wczesniej jako
zwiazane z niskg wiremia oraz rozpoczeciem pro-
dukcji anty-HBe (tab. 6). Podwojne mutacje w po-
zycji 1762T 1 1764A zidentyfikowano w 55/154 se-
kwencji (35,7%). Mutacje 1762T 1 1764A wystepo-
waly jednocze$nie (n = 55) za wyjatkiem jedne;j
sekwencji, gdzie stwierdzono pojedyncza mutacje
1762T oraz 11 sekwencji z pojedyncza mutacja
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Rycina 6. Poréwnanie czestos¢ izolatéw z substytu-
cjami aminokwasowymi w regionie MHR genu S
u dawcoéw z roéznymi typami zakazenia HBV oraz
w zaleznosci od genotypu wirusa. Srednia czesto$é
izolatéw z substytucjami wsréd dawcoéw zakazonych
OBI byta wieksza niz u dawcéw z HBsAg; zaréwno
u dawcow z HBsAg, jak i z OBI czestos¢ substytuciji
byta wieksza w przypadku genotypu D niz A. W izola-
tach dawcoéw na wczesnym etapie zakazenia (WP) nie
zidentyfikowano zadnych substytucji. Poréwnanie tej
grupy z pozostatymi nie byto miarodajne ze wzgledu
na mata liczebnos¢

Figure 6. Comparison of the frequency of strains with
amino acid substitution in MHR region of gene S in
blood donors in different phases of HBV infection and
dependent on viral genotype. Average frequency of iso-
lates with substitutions in OBl donors was higher than
in donors with HBsAg. In both groups the substitutions
were observed more frequently in genotype D than A.
In donors in early stage of HBV infection no substitu-
tions were identified. In this case the comparison with
isolates from other forms of HBV infection was inconc-
lusive due to limited number of cases

1764A. Obserwowano tendencje czestszego wyste-
powania podwdjnych mutacji w pozycji 1762 1 1764
w izolatach genotypu A niz genotypu D (odpowied-

nio 39,2% 1 20,7%; p = 0,08). Dodatkowo analizo-
wano inne mutacje zlokalizowane w obrebie promo-
tora rdzeniowego (core promoter mutations) opisa-
ne ostatnio jako czynnik wplywajacy na replikacje
wirusa [43]. Substytucje T1753C, C1766T 1 T1768A
stwierdzono odpowiednio w 19 (15,2%), 33 (26,4%)
17 (5,6%) izolatach genotypu A. Wielokrotne mu-
tacje 1766T/1768A, 1762T/1764A/1766T i 1753C/
/1762T/1764A wystepowaly wytacznie w zakaze-
niach genotypem A — obserwowano je w odpowied-
nio 7 (5,6%), 24 (19,2%) 19 (7,2%) sekwencjach.

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic
stezenia DNA HBV 1 HBsAg w probkach, w ktérych
zidentyfikowano wymienione mutacje (pojedynczo
lub kilka jednocze$nie) w poréwnaniu z izolatami
dzikimi BCP. W 4 izolatach genotypu A (3,2%) ob-
serwowano delecje w BCP: w probce P100 obejmo-
wala sekwencje od pozycji nukleotydowej 1763 do
1771; w probce P36, P135 i P189 delecje obejmo-
waly pozycje nukleotydowe od 1763 do 1770. Po-
ziom HBV DNA byt w nich wysoki (1,6 X 10°%; 7,5 X
x 10°,2,4 x 10°1 1,3 x 10°IU/ml), dwie z omawia-
nych probek byly HBeAg dodatnie.

Mutacja w kodonie stop, pozycja nt. 1896,
zostala stwierdzona w 30 izolatach (19,5%), w tym
10/125 genotypu A2 (8%) i1 20 sekwencjach (69%)
genotypu D (p < 0,05). Mutacja w kodonie starto-
wym syntezy bialka precore zostala zidentyfikowa-
naw 17 (11%) spoSrod wszystkich analizowanych
sekwencji obu genotypow. W 27 sposrod 154 anali-
zowanych sekwencji (17,5%) stwierdzono insercje
lub delecje nukleotydowe w pre-C, ktore powodo-
waly przesuniecie ramki odczytu (frame-shift).
Wszystkie przypadki tego typu mutacji, za wyjatkiem
jedne;j, dotyczyly genotypu A (20,8%). Zazwyczaj
obserwowano delecje lub insercje pojedynczych nu-
kleotydow; insercje dwu- i siedmionukleotydowe
stwierdzono tylko w 2 sekwencjach.

4.1.3.3. Polimeraza i gen X
W domenie odwrotnej transkryptazy polimera-
zy nie obserwowano wystepowania substytucji

Tabela 5. Substytucje w regionie MHR genu S HBV od dawcdw z HBsAg i z OBI w sekwencjach réznych genotypdw

Table 5. Substitutions in MHR region of S gene in donors with HBsAg and with OBI and in different genotypes

Genotyp Substytucje aminokwasowe w izolatach HBV zidentyfikowanych u dawcéw
HBsAg dodatnich z OBI

A T116N, T125M, T1261, G130N (2), N131S, S155Y C124Y, T125M, T126N, Q129R, M132I, G145A

D Y100S, M1031, T108A (4), P120A, P120T, T125M, T115N, T116S(2), T118A (3), T118R, P120L, P120S,
T126l, Q129H, Q129R, M133T, M1331, M134S, P120Q (3), P120T, T123A, T126l (2), T126N, A128V (3),
M134S, T1401, D144G M133T, M1331, Y 134N, S136Y, C139S, S143L (2),

D144A (2), D144G, G145A
H Brak zakazen T126N, A128V, D144E (2), S143L
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Tabela 6. Czestos¢ wybranych mutacji w regionie BCP/PC izolatow genotypu A i D zidentyfikowanych u dawcow

z antygenem HBs

Table 6. Frequency of selected mutations in the BCP/PC region in genotype A and genotype D strains identified

in blood donors with HBsAg

Genotyp Mutacje w BCP Mutacje w PC
(L'CT_ba h Liczba (%) izolatéw z mutacjami Liczba (%) izolatow
analizowanyc z mutacjami
sekwencji)

T1753C A1762T G1764A C1766T T1768A G1896A preC ATG Insercje/

/delecje*

D (n = 29) 5(17,2) 6(20,7) 8(27,6) 1(3,5) 1(3,5) 20 (69) 3(10,3) 1(3,5)
A (n = 125) 19(15,2) 50(40) 58(46,4) 33(26,4) 7(5,6) 10 (8) 14 (11,2) 26 (20,8)
P NS 0,056 0,095 0,005 NS < 0,01 NS 0,029

*przesuniecie ramki odczytu (frame shift)

aminokwasowych w pozycjach 80, 180, 204, 236,
ktore wczes$niej opisano jako zwigzane z wystepo-
waniem oporno$ci na leki przeciwwirusowe [46].

W 39/52 analizowanych sekwencji genu X zi-
dentyfikowano mutacje prowadzace do substytucji
aminokwasowych; w jednej sekwencji (P23) wyste-
powala mutacja w ATG (GTG). Mutacje w tym ge-
nie byly czestsze u dawcow zakazonych genotypem
A2 niz D (odpowiednio 37/44 (84,1%)15/8 (62,5%)).
Pozycje substytucji byly specyficzne dla poszcze-
gblnych genotypow. W przypadku genotypu D zi-
dentyfikowano substytucje T47S, K130M i V1311
w odpowiednio 3 (37,5%), 2 (25%) 1 3 (38%) se-
kwencjach. W sekwencjach genotypu A2 najczesciej
identyfikowano substytucje M130K i V131I; odpo-
wiednio 21 (47,7%) 1 18 razy (40,9%).

4.1.4. Wirusologiczna i molekularna
charakterystyka dawcow z ukrytym
zakazeniem HBV

Charakterystyke wirusologiczng dawcow z OBI
w poréwnaniu z dawcami zakazonymi na wczesnym
etapie zakazenia oraz dawcoéw-nosicieli antygenu
HBs przedstawiono w tabeli 3. W grupie z OBI ana-
lizowano 40 dawcow, w wiekszo§ci mezczyzn
(35/37,94,6%), ktorzy byli starsi od dawcow z HBsAg
(mediana 47 lat, 23-61 lat). Do tej grupy zaklasyfi-
kowano dawcow, w osoczu ktorych podczas badan
przegladowych wykryto DNA HBYV, jednoczes$nie
nie stwierdzajac obecnos$ci HBsAg. Dodatkowo
stwierdzano u nich markery serologiczne zakaze-
nia HBV — u wszystkich wykrywano przeciwciata
anty-HBc, u 7/37 badanych wykryto przeciwciata
anty-HBs (18,9%). U 8/ 21 (38,1%) stwierdzono
przeciwciala anty-HBe, ale u zadnego z nich w oso-
czu nie bylo wykrywalnego antygenu HBe. Poziom
DNA HBYV wahat sie od iloci ponizej czuloSci testu

iloSciowego do 4 x 10° IU/ml (mediana 17 IU/ml).
W probkach pobranych od dawcow z przeciwciatami
anty-HBs stwierdzano od 1 do 21 IU DNA HBV/ml
(mediana 5,5 IU DNA HBV/ml).

Na podstawie analizy sekwencji pre-S/S okres-
lono genotypy HBV. Czesto$¢ wykrywania genoty-
pu A 1 D roznila sie od obserwowanej u dawcow
z HBsAg. CzeSciej identyfikowano w tej grupie zaka-
zonych genotypem D, rzadziej za$ genotypem A
(ryc. 1). Dodatkowo stwierdzono zakazenie dotych-
czas niewykrywanym u dawcow genotypem H. Daw-
cy zakazeni tg odmiana polimorficzna pochodzili z Wat-
brzycha 1 Bydgoszczy (w obydwu przypadkach mez-
czyzni w wieku 53 lat). Oprocz bardzo niskiego
stezenia DNA HBYV (ilo$¢ ponizej czulo$ci testu ilos-
ciowego), u obu wykryto anty-HBc, a u jednego row-
niez przeciwciala anty-HBe.

Wstepna analiza programem Genotyping oraz
BLAST wykazata najwieksze podobienstwo (98-
-99%) sekwencji wstepnie zaklasyfikowanych jako
genotyp H do sekwencji pochodzacych z Meksyku
[106]. Prezentowana wstepna klasyfikacja przyna-
leznoSci izolatu HBV od tych dawcow do genotypu
H zostala oparta na analizie ~10% genomu HBV
1 wymaga dalszego potwierdzenia przez sekwencjo-
nowanie calego genomu.

Szczegbdlowa analiza poréwnawcza regionu
MHR w trzech analizowanych grupach zakazonych
dawcow wykazata wystepowanie najwyzszej czesto-
Sci substytucji (52,5%) u dawcow z OBI (ryc. 6).
Mutacje prowadzace do zmian aminokwasow w se-
kwencji biatka powierzchniowego wystepowaly
u ponad polowy dawcow zakazonych genotypem D
(65,2%) 1 ponad dwukrotnie rzadziej (p < 0,05)
u dawcow zakazonych genotypem A (26,7%). U daw-
cow z OBI zakazonych genotypem A obserwowano
po dwa izolaty z mutacjami prowadzacymi do poje-
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dynczych 1 podwojnych substytucji. W przypadku
genotypu D, w 8 sekwencjach zidentyfikowano po-
jedyncze substytucje, a w kolejnych 7 wielokrotne
(jedna z 2, cztery z 3 oraz po jednym izolacie z 415
substytucjami). W genotypie H oba izolaty byly no-
sicielami wielokrotnych mutacji (2 1 3). W por6wna-
niu z probkami HBsAg-dodatnimi, w przypadku OBI,
w ogolnej liczbie sekwencji z mutacjami prowadza-
cymi do substytucji aminokwasowych obserwowano
tendencje do wiekszego udzialu substytucji wielo-
krotnych (4/16 — 25% vs. 11/21 —52,4% p = 0,09).
Substytucje wykryte w regionie MHR sekwencji
genu S od dawcow z OBI przedstawiono w tabeli 5.

4.1.5. Dystrybucja geograficzna
genotypow HBV
HBsAg

Z poszczegoblnych RCKiK przekazano na bada-
nia polimorfizméw od 2 do 20 probek. Dystrybucje
geograficzng genotypow HBV analizowano, porow-
nujac cze$¢ poinocng (Szczecin, Stupsk, Gdansk,
Zielona Gora, Olsztyn, Bydgoszcz, Poznan) i potu-
dniowg (L.0dz, Wroctaw, Walbrzych, Opole, Kato-
wice, Raciborz, Krakow, Rzeszow, Kielce, Radom)
oraz wschodnig (Olsztyn, Krakow, Rzeszow, Kiel-
ce, Radom, £.6dz) 1 zachodnig Polski (Szczecin,
Stupsk, Gdansk, Zielona Gora, Poznan, Bydgoszcz,
Wroctaw, Watbrzych, Opole, Katowice 1 Raciborz).

Genotyp A byl wykrywany w 82,4% probek
pochodzacych z poinocnej oraz w 74,5% dawcow
z Polski potudniowej; genotyp D odpowiednio w po-
zostalych 17,6% oraz 25,5% badanych probek. Ob-
serwowane roznice nie byly statystycznie istotne
(p = 0,1525). W analizie porownawczej wschodniej
1 zachodniej Polski, stwierdzono, ze w czeSci polo-
zonej blizej granicy z Niemcami genotyp A identy-
fikowano czeSciej niz w rejonach polozonych blizej
granicy z Bialtorusig 1 Ukraing (83% v. 69,3%).
Z kolei genotyp D wykrywano prawie dwukrotnie
czeSciej we wschodniej czeSci kraju niz w zachod-
niej (30,7% v. 16,1%, p = 0,021).

WP i OBI

Ze wzgledu na ograniczong liczbe izolatow WP
1 OBI oraz brak pelnej informacji, w przypadku tych
grup nie analizowano dystrybucji geograficznej form
polimorficznych.

Dawcy we wczesnym etapie zakazenia pocho-
dzili z Walbrzycha, Opola, Lodzi, Rzeszowa (n = 2)
oraz Katowic (n = 2, jeden zakazony byl genoty-
pem D).

Dawcy, u ktorych badano polimorfizm ukrytego
zakazenia HBV pochodzili m.in. z Katowic (n = 4),
Krakowa, Warszawy (n = 3), Raciborza (n = 2),

Poznania (n = 2), Opola, Watbrzycha (n = 2), Wro-
ctawia (n = 2), Kalisza i Bydgoszczy.

4.2. Parvowirus B19 (B19V)
4.2.1. Ogolna charakterystyka kliniczna
i wirusologiczna chorych zakazonych B19V
W tabeli 7 przedstawiono charakterystyke kli-
niczng oraz wirusologiczng pacjentow zakazonych
B19V analizowanych w niniejszej pracy. Wiekszo$¢
z nich (za wyjatkiem P1-3, P9, P11, P16, P17, P19,
P21, P24 1 P25) miata ostabiong odpornos§¢ ze wzgle-
du na chorobe podstawowa, leczenie immunosupre-
syjne lub chemioterapie. Badane probki pochodzily
od 0s6b z objawami zakazenia B19V, na og6t w trak-
cie ostrej fazy infekcji. Na wczesny/ostry etap za-
kazenia wskazywala obecno$¢ przeciwcial klasy
IgM (P1, P3, P7, P9-11, P13, P18, P19, P21, P22,
P24-27, P29, P30) lub poziom DNA B19V powyzej
10" TU/ml (P2, P5, P8, P12, P14-17, P20, P28). Spo-
§rod 28 pacjentow, dla ktorych dostepne byly wy-
niki badan serologicznych, u 16 wykryto swoiste
przeciwciala klasy IgM 1 IgG, u jednej tylko IgM;
przeciwcial nie stwierdzono we krwi 7 chorych
z oslabiona odpornoscia (tab. 7). U dalszych 3 pa-
cjentow stwierdzono obecno$c specyficznych prze-
ciwcial klasy IgG. Koncentracja DNA B19V wahata
sie od 10°do 10" IU/ml. U 17 pacjentéw markery za-
kazenia B19V byly monitorowane przez okres od
2 do 255 tygodni. U wszystkich pacjentow, dla kto-
rych dostepne byly dane dla okresu diuzszego niz
1 miesiac, poziom B19V DNA zmniejszat sie, acz-
kolwiek nie obserwowano catkowitego zaniku kwa-
sow nukleinowych wirusa w osoczu. Najdtuzszy
okres obserwacji zakazenia u osoby z prawidlowa
oraz oslabiong odpornoscia wynosil odpowiednio
124 1 255 tygodni. W przypadku jednego pacjenta
leczonego immunosupresyjnie (P7), ktorego zaka-
zenie monitorowano przez 114 tygodni, pomimo sto-
sowania wysokich dawek immunoglobulin podawa-
nych dozylnie, obserwowano utrzymywanie sie
wysokiego poziomu B19V z towarzyszaca prze-
wlekla anemia, przej$ciowo ulegajaca zaostrzeniu.

4.2.2. Analiza sekwencji B19V

Wiekszo§¢ analizowanych sekwencji B19V na-
lezata do genotypu 1, jednak sposrod 30 izolatow,
dwa (6,7%) zidentyfikowano jako genotyp 2. Oba
zostaly wykryte u 2 sposrod 19 pacjentow z oslabiong
odpornoscig (10,5%). Polimorfizm analizowanego re-
gionu genomu obejmujacego geny NS11 VP wahat sie
0d 0 do 2% dla genotypu 1 1 wynosit 2% dla genotypu
2. Roznice pomiedzy genotypem 1 a genotypem 2,
wynosity od 7% do 8%. Izolaty P29 1 P30 na poziomie
sekwencji nukleotydowe]j wykazywaty 98% podobien-
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Tabela 7. Kliniczna i wirusologiczna charakterystyka préobek DNA B19V dodatnich

Table 7. Clinical and virological characteristics of B19V DNA positive samples

Pacjent Numery Objawy kliniczne Anty-B19V Poziom  Rok/region
zgtoszeniowe B19V DNA (1U/ml)
sekwenc;ji
IgM  IgG
P1 FN827059 Nieimmunologiczny obrzek ptodu, + + 8,6 X 10° 2007,
21. tydzien cigzy Mazowieckie
P2 FN827060 Ptéd z nieimmunologicznym obrzekiem - - 3,9 x 10® 2007,
(matka P1) Mazowieckie
P3 FN827078 Kobieta z nieimmunologicznym obrzekiem + + 6,4 x 10° 2005,
ptodu Mazowieckie
P4 FN827085 Aplazja Brak  Brak 1x10° 2006,
danych danych Mazowieckie
P5 FN827083 Pacjent z pancytopenia w trakcie ostrej - - 1,3 x 10" 2005,
biataczki limfoblastycznej Mazowieckie
P6 FN827066 Wysypka - - 1x10° 2007,
Mazowieckie
P7 FN827067 Splenomegalia i nagty spadek liczby + - 9,6 X 10° 2007,
retikulocytow u pacjenta z autoimmunologiczng Mazowieckie
anemia hemolityczng
P8 FN827075 Wysypka, goraczka, powiekszenie watroby - - 2 x10° 2007,
i sledziony, neutropenia Mazowieckie
P9 FN827086 Kryza aplastyczna + + 1,8 x 10° 2006,
Mazowieckie
P10 FN827077 Aplazja uktadu czerwonokrwinkowego + + 1,1 x 10" 2005,
Lubelskie
P11 FN827071 Poronienie + + 4,7 x 10> 2007,
Mazowieckie
P12 FN827065 Goraczka, wysypka u pacjenta z ostrg biataczka - + 6,9 x 10" 2007,
limfoblastyczna Mazowieckie
P13 FN827079 Anemia i splenomegalia + + 1,8 x 10* 2007,
Mazowieckie
P14 FN827068 Ciezka anemia po przeszczepieniu - - 10" 2007,
hematopoetycznych komorek szpiku Pomorskie
P15 FN827082 Przed allogenicznym przeszczepieniem - - 2,8 X 10° 2008,
hematopoetycznych komoérek szpiku Mazowieckie
P16 FN827057 Kobieta z nieimmunologicznym obrzekiem ptodu - + 3,1 x 10° 2007,
Mazowieckie
P17 FN827058 Ptod z nieimmunologicznym obrzekiem (matka P16) — + 4 x 10® 2007,
Mazowieckie
P18 FN827064 Anemia + + 1,9 x 10° 2007,
Mazowieckie
P19 FN827076 Kobieta w cigzy z nieimmunologicznym obrzekiem
ptodu, 22. tydzien cigzy + + 2,6 X 10* 2007,
Mazowieckie
P20 FN827061 Anemia po allogenicznym przeszczepieniu
hematopoetycznych komoérek szpiku kostnego - - 2,9 x 10® 2004,
Mazowieckie
P21 FN827062 Dawczyni szpiku dla P20 + + 2 x 10° 2004,
Mazowieckie
P22 FN827072 Aplazja u pacjenta z biataczka limfoblastyczng + + 5,7 x 107 2006, Slaskie
P23 FN827084 Brak danych - - 8,8 x 107 20086, Slaskie
P24 FN827080 Poronienie w 13. tygodniu cigzy + + 5,1 x 10" 2006,
Mazowieckie
P25 FN827063 Wysypka, gwattowny spadek liczby retikulocytow + + 2,7 x 10° 2008,
u pacjenta z syndromem Evansa Mazowieckie
P26 FN827069 Aplazja + + 1,3 x 10* 2005,
Mazowieckie
P27 FN827073 Aplazja + + 9,5 x 10° 2005, Slaskie
P28 FN827070 Aplazja u pacjenta z anemia Brak  Brak 1,4 x 10° 2006, Slaskie
autoimmunohemolityczng danych danych
P29 FN827081 Anemia po przeszczepieniu nerki + + 6,5 x 10° 2004,
Wielkopolskie
P30 FN827074 Anemia u pacjenta z biataczkg T-limfoblastyczng + + 4,6 x 10° 2008,
Mazowieckie
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Rycina 7. Analiza filogenetyczna izolatéw B19V wykrytych u polskich pacjentéw. Analizie poddano sekwencje
o dfugosci 704 bp obejmujgce region NS1/VP1 genomu B19V. Na rycinie zaznaczono wartosci bootstrap > 70. Nazwy
sekwencji omawianych w obecnym opracowaniu zaczynaja sie od FN

Figure 7. Phylogenetic analysis of the B19V strains identified in the Polish patients. The analysis is based upon
a 704 bp sequence in the NS1/VP1 region of the B19V genome. Bootstrap values > 70 are shown. Names of

sequences from this study begin with FN

stwa wzgledem sekwencji referencyjnych dla geno-
typu 2 (izolaty A6 1 LaLi). Analiza filogenetyczna po-
twierdzita tworzenie jednej grupy przez P29 i P30
z sekwencjami referencyjnymi dla genotypu 2 (ryc. 7),
natomiast dalszych 27 izolatow grupowalo sie z se-
kwencja referencyjna dla podtypu la, jeden izolat
(P28) znalazl sie pomiedzy podtypem la oraz 1b.
Omawiane w niniejszej pracy sekwencje zostaly zgto-
szone do miedzynarodowej bazy GenBank i s dostep-
ne pod numerami od FN827057 do FN827097.

Dla niektorych sekwencji genotypu 1 obserwo-
wano szczegoblnie wysokie podobienstwo. Pary pro-
bek P11 P2 oraz P16 1 P17 zostaly pobrane od ko-
biet ciezarnych z nieimmunologicznym obrzekiem
plodu oraz w trakcie kordocentezy dodatkowo od ich

68

plodow. Dla kazdej z par sekwencje analizowanego
regionu genomu wirusa od matki 1 plodu byly iden-
tyczne wzgledem siebie.

Stwierdzono ponadto, ze izolat P18 byl iden-
tyczny z izolatem P16 1 P17; pochodzit od pacjenta
hospitalizowanego na oddziale dzieciecym w tym
samym mieScie co P16 1 P17. Wszystkie probki
pobrano w trakcie jednego sezonu infekcyjnego.
Sekwencje P20 1 P21 pochodzily od dawcy oraz bior-
cy szpiku kostnego i byly wzgledem siebie identycz-
ne. Sekwencje identyczne lub roznigce sie w poje-
dynczych pozycjach nukleotydowych (podobienstwo
99,86-100%) izolowano od trzech pacjentow tego
samego oddzialu dzieciecego (P6, P71 P8), ktorych
przed wystapieniem objawOw zakazenia hospitali-
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zowano w tym samym czasie ze wzgledu na pod-
stawowg chorobe hematologiczng.

4.2.3. Przebieg zakazenia genotypem 2 B19V

Na rycinie 8 przedstawiono przebieg zakazenia
genotypem 2 u pacjentek P29 1 P30. Pacjentka P29
(ryc. 8A) to kobieta w wieku 29 lat, ktora przeszia
przeszczepienie nerki w listopadzie 2003 roku,
a dawczynia narzadu byla 46-letnia kobieta. Po
4 miesigcach u chorej rozpoznano aplazje czerwo-
nokrwinkowa (liczba erytrocytow we krwi obwodo-
wej (RBC) 2,67 x 10%ul) z niskim stezeniem he-
moglobiny (Hb) i obnizona liczba retikulocytow (od-
powiednio 7,6 g/dl10,5%). U pacjentki stwierdzono
wysokie stezenia DNA wirusa (~10""IU DNA B19V
/ml) 1 jednocze$nie wykryto swoiste przeciwciala
anty-B19V klasy IgM 1 IgG. Ocena szpiku kostne-
go wykazala deplecje wiekszo$ci komorek linii ery-
troidalnej. Ze wzgledu na potwierdzone zakazenie
B19V, leczenie immunosupresyjne zmodyfikowano,
zastepujac takrolimus cyklosporyna. W okresie pozniej-
szym obserwowano spadek poziomu wirusa (10" IU
B19V DNA/ml) oraz normalizacje parametro6w hema-
tologicznych (Hb > 10,2 g/dl oraz RBCs > 3,6 X
% 10%ul). Przez kolejnych kilka tygodni stezenie
DNA B19V oscylowato wokoét 10° IU/ml; w tym cza-
sie zakazenie mialo juz przebieg bezobjawowy. Po
10 tygodniach od momentu zdiagnozowania infek-
cji, pacjentka zaszla w ciaze. Wnikliwe monitorowa-
nie ultrasonograficzne plodu nie wykazalto zadnych
nieprawidiowo$ci, ktore wskazywalyby na zwiazek
z zakazeniem B19V. Dziecko urodzilo sie zdrowe,
w przewidywanym terminie. W okresie pozniejszym
u matki nie obserwowano epizodow reaktywacji wi-
rusologicznej ani klinicznej zakazenia B19V. W tym
przypadku DNA B19V bylo wykrywane facznie przez
255 tygodni (5 lat). Swoiste przeciwciata zarowno
Kklasy IgM, jak i IgG wykrywano w osoczu pacjentki
przez caly ten czas. Przewlekle zakazenie oraz brak
typowej serokonwersji byto zapewne wynikiem le-
czenia immunosupresyjnego.

Rycina 8B przedstawia drugi przypadek zaka-
zenia genotypem 2, ktore miafo miejsce u 18-letniej
kobiety. W styczniu 2008 roku rozpoznano
u niej biataczke T-limfoblastyczna. Chorg leczono
zgodnie z protokolem PALG-4 2002, a nastepnie
protokotem reindukcyjnym (reinduction protocol)
FLAM. Normalizacje parametrow morfologii krwi
obwodowej obserwowano w marcu, za$ 10 maja
2008 roku pacjentke hospitalizowano z powodu wy-
sokiej goraczki (40°C), wysypki, obrzeku i boli sta-
wow. Badanie morfologii krwi obwodowe] wykaza-
to pancytopenie: liczba biatych krwinek (WBCs) —
0,8 X 10%ul, krwinek czerwonych (RBCs) — 2,77 x

X 10%ul, stezenie hemoglobiny Hb — 9,1 g/dl oraz
liczba ptytek (Plt) — 48 x 10%ul. W badaniu szpiku
stwierdzono retikulopenie (retikulocyty — 0,08%).
Stezenie materialu genetycznego wirusa wynosilto
4,6 x 10°TU DNA B19V /ml, jednocze$nie wykryto
przeciwciala anty-B19V klasy IgM 1 IgG. Pacjentce
podawano dozylnie immunoglobuliny (IVIG Sando-
globulin, 24 g/dzien przez 5 dni); w kolejnych dniach
obserwowano obnizenie poziomu DNAemii w oso-
czu do okoto 10° IU/ml oraz ustapienie goraczki, wy-
sypki oraz béli stawowych. W okresie pdzniejszym
widoczna byta sukcesywna normalizacja parametrow
krwi obwodowej (dzien 7.: RBCs 2,35 x 10%ul,
WBCs 1,94 x 10%ul, Plt: 190 X 10%ul; dzien 12.:
RBCs 3,70 x 10%ul, WBCs 3,65 x 10%ul, Plt 251 x
x 10%ul, retikulocyty 4,21%). Przeciwciala anty-
B19V, klasy IgM oraz IgG wykrywano do 15. dnia
obserwacji. Do 30. dnia, tj. do kofica okresu obser-
wacji markerow serologicznych zakazenia wykrywa-
no wylacznie przeciwciala klasy IgG. Ze wzgledu na
planowang chemioterapie i przeszczepienie komorek
hematopoetycznych, jeszcze dwukrotnie podano
dozylnie immunoglobuliny (IVIG) w celu konsoli-
dacji leczenia. W p6zniejszym okresie monitorowa-
nia nie obserwowano objawow zakazenia, chociaz
DNA B19V bylo wykrywane tacznie przez 85 dni,
az do dnia Smierci pacjentki spowodowanej nawro-
tem bialaczki. Badanie ostatniej dostepnej probki
wykazato 2 x 10* IU DNA B19V /ml.

5. Dyskusja

Obecna praca stanowi jedno z nielicznych pol-
skich opracowan dotyczacych epidemiologii mole-
kularnej wirusa HBV, a zarazem pierwsze, w kto-
rym analizowano polimorfizm parvowirusa B19V.
Unikalno$¢ badan dotyczacych HBV polega na ana-
lizowaniu polimorfizmu u zakazonych dawcow krwi
z obszarow caltego kraju. Warte podkreslenia jest
rowniez to, ze badaniami objeto nie tylko osoby
z wykrytym antygenem HBs, co bylo przedmiotem
prac innych autorow, ale takze dwie grupy osob za-
kazonych z wykrywalnym DNA HBV, lecz bez wy-
krywalnego antygenu HBs. Osoby HBsAg-ujemne/
/DNA HBV-dodatnie bez jakichkolwiek objawow
klinicznych zakazenia zidentyfikowano dzieki wpro-
wadzonym niedawno do krwiodawstwa badaniom
przegladowym DNA HBYV. Pozwalaja one identyfi-
kowac osoby z ukryta formg zakazenia oraz osoby
na wczesnym etapie zakazenia. Obie te grupy zo-
staly uwzglednione po raz pierwszy w analizach po-
rownawczych z nosicielami HBsAg, co pozwolilo
uzyskaé informacje o naturalnym przebiegu zaka-
zenia w konteks$cie polimorfizmu na poziomie ge-
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Rycina 8. Przebieg zakazenia genotypem 2 B19V u dwéch pacjentek leczonych immunosupresyjnie: A. pacjentka po
przeszczepieniu nerki z aplazjg czerwonokrwinkowag oraz B. pacjentka z biataczka, u ktérej w momencie zdiagnozowa-
nia zakazenia B19V wystepowata gorgczka, wysypka, obrzek, bole stawéw oraz pancytopenia.

Na rycinie przedstawiono wykrywanie markeréw wirusologicznych: poziom wiremii (DNA B19V) (A-A) oraz poziom
przeciwciat. Pokazano takze stezenie hemoglobiny (ee). Na rycinie A, dotyczacej biorczyni nerki uwidoczniono
moment zmiany leczenia immunosupresyjnego (;);oraz okres kiedy pacjentka byta w cigzy. Na rycinie B przedstawia-
jacej zakazenie chorej na biataczke pokazano trzy tury leczenia IVIG (24g Sandoglobuliny dziennie przez 5 kolejnych

dni)(bhw).

Figure 8. Course of B19V genotype 2 infection in two immunosuppressed women. A. Renal transplant patient with
pure red cell aplasia and B. Leukemia patient with fever, rash, joint aches and anemia at the time of B19V diagnosis.

Virological markers are indicated on the figure: viral loads (A-A) and antibody status. Levels of hemoglobin are also
shown (e-e). In panel A, the transplant recipient, the change in the immunosuppressive regime is shown (); the time
when the patient was pregnant is indicated. In panel B, the leukemia patient, three rounds of IVIG treatment
(Sandoglobulin 24 g a day for 5 successive days) are shown (}444).

nomu. Dostep do duzej liczby probek z HBsAg W zakresie badan dotyczacych B19V, poza ana-
umozliwil ponadto przeprowadzenie unikalnego po- liza epidemiologiczng wystepowania genotypow
rownania charakterystyki wirusologicznej osob za- wirusa, dokonano wielu waznych obserwacji na te-
kazonych réznymi genotypami. mat przebiegu zakazenia formami polimorficznymi,
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o ktoérych znaczeniu klinicznym oraz sposobach le-
czenia nadal jeszcze niewiele wiadomo.

Analizy obu wiruséw pozwolily uzyskac cenne
informacje na temat ich r6znorodnosci, co ma istot-
ne znaczenie dla prawidlowo$ci oznaczen diagno-
stycznych, ktore nalezy brac¢ pod uwage przy dobo-
rze metod oraz kontroli jako$ci zaréwno przeglado-
wych badan wirusologicznych w krwiodawstwie, jak
1 w diagnostyce zakazen tymi wirusami u chorych.

5.1. HBV

Wczes$niejsze badania dotyczace czestosci wy-
stepowania w Polsce genotyp6w HBV prowadzono
u pacjentow z przewleklym zapaleniem watroby
typu B leczonych w klinikach zakaznych w Warsza-
wie oraz w Gdansku [20, 21, 23]. W niniejszej pra-
cy analizowano wyniki badania probek z HBsAg
reprezentatywnych dla calego kraju. Wykazano, ze
dawcy z HBsAg zakazeni sg przede wszystkim ge-
notypem A2 (80,5%) oraz ze czestoS¢ zakazen tym
genotypem rozni sie w zaleznoSci od regionu kraju
1jest generalnie wyzsza w czeSci zachodniej. Zarowno
u pacjentow dorostych, jak i dzieci z WZW typu B
stwierdzano takze wieksza czestoS$c zakazen geno-
typem A niz genotypem D (u dzieci odpowiednio
86,5% 1 13,5% [22], u dorostych 77%-86,6% oraz
15,7%-19% [20, 21, 23]). Sekwencjonowanie infor-
matywnych region6w genomu wirusa pozwolilo na
identyfikacje podtypoéw A2 oraz D11 D2. Podtyp A2
uwazany jest za charakterystyczny dla Europy Za-
chodniej, jednak wyniki obecnych badan potwier-
dzaja, ze wlasnie w Polsce obserwuje sie jedng z naj-
wyzszych czestoSci wystepowania tej formy poli-
morficznej. Porownywalnie wysoki odsetek (73%)
odnotowuje sie u naszych potudniowych sasiadow,
Czechow [107]. Genotyp ten jest rzadziej identyfi-
kowany wérod nosicieli HBsAg na Wegrzech czy
w Niemczech [23], gdzie jedna trzecig zakazonych
HBYV objetych badaniami epidemiologii molekular-
nej stanowily osoby pochodzenia tureckiego, o nie-
ustalonym miejscu urodzenia i zrodlach zakazenia.
W poréwnaniu z zachodnim sasiadem Polska jest
krajem stosunkowo jednolitym pod wzgledem et-
nicznym, z niewielkim naplywem obcokrajowcow,
aczkolwiek ostatnio obserwuje sie w tym wzgledzie
zmiany, ktorych konsekwencja moze by¢ pojawie-
nie sie nowych genotypéw dotychczas, dominuja-
cych na innych kontynentach. Jako przykiad moze
postuzy¢ genotyp C identyfikowany u imigrantéw
z Azji (dane ze szpitala Zakaznego w Kielcach, prof.
W. Kryczka, w trakcie opracowania). U naszych
wschodnich sasiadow proporcja zakazen genotypa-
mi A 1 D jest odwrotna niz w Polsce. Na Biatorusi
dominuje genotyp D (88,6%), genotyp A2 jest iden-

tyfikowany u 11,2% zakazonych [108]; podobnie no-
siciele HBsAg z krajow dawnego ZSRR najczesciej
zakazeni s genotypem D [109]. Genotyp D2 uwa-
za sie za charakterystyczny dla Péinocnej Euroazji,
za$ genotyp D1 dla obszaréw Srodkowego Wscho-
du. Oba podtypy sa ze soba blisko spokrewnione
[110]. Na wschod od Polski wystepuja dodatkowo
podtypy D3 oraz D4, ktérych na razie w Polsce nie
stwierdzono [108, 109].

W niniejszej pracy dodatkowo analizowano po-
limorfizm HBV we wczesnym etapie zakazenia oraz
udawcow z ukrytym zakazeniem (OBI). W przypad-
ku os6b zakazonych na wczesnym etapie zakazenia
identyfikowane byly genotypy obecne u nosicieli
HBsAg, w obu grupach ich proporcja byta podobna,
aczkolwiek ze wzgledu na malg liczebno$S¢ osob
z wczesnym zakazeniem takiego poroOwnania nie
mozna uznac za miarodajne. Inaczej wyglada czesto$¢é
genotypow wystepujacych u dawcow z ukrytym za-
kazeniem HBV, u ktérych dominuje genotyp D
(62,5%). Nalezy zauwazy¢, ze dawcy z OBI s3 starsi
od dawcow z HBsAg (mediana wieku 51 ». 21 lat).
Istotne roznice w dystrybucji genotypow obserwo-
wano takze w Poludniowej Afryce. U dawcow
— nosicieli HBsAg dominuje tam genotyp A (90%),
a 10 razy rzadziej wystepuje zakazenie genotypem D.
Z kolei u dawcow z OBI udzial zakazen genotypem
A jest istotnie mniejszy 1 wynosi 77%, natomiast
blisko dwukrotnie wieksza jest czesto$¢ wystepo-
wania genotypu D [111]. W krajach Europejskich,
gdzie u nosicieli HBsAg najczesciej identyfikuje sie
genotyp A2, u dawcow z OBI obserwuje sie rela-
tywnie wieksza czesto$¢ wystepowania zakazen
genotypem D. Ponadto, w tym typie zakazenia do-
chodzi do nagromadzenia najwiekszej liczby muta-
¢ji prowadzacych do substytucji aminokwasowych
w HBsAg, zwlaszcza w regionie MHR. Szczegélnie
w przypadku genotypu D widaé znaczna liczbe
zmian w obrebie struktur epitopow istotnych dla
odpowiedzi immunologicznej. Zjawisko to uwaza sie
za efekt presji immunologicznej stanowigcej poten-
cjalnie glowng przyczyne ukrytego zakazenia HBV
[59]. W przypadku innych form polimorficznych,
takich jak podtyp Al [111] oraz genotyp B1 C [112]
sugeruje sie inne mechanizmy prowadzace do ukry-
tego zakazenia HBV. Do alternatywnych przyczyn
OBI zalicza sie delecje, insercje oraz mutacje pro-
wadzace do powstania kodonu stop, mutacje w se-
kwencjach regulatorowych genu kodujacego anty-
gen rdzeniowy wirusa oraz upo$ledzenie mechani-
zmoéw replikacji HBV [112].

Pomimo przebadania znacznej liczby probek
z HBsAg reprezentatywnych dla obszaru calego
kraju nie zidentyfikowano przypadkow zakazenia
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genotypem H, ktére wykrywano sporadycznie we
wczesniejszych badaniach u pacjentéow z poinocy
Polski [20]. Natomiast zidentyfikowano zakazenie
tym typowym dla Ameryki Potudniowej i Srodko-
wej genotypem HBV [113, 114] u dwoch dawcow
z ukrytym zakazeniem HBV (OBI). We wczeS$niej-
szym opracowaniu Bielawski 1 wsp. sugerowal, ze
obecno$¢ tego genotypu u pacjentow gdanskiego
szpitala moze by¢ tlumaczona przez portowy cha-
rakter miasta 1 wieksza mobilno$c¢ jego mieszkan-
cow [20]. W obu obecnie zidentyfikowanych przy-
padkach genotypu H zakazeni nie pochodzili z poi-
nocnej Polski. Cho¢ nie ma do dyspozycji danych
dotyczacych potencjalnych zZrodel 1 miejsca zakaze-
nia, nie mozna wykluczy¢, ze w tych dwoch obec-
nie zidentyfikowanych przypadkach do zakazenia
doszlo w czasie podrozy do odleglych regionow,
gdzie czesto§¢ wystepowania tego genotypu jest
wysoka. Jednak warto zwrocié uwage na fakt, ze
genotyp H jest niemal niespotykany w innych spo-
teczenstwach Europejskich, ktorych przedstawicie-
le czeSciej podrozuja po Swiecie, w tym do Amery-
ki Potudniowej i Srodkowej [23, 115-117].

W ostatnich latach pojawily sie doniesienia
o zidentyfikowaniu w Japonii pojedynczych przypad-
kow bezobjawowego zakazenia dawcow krwi geno-
typem H, ktore zidentyfikowano u nich w okienku
serologicznym, jak réwniez o wykryciu ostrego
1 przewleklego zakazenia tym genotypem u chorych
z objawami klinicznymi [118-120]. Nie wiadomo, ja-
kie jest pochodzenie zakazen tym typem wirusa w
Japonii. Stwierdzono jedynie, ze w jednym z tych
przypadkow do zakazenia doszlo najprawdopodobniej
na obszarze Azji Kontynentalnej. Obecnie zidentyfi-
kowane polskie przypadki wymagaja dalszych badan,
miedzy innymi sekwencjonowania calego genomu
w celu lepszej charakterystyki i potwierdzenia
wstepnej klasyfikacji do genotypu H oraz wyklucze-
nia potencjalnych rekombinacji. Obecnie prowadzo-
ne sa w IHiT badania polimorfizmu HBV u kolejnych
nosicieli HBsAg, zarowno chorych, jak i bezobjawo-
wych dawcow. W trakcie tych badan zidentyfikowa-
no metoda InnoLIPA, a nastepnie potwierdzono
przez sekwencjowowanie genu S, zakazenie geno-
typem H u kolejnych dwoch dawcow oraz u dwoch
chorych. Zakazeni pochodza z centralnej 1 potudnio-
wej Polski (wyniki w trakcie opracowywania).

Wystepowanie zakazenia genotypem A2 oraz
D w Polsce stworzylto okazje do por6wnania para-
metrow wirusologicznych w zalezno$ci od genoty-
pu. Waznym z praktycznego punktu widzenia zagad-
nieniem jest korelacja stezenia HBsAg 1 DNA HBV
w osoczu zakazonych osob. Ocena iloSciowa drugiego
markera jest uznanym, informatywnym parametrem

uwzglednianym przy podejmowaniu decyzji o roz-
poczeciu leczenia przeciwwirusowego oraz wyko-
rzystywanym do oceny przebiegu infekcji. Informa-
tywno$c¢ i znaczenie iloSciowego badania HBsAg sg
nadal dyskutowane. W obecnych badaniach nie ob-
serwowano korelacji pomiedzy stezeniem HBsAg
a DNA wirusa, ani w przypadku genotypu A2, ani D.
We wczesniejszych opracowaniach [121, 122] nie ob-
serwowano korelacji HBsAg 1 DNA w probkach daw-
cow z HBsAg pochodzacych ze Stanow Zjednoczonych
(zakazonych przede wszystkim genotypem A2) oraz ze
Wschodniej Afryki (zakazonych glownie genotypem E).

Obserwowano tendencje do nizszego stezenia
zarowno HBsAg, jak i DNA HBV w osoczu polskich
krwiodawcow zakazonych genotypem D w porowna-
niu z dawcami zakazonymi genotypem A2. Ponadto,
analiza wspolczynnika iloSci HBsAg/DNA wirusa
wykazala, ze rozklad tego parametru w genotypie
D byt szerszy, z wieksza liczbg skrajnych wartoSci
wzgledem mediany (wartoSci wysokie 1 bardzo ni-
skie). Mediana wspoéliczynnika koncentracji HBsAg
1 DNA HBV wyrazonych w IU/ml zostata oszaco-
wana na poziomie warto$ci okolo jeden. Zgodnie
z wczeSniejszymi publikacjami [123] 1 IU HBsAg
zawiera okolo 0,58 ng HBsAg lub 1,16 x 107 cza-
steczek HBsAg. Jedna IU/ml DNA HBV zawiera
okolo 5 kopii genomu wirusa [124]; kazdy genom
otoczony jest przez 2,3 M czasteczek antygenu po-
wierzchniowego. Pozostaly nadmiar czasteczek
HBsAg krazy w osoczu w postaci niezwigzanej
z wirionami. W przypadku, trzech probek prezen-
towanych w tej pracy (2 genotypu D, 1 genotypu A2)
o wartoS$ci wspolczynnika ilo§ci HBsAg/DNA HBV
< 107, wydaje sie, ze wykrywalny HBsAg nalezy
glownie do wirionow. Korelacja obserwowana
u dawcow krwi we wezesnej fazie infekeji [125] su-
geruje rozng dynamike tworzenia czastek wiruso-
wych w ostrej 1 przewleklej fazie zakazenia. Wska-
zuje rowniez na to, ze w okresie tak zwanego ,,okien-
ka serologicznego” wiekszo§¢é wyprodukowanych
czasteczek biatek jest wykorzystywana do budowa-
nia wirionow. Te dane sugeruja, ze w trakcie prze-
wlektej infekcji mechanizmy kontrolujace replika-
cje wirusa oraz produkcje antygenu powierzchnio-
wego sa niezalezne.

W niektorych badaniach prowadzonych nad
HBsAg u przewlekle zakazonych chorych obserwo-
wano korelacje stezenia antygenu powierzchniowe-
go 1 DNA HBV w osoczu. Korelacja taka utrzymy-
wala sie jednak tylko wowczas, gdy analizowano
probki pochodzace od tego samego pacjenta [126—
-128]. Stad wniosek, ze badanie ilo§ci antygenu po-
wierzchniowego moze by¢ uzytecznym narzedziem
w praktyce klinicznej, miedzy innymi moze stuzyc
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do oceny skuteczno$ci leczenia. Jaroszewicz 1 wsp.
stwierdzili ostatnio korelacje stezenia HBsAg
1 DNA HBV w osoczu w trakcie ostrego zapalenia wa-
troby typu B; korelacja ta jednak stabla w fazie prze-
wleklej. Zwigzek stezenia obu markeréw HBV ob-
serwowano dla genotypu A, ale nie dla genotypu D
[129]. W obecnych badaniach wspoiczynnik kore-
lacji nie byt istotny dla zakazenia genotypem D, ale
mial wyzsza warto$¢ niz dla genotypu A.

Kolejnym szczegbdlowym zagadnieniem anali-
zowanym w obecnym opracowaniu dotyczacym po-
limorfizmu HBV 1 majacym zwigzek z HBsAg jest
polimorfizm genu kodujacego ten antygen. W pre-
zentowanych badaniach polimorfizmu regionu pre-
S/S unosicieli HBsAg nie stwierdzono korelacji po-
miedzy obecno$cia delecji lub mutacji w kodonie
inicjujacym synteze poszczegolnych bialek a steze-
niem antygenu w surowicy. Stezenie HBsAg
w 7 z po$rod 9 probek z tak zmienionym kodonem
startowym byto zgodnie wysokie (7,7 X 10*do 2,4 x
x 10* IU/ml). Oznacza to, ze zsekwencjonowany
produkt PCR dostarcza informacji jedynie o domi-
nujacym szczepie defektywnym, za$ szczepy catko-
wicie funkcjonalne pozostaja w mniejszo$ci, chociaz
wystarczaja do produkcji odpowiednie;j iloSci biatka
powierzchniowego.

Sekwencja bialka powierzchniowego dawcow
HBsAg dodatnich wiekszoSci izolatow byla typu
dzikiego; w regionie MHR taki charakter miato
82,4% szczepdw. Jednak, gdy analizowano struktu-
re tego regionu kodowana przez sekwencje izolo-
wane od dawcow z ukrytym zakazeniem czesto§é
dzikich odmian byta blisko dwukrotnie mniejsza
(46%). Na podstawie analizy sekwencji MHR genu
S zidentyfikowano wiele substytucji aminokwaso-
wych o potencjalnym znaczeniu klinicznym (tab. 5).
Podejrzewa sie, ze wiele z nich jest konsekwencjg
mutacji ucieczki [25], jednakze pelne udokumento-
wanie osltabienia oddzialywan antygenu powierzch-
niowego ze specyficznymi przeciwcialami wymaga
obserwacji tego zjawiska nie tylko w trakcie bada-
nia paneli rozcienczen probek klinicznych, ale row-
niez potwierdzenia badaniami paneli rozcienczen
antygenow rekombinowanych. W ten sposob po-
twierdzono znaczenie dla diagnostyki HBV niekt6-
rych substytucji wykrytych obecnie — M133T,
S143L, D144A oraz G145A. W wyniku dwoch pierw-
szych mutacji dochodzi do powstania antygenu, kto-
rego reaktywno$c¢ jest istotnie obnizona w testach
powszechnie stosowanych do badania dawcow, co
moze prowadzi¢ do wynikow falszywie ujemnych
[24, 103, 130-132]. W izolacie P122 stwierdzono
podstawienia P120 1 D144. W probce, z ktorej pocho-
dzita ta sekwencja stwierdzono $ladowe stezenia

zarowno HBsAg (0,12 IU/ml), jak i DNA (< 5I1U/ml).
Izolat ten zostal zaklasyfikowany do genotypu D
1 obecnos$cia licznych mutacji jest bardzo podobny
do sekwencji izolowanych od dawcow z OBI [58, 59].

Dane dotyczace szczepienia badanych dawcow
maja charakter fragmentaryczny. Czesto§¢ immu-
nizowanych osob, wérod dawcow HBsAg dodatnich
(22,2%), od ktorych uzyskano informacje na ten
temat, jest nieznacznie wyzsza niz u dorostych po-
wyzej 20. roku zycia, wsrod ktérych ponad 15% byto
zaszczepionych w 2004 roku [133]. Dane te czeScio-
wo ttumacza wzglednie czeste wystepowanie sub-
stytucji aminokwasowych w regionie MHR biatka
S. Nalezy zauwazy¢ ze, tego typu zmiany sekwen-
¢ji aminokwasowych byly istotnie statystycznie
czestsze w przypadku genotypu D niz genotypu A.
We wczes$niejszych badaniach wykazano, ze substy-
tucje zlokalizowane w omawianym regionie 3 Zwia-
zane z presja immunologiczna, zar6wno naturalna,
jak 1 wywolang szczepieniem [134-136].

W chwili obecnej nie ma jasnej odpowiedzi na
pytanie, jakie czynniki genetyczne wplywaja na
tempo replikacji wirusa. Jednym z branych pod
uwage czynnikow jest polimorfizm regionu BCP.
W obecnych badaniach nie stwierdzono zwiazku
pomiedzy stezeniem DNA HBV a wystepowaniem
mutacji w pozycji 1762 1 1764 acznie lub osobno.
Okazalo sie rowniez, ze inne mutacje w promoto-
rze, uznane za czynnik wplywajacy na poziom re-
plikacji na podstawie badan na modelach komor-
kowych [43], nie koreluja ze stezeniem DNA
w osoczu zakazonych dawcow.

Kolejng intrygujaca obserwacja wynikajaca
z przeprowadzone]j obecnie charakterystyki wiru-
sologicznej nosicieli HBsAg jest niska czesto§¢ wy-
krywania HBeAg (10%) w poro6wnaniu z zakazony-
mi dawcami z innych krajéow. Nosicielami tego an-
tygenu jest 27% dawcow szkockich, zakazonych
przede wszystkim genotypem A1 D; 31,5% dawcow
na Tajwanie zakazonych genotypem B 1 C oraz 34%
dawcow z Ghany zakazonych glownie genotypem E
[94, 116, 137]. Jedng z przyczyn obserwowanych
roznic moze by¢ wysoka czesto$¢ mutacji w BCP/
/PC u polskich krwiodawcow z HBsAg, ktore zmniej-
szaja lub nawet catkowicie hamujg synteze HBeAg.

5.2. B19V

W niniejszych badaniach, ktore obejmowaly
chorych zakazonych B19V z objawami klinicznymi,
zidentyfikowano dwa genotypy — dominujacy byt
genotyp 1; dodatkowo zidentyfikowano zakazenie
genotypem 2. Jest to pierwszy opis zakazenia ge-
notypem 2 nie tylko w Polsce, ale takze w Europie
Srodkowo-Wschodniej. Przedstawione dane suge-
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ruja, ze w Polsce genotyp 2 moze by¢ odpowiedzial-
ny za znaczacg czeS¢ ostrych objawowych zakazen,
w szczegdlnoSci u 0sob z ostabiong odpornoscia. Po-
dobny przypadek zakazenia genotypem 2 u chore-
g0 po przeszczepieniu nerki opisal Liefeldt 1 wsp.
[138]. U pacjenta z Niemiec obserwowano prze-
wlekla wiremie, okresowo osiagajaca bardzo wyso-
kie stezenie, ktorej towarzyszyla przewlekla ane-
mia [138]. Wszystkie trzy przypadki zakazenia ge-
notypem 2 — dwa opisane w obecnej pracy oraz
jeden opisany przez Liefeldt 1 wsp. [138] — zloka-
lizowano w miejscach potozonych niedaleko od sie-
bie. Moze to przemawiac za hipoteza krazenia wa-
riantow B19V na ograniczonych obszarach geogra-
ficznych; w tym przypadku na terenie Polski
1 poludniowo-wschodnich Niemiec.

Hiibschen i wsp., w trakcie badania polimorfizmu
wirusa B19 wykrywanego u chorych z wysypka 1 go-
raczka pochodzacych z Potudniowo-Wschodniej Eu-
ropy [139], zidentyfikowali dwa przypadki zakazenia
genotypem 3b (w Grecji i Bulgarii) a zadnego genoty-
pem 2. Autorzy twierdza, ze wyniki te $wiadczg o roz-
przestrzenianiu sie genotypu 3b z Afryki do Europy.
Polimorfizm tego samego fragmentu genomu B19V,
jaki poddano analizie w obecnej pracy zostal prze-
badany przez Ermoloicha 1 wsp. na probkach od 84
0sOb z rumieniem zakaznym pobranych podczas
epidemii na Biatorusi w 2006 roku. Zidentyfikowa-
no wylacznie zakazenia podtypami la i 1b [140].

Prezentowane w niniejszej pracy obserwacje
dotyczace przebiegu klinicznego zakazenia genoty-
pem 2 istotnie wzbogacaja dotychczasowa bardzo
ograniczong wiedze na temat znaczenia kliniczne-
go genotypow innych niz genotyp 1. W niniejszej
pracy, w trakcie zakazenia genotypem 2, obserwo-
wano objawy kliniczne typowe dla zakazenia B19V
u chorych z ostabiong odporno$cia, w tym chorych
leczonych immunosupresyjnie [87, 138, 141, 142].
Nie ma w tym nic zaskakujacego, poniewaz bada-
nia zaprojektowano po to, by ocenié wystepowanie
odmian polimorficznych wérdd pacjentéw z objawa-
mi sugerujacymi zakazenie B19V. Zakazenie geno-
typem 2. u biorczyni przeszczepionej nerki nie
manifestowalo sie objawami klinicznymi w trakcie
cigzy. Najprawdopodobniej bylo to wynikiem obec-
no$ci przeciwcial o charakterze neutralizujacym,
a nie brakiem potencjalu patogennego wariantu
B19V wzgledem ptodu.

Jak juz wspomniano we wstepie, diagnozowa-
nie zakazenia genotypem 2 za pomocg niektorych
testow moze da¢ wyniki falszywie ujemne [8-12,
74]. Obecne badania pokazuja, ze stosowanie odpo-
wiednich metod wykrywania materiatu genetyczne-
go B19V, zwlaszcza w przypadku pacjentow z osla-

biong odpornoS$cia, ma niezwykle istotne znaczenie
takze w Polsce. Wyniki badania autor6w niniejszej
pracy pokazuja, ze brak wykrywalnych przeciwciat
skierowanych do B19V u chorych z ostabiong od-
pornoscia jest zjawiskiem czestym. Fakt ten wstep-
nie sygnalizowali inni autorzy [138, 141, 143].
W zwiazku z powyzszym, w diagnostyce zakazenia
B19V zwiaszcza u chorych z ostabiong odpornoscia
nalezy stosowaé metody bezpoSredniej detekcji ma-
terialu genetycznego wirusa (np. real-time PCR)
uprzednio sprawdzone pod katem wykrywania
wszystkich znanych form polimorficznych.

W niniejszych badaniach genotyp 2 stwierdzo-
no u znaczacego odsetka badanych. Wczeéniej,
obecno$¢ DNA genotypu 2 stwierdzono w 2,5% pre-
paratow czynnikow krzepniecia produkowanych
z osocza; w starszych koncentratach czeSciej niz
w wyprodukowanych ostatnio [144]. Te forme po-
limorficzng B19V identyfikowano, aczkolwiek bar-
dzo rzadko, w pojedynczych probkach od dawcow
oraz w pulach osocza przeznaczonego do frakcjono-
wania [11, 71]. Genotyp 2 identyfikowano spora-
dycznie u pacjentéw we Francji [67], Anglii [10], we
Wioszech [145], w Niemczech [138, 146], Stanach
Zjednoczonych [66, 147], Brazylii [148], w Wietna-
mie [68] 1 Potudniowej Afryce [70]. W wiekszoSci
tych przypadkéw obserwowano przewlekle zakazenie
charakteryzujace sie niska wiremig lub/i obecno$cia
DNA B19V w tkankach innych niz krew 1 wystepo-
walo na ogol u starszych osob [68, 145, 146, 148].
Analiza czestoSci wykrywania genotypow B19V
w szpiku kostnym, skorze, watrobie w zaleznoSci
od wieku pacjentow pozwolila na sformutowanie hi-
potezy, ze w przedziale czasowym 1930-1970 za-
roéwno genotyp 1, jak i 2 byly w podobnej proporcji
szeroko rozpowszechnione w poéinocnej i Srodkowej
Europie. W badaniach probek surowic gromadzo-
nych w latach 80. 1 90. potwierdzono zanikanie ge-
notypu 2 w tym okresie [149]. Norja i wsp. [150]
sugerowali, ze niewielka liczba zakazen genotypem
2 rejestrowana ostatnio w Europie moze raczej wy-
nika¢ z reaktywacji wirusa u przewlekle zakazonych
0s0b lub z przeniesienia zakazenia od takich osob,
na przyklad przez transfuzje, a nie jest efektem epi-
demicznego szerzenia sie tego genotypu w popula-
¢ji. W przytoczonym przypadku biorczyni nerki nie
ma zadnych informacji na temat transfuzji. Nie moz-
na natomiast wykluczy¢ przeniesienia zakazenia ge-
notypem 2 wraz z przeszczepem od przewlekle za-
kazonej 46-letniej dawczyni tej nerki. Podobng dro-
ge przeniesienia B19V opisali wcze$niej Yango
1wsp. [87]. U zakazonej genotypem 2 pacjentki cho-
rej na bialaczke wystapily objawy zakazenia, przy
czym na dwa miesigce przed ich wystapieniem nie
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przetaczano jej ani krwi, ani zadnego sktadnika krwi.
Nalezy zatem przypuszczaé, ze nie jest to przypa-
dek reaktywacji przewleklego zakazenia wirusem
przeniesionym przez krew albo przeszczep od daw-
cy, a mozna raczej sugerowac aktualne krazenie
tego genotypu w populacji.

W niniejszych badaniach obserwowano prze-
wlekla wiremie, ktora trwata maksymalnie przez
conajmniej ~2,5 1 ~5 lat odpowiednio dla pacjen-
tow z prawidlowa oraz ostabiong odpornoscia. Po-
dobne obserwacje opisywali takze inni autorzy [86,
138, 142, 151-154]. Kurzman 1 wsp. wykazali, ze
przewleklie zakazenie moze by¢ SciSle zwigzane
z niewystarczajacg produkcja swoistych przeciwciat
(niedobor ilo§ciowy) lub brakiem wlasno$ci neutra-
lizujacych (deficyt funkcjonalny) [155]. Stwierdzo-
no takze, ze u osob, w osoczu ktorych DNA B19V
wykrywa sie dluzej, dominuje produkcja przeciw-
cial do antygenow strukturalnych, a nie NS1, co su-
geruje potencjalny mechanizm utrzymywania zaka-
zenia [156]. Wobec powszechnego wykrywania bar-
dzo czulymi metodami materialu genetycznego
B19V, zwlaszcza w tkankach, obecnie uwaza sie, ze
wirus nie jest catkowicie usuwany z organizmu [78].
W przypadku zakazonej genotypem 2 pacjentki po
przeszczepieniu nerki, brak ograniczenia zakazenia
byt zwigzany gléwnie z leczeniem immunosupresyj-
nym, oslabiajacym przeciwwirusowa odpowiedZ im-
munologiczng typu humoralnego. W efekcie nie
obserwowano zaniku przeciwcial IgM, ktory zazwy-
czaj ma miejsce wkrotce po pojawieniu sie przeciw-
cial IgG. Podobne, przediuzajace sie do okolo
2,5 roku, zakazenie genotypem 2 obserwowano
u wspominanego chorego po przeszczepieniu ner-
ki pochodzacego z Niemiec, u ktérego zwiekszona
aktywno$¢ replikacyjna prowadzila do wzrostu po-
ziomu wiremii nawet do 4,2 x 10" IU/ml z jedno-
czesnym poglebianiem sie niedokrwisto$ci [138].

Niezwykle istotnym aspektem badan moleku-
larnych 1 analiz polimorfizmu sa zagadnienia epide-
miologiczne. W trakcie przeprowadzonych badan
zidentyfikowano prawdopodobne przeniesienie za-
kazenia genotypem 1 z matki na piod, ale rowniez
przeniesienie tych samych sekwencji z dawcy na
biorce szpiku kostnego (szczegoty kliniczne zosta-
ty wcze$niej opisane przez Wasak-Szulkowska
1 wsp. [86]) na jednym oddziale hematologii dzie-
ciecej, anawet w trakcie jednego sezonu epidemicz-
nego u pacjentéw zamieszkujacych ten sam region.
Przedstawione wyniki potwierdzaja wczeSniejsze
obserwacje dotyczace szczepow izolowanych od
pacjentow z objawami rumienia zakaznego lub
z przejSciowa kryza aplastyczna. Krazacy w czasie
epidemii parvovirus B19 wykazywatl wysokie podo-

bienstwo na poziomie genomu, siegajace nawet
100% [157, 158]. Poniewaz sezonowe epidemie
B19V wystepuja regularnie co 3-5 lat, istnieje po-
tencjalne prawdopodobienstwo zmian epidemiolo-
gii genotypow wirusa. Obecnie nie ma podstaw, aby
wykluczy¢ epidemiczne szerzenie sie genotypu 2
w Europie Srodkowo-Wschodniej w przysztosci lub
na innych obszarach, tak jak sie to obserwuje
w przypadku genotypu 1. Jesli jednak przyjaé¢ wspo-
mniang wczesniej hipoteze dotyczaca wypierania
w Europie genotypu 2 przez genotyp 1 (die out
theory) nalezy przypuszczacé, ze musi istnie¢ przy-
czyna takiego zjawiska. Do ,,faworyzowania” jednej
z form polimorficznych moga przyczyniaC sie jej
wlasnosci biologiczne. Stwierdzono miedzy innymi
roznice pomiedzy genotypem 112 w organizacji pro-
motora, jednak nie ma na razie dowodow, ze taka
cecha preferuje forme klasyczna. Servant i wsp.
obserwowali zakazenie genotypem 2 i 3 glownie
u starszych osob i leczonych immunosupresyjnie.
Sugerowala, ze u 0osob starszych w trakcie zakaze-
nia genotypem 2 uruchamiana jest wtorna odpo-
wiedZ immunologiczna bedaca konsekwencja wcze-
$niejszej infekcji genotypem 1 1 nie jest ona wystar-
czajaca, aby zapobiec zakazeniu niedawno odkrytym
podtypem [67]. Obecnie brak nowych danych na po-
twierdzenie takiej hipotezy, wiadomo natomiast, ze
diagnostycznymi testami immunoenzymatycznymi
opracowanymi dla genotypu 1 mozna wykry¢ prze-
ciwciala skierowane do innych typow wirusa oraz po-
stulowano zaliczenie wirus6w nalezacych do roznych
genotypow do tego samego serotypu [72, 159].
Nalezy podkresli¢ istotne znaczenie jakie ma
wykrywanie takich samych genetycznie szczepow
u oso6b zamieszkujacych tereny epidemii. Wysokie
prawdopodobienstwo zakazenia drogg kropelkowa po-
winno by¢ brane pod uwage przy interpretacji wyni-
kow badania polimorfizmu podczas analizy drog prze-
noszenia na przyklad przez skladniki krwi i razem
z przeszczepianymi tkankami. W przypadku wirusa
przenoszonego droga kropelkowa nie mozna catkowi-
cie wykluczyc przeniesienia wirusa w wyniku kontak-
tu z osoba zakazong w trakcie cyklicznej epidemii.
W obecnej pracy przedstawiono wyniki badan
polimorfizmu dwbch wiruséw przenoszonych przez
krew — HBV 1 B19V. Oba badane sg u dawcow krwi,
cho¢ w réznym zakresie. Wykazano dominujace
zakazenia genotypem A2 oraz genotypem 1 odpo-
wiednio u zakazonych HBV oraz B19V. Standardy
miedzynarodowe stanowigce optymalny materiat
referencyjny do oceny czulo$ci testow przeglado-
wych 1 diagnostycznych wykrywajacych HBsAg
oraz DNA B19V zakazone sg wlasnie tymi formami
polimorficznymi. Nalezy jednak podkresli¢, ze
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W prezentowanej pracy przeprowadzonej na repre-
zentatywnej liczbie osob zakazonych stwierdzono
znaczacy odsetek zakazen innymi genotypami. Geno-
typ D HBV wydaje sie niezwykle istotny poniewaz
wykazuje znaczaco wiekszy polimorfizm dotyczacy
regionu HBsAg, ktory jest reaktywny w badaniach
diagnostycznych prowadzonych metodami serolo-
gicznymi. W przypadku B19V stwierdzono krazenie
genotypu 2 w populacji. Zakazenie ta forma polimor-
ficzna jest obarczone ryzykiem wyniku falszywie
ujemnego lub zanizonego wyniku badania iloSciowe-
go DNA wirusa. Identyfikacja tych form polimorficz-
nych oraz ich potencjalne znaczenie wskazuja na
konieczno$¢ brania ich pod uwage przy doborze te-
stow 1 w kontroli jakoSci badan diagnostycznych.

W zwiazku z tym, wspomniane genotypy sa
uwzgledniane przy walidacji nowych testow wprowa-
dzanych do polskiego krwiodawstwa oraz w panelach
kontroli jakoSci zarowno badan HBsAg, jak i DNA
B19V przygotowywanych przez IHi'T w celu walida-
¢ji badan przegladowych prowadzonych w regional-
nych centrach krwiodawstwa i krwiolecznictwa. Zy-
skuje sie tym samym pewno$é, ze stosowane testy
wykrywaja formy polimorficzne, ktére wystepuja
w populacji rzadziej niz formy dominujace, ale moga
stanowié zrodlo trudno$ci diagnostycznych, w kon-
sekwencji czego moze doj$¢ do zakazenia osob ciez-
ko chorych przez krew lub jej sktadniki.

W prezentowanych badaniach molekularnej
epidemiologii HBV wykorzystano material zebra-
ny przez polska stuzbe krwi. Wyniki te sg istotne,
poniewaz stanowia wazne zrodlo wiedzy pozwala-
jace oceni¢ zmiany w czestoSci mutantow HBYV,
zwlaszcza wérod osob zakazonych, a nie poddanych
wczesniejszemu leczeniu. Z dotychczasowych do-
niesien wynika, ze w krajach z wysoka zapadalno-
Scig na WZW typu B, w pierwszych latach prowa-
dzenia powszechnego programu immunizacji wsrod
zakazonych HBV nastapil wzrost czestoS$ci zakazen
mutantami [160]. Szeroka akcje szczepien podjeto
takze w Polsce 1 nadal jest ona prowadzona. Poczaw-
szy od roku 2007 roku w Polsce zaczeli oddawac
krew mlodzi ludzie, ktorych uprzednio objeto szcze-
pieniami w ponad 90% [133]. W zwiazku z tym, moni-
torowanie polimorfizmu HBV, zwlaszcza w genie S,
bedzie miato szczegblne znaczenie z punktu widze-
nia zdrowia publicznego.

6. Podsumowanie 1 wnioski

Najwazniejsze obserwacje

1. U polskich dawcow krwi zakazonych HBV iden-
tyfikowano genotyp A (podtyp A2) i D (podty-
py D11 D2) oraz H.

2. Rozklad czestoSci genotypow u 0sob z ukrytym
zakazeniem byl odmienny od obserwowanego
w grupach z antygenem HBs oraz u osob we wczes-
nym okresie zakazenia — u dawcow we wezesnym
okresie zakazenia oraz z HBsAg dominowalo za-
kazenie genotypem A, natomiast u dawcow z OBI
wiecej 0sob bylo zakazonych genotypem D 1 spo-
radycznie identyfikowano genotyp H.

3. W izolatach genotypu D istotnie czeSciej niz A
wystepowaly substytucje aminokwasowe po-
tencjalnie majace wplyw na przebieg zakaze-
nia oraz skuteczno$¢ profilaktyki 1 diagnostyki
zakazen HBV.

4. Mutacje w regionie pre-C i BCP nie korelo-
waly ani ze stezeniem HBsAg, ani z DNA HBV
W 0soczu.

5. U oso6b objawowo zakazonych B19V dominowat
podtyp 1b, sporadycznie identyfikowano geno-
typ 2, ale wylacznie u pacjentow z oslabiong
odpornoScia.

6. Przebieg zakazenia genotypem 2 B19 byt taki
sam jak w przypadku genotypu 1.

Whioski

Dobor testéw diagnostycznych, ich walidacja
oraz inne formy kontroli jakoSci badah HBV 1 B19V
prowadzonych zarowno u dawcéw krwi, jak i cho-
rych powinny uwzgledniaé, oprocz najpowszechniej
wystepujacych u osob zakazonych genotypu A HBV
oraz genotypu 1 B19V, rowniez rzadziej wystepu-
jace genotypy, odpowiednio, D 1 H oraz genotyp 2.
Wyniki obecnych badan nie potwierdzaja catkowi-
tego zaniku genotypu 2 B19V w Polsce, natomiast
sg zgodne z wczesniejszymi informacjami o wyste-
powaniu zakazenia genotypem H HBV w naszym
kraju. Przebieg zakazenia genotypem 2 B19V u cho-
rych leczonych immunosupresyjnie jest podobny
jak w przypadku zakazenia genotypem 1 B19V.
U os6b z genotypem D HBV stwierdzono wiekszy
niz w przypadku genotypu A polimorfizm w regio-
nie kodujacym epitopy kluczowe dla wigzania anty-
genu HBs przez przeciwciala (neutralizujace), co ma
potencjalne znaczenie dla prawidlowo$ci diagnosty-
ki metodami serologicznymi oraz dla skuteczno$ci
profilaktyki wykorzystujacej szczepienia ochronne
oraz immunoglobuliny anty-HBs.

7. Podziekowania

Serdecznie dziekuje Uczestnikom badan przed-
stawionych w opracowaniu: wspolpracownikom
z Zaktadu Wirusologii IHiT, a w szczegdlnoSci
mgr Ewie Sulkowskiej, mgr Aleksandrze Kalinskiej

76 www.jtm.viamedica.pl



Piotr Grabarczyk, Badania polimorfizmu wirusé6w HBV i B19V w Polsce

oraz mgr Grzegorzowi Liszewskiemu; pracownikom
Regionalnych Centrow Krwiodawstwa 1 Krwiolecz-
nictwa, ktorzy uczestniczyli w badaniach w ramach
Polskiej Grupy Badania Wirusow Przenoszonych
przez Krew; profesorowi Jean-Pierre Allain oraz
dr Penelope Garmiri (Uniwersytet Cambridge, UK),
dr Sally Baylis (Instytutu Paula Ehrlicha, Niemcy),
dr Annie Ejduk (IHiT), dr Renacie Wieczorek (Szpi-
tal Wojewodzki w Poznaniu), dr Sydonii Golebiow-
skiej-Staroszczyk oraz profesorowi Michatowi Ma-
tysiakowi (Warszawski Uniwersytet Medyczny).
Pani profesor Magdalenie Letowskiej (IHiT) dzie-
kuje za wytrwala zachete do podnoszenia kwalifi-
kacji naukowych. Szczegdlnie serdecznie pragne
wyrazi¢ wdzieczno$¢ Pani profesor Ewie Brojer
(IHiT), mojemu Nauczycielowi pracy naukowe;]
w zakresie wirusologii.
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