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Introduccion

* VHB: Enfermedad viral endémica en el mundo

* 2.000 millones de infectados
360 millones con infeccidon crénica
8%: fases crénicas de la enfermedad
- Hepatitis crénica
- Carcinoma hepatocelular

* 1 millédn de muertes al afo
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Prevalencia del VHB
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Division of Viral Hepatitis; CDC (2015)
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World Journal of hepatology 7(3), 583-592 (marzo 2015)

Acta Médica Colombiana 32(2), 190-197 (2015)

VHB

* 4 ORFs

* 4 genes
* C: HBcAgy HBeAg
* X: HBx
* P: Polimerasa viral
* S: 3 formas de HBsAg
* HBsAglL
* HBsAgM
* HBsAgS
* HBsAg: 4 dominios transmembrana
* RHP (residuos 101 al 169)

* Determinante antigénico:
“determinante a”
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Etapas de la infeccion
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Virologia Clinica, Ed Mediterraneo, Santiago, Chile (2011)

Reactividad serolégica Infeccion inicial aguda Infeccién aguda Infeccién crénica

positivo (Ig M) positivo
negativo negativo
negativo negativo
positivo positivo
positivo positivo
positivo positivo

Microbiologia Médica, 6th ed; Barcelona (2009)
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Deteccion del VHB

* HBsAg, HBeAg

* AntiHBs, AntiHBe y AntiHBc

* Ensayos disponibles: Enzima inmunoensayos EIA
-ELISA, CLEIA

* Diagndstico molecular
* Métodos de hibridacion de acidos nucléicos
* Métodos de amplificacion de acidos nucléicos

* No deteccidn del HBsAg: iRemision de la enfermedad?
* 1970: Infeccidn oculta o silente: “AntiHBc alone”

* Bajos niveles de ADN

* Infeccidn oculta por el VHB (OBI)



Infeccion oculta por el VHB (OBI)

* 2008 Taormina, Italia: “Declaraciones Taormina”

HBsAg negativo
ADN del VHB
ADN < 200 Ul/ml

OBI seropositivos: AntiHBc y/o AntiHBs (+)
OBI seronegativos: AntiHBc y AntiHBs (-)
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Donante OBI

Estados finales

Periodo de Bajo nivel de Mutantes no

Hepatitis B
cronica

“Falsa OBI”

Niveles séricos de ADN viral comparables con infeccion
evidente

incubacion replicacion detectados

Infeccidn por variantes del virus

“Mutaciones en el gen S”



Mutaciones en el gen del HBsAg

* Tasas de mutaciones:
* 10 veces mas alta que otros virus
* 100 veces mas alta que en el genoma
humano
* Serologia negativa
* Mutaciones en la regidon S
* Mutaciones en la regién X
* Disminucion sintesis y secrecion:
Mutacion region PreS

Rev Chilena de Infectologia 32; 190-197 (2015)
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Mutaciones en el “determinante a”

* Variantes de escape (a.a. 137-147)

* Falsos negativos para el HBsAg (modificacion del epitope)

* Polimerasa del VHB carece de actividad exonucleasa 3" 5’
G145R (glicina == arginina)

* Estable
* Capacidad de replicacién conservada

* Identificado en individuos vacunados y en pacientes transplantados

| “a” determinant 124-147 |

COOH

NH=z —
Pre-S1 |pr€,_52 | HBsAg

World Journal of Hepatology 7(3); 583-592 (marzo 2015)
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Seleccion positiva de variantes de

escape

Variantes de escape del VHB identificados en estudios de poblacion infantil en Taiwan

Poblacion de estudio

Muestras analizadas marcadores de VHB
Muestras analizadas para ADN-VHB en suero
Muestras seropositivas para ADN-VHB
Muestras con mutaciones en determinante “a”

Variantes de escape identificadas en determinante "a”

1984
1.200
148
103
8/103 (7,8%)
T126A M133L
F134LC1385
T140R
T1401
T143M
D1444

Afo
1989 1994
1134 1515
91 65
51 32
10/51 (19,6%) 9/32 (28,1%)
T126A T125A
P127T P120Q+P127T
Q129H T126A+T143M
S143W T1265+D144H
G145R D144H+G145R
G145R W156L T140P
N1465
T148
C147R+C149R

1999
1.357
71
13
3/13 (23,1%)
TI311
G145R

2004
7.234
94
31
7/31 (22,6%)
T126A
M133L
F134L+T148A
G145R
G1454
WI156C

Revista Chilena de Infectologia 32(2), 190-197 (2015)
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Influencia de otras mutaciones

Distribucion de las mutaciones en los aminoacidos de diferentes regiones del HBsAg encontradas en un estudio en Malasia

a Determinant region MHR Outside MHR

(124147 aa) (100160 aa)

T125K V106F QI6K, GI8V, G18R, G18M, L95Stop

D144G SII7R T37N, T37L S618top, F19L, F20L, W35R,

W35G, W36C, W36R, G50A, G50D, G50V,
HoO0P, H60S, R73L, 1821, V168L

TI25A Cl121W T231, V476G, C48G, C48V, L491, Q54H

Ti1251 TI23N 125N, 855P, 855G, L12Q, L12P, L12R

S132C TI48A VI4L, VI4G, QI6R, V180G, N52S, DY9G

MI33L S155X P29L, L13F, PI1T, Q56T, S58Y, S132T
Al157D 165Stop, L15Stop, 128T, 128E, S59R
TI25K S59N, S64F, 864G, 168V, C69F, COOF
D144G C90R, C908S, F93V, F93L, L94M, 192H
TI125A 192L, Q51Stop, FROL, C85G, C85F, C85L
T1251 IB6F, 186V, T63S, LESM, T27R, Q30R
S132C D33N, D338, N40D, P62H, P62Q, RT8W
MI33L L&OR, WT4R, P66L, 1391, L39T, K240Q)
PI5SIL 57T, S53Y, Q54Stop
L109p

Total: 6 15 90

Eur J Clin Microbiol Infect Dis 34(7), 1349-1359 (2015)
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Influencia de la carga viral

Characterization of donor and recipient HBV infection

Donante Receptor
VL (1U/ml) HBsAg loop HBV DNA VL (1U/ml) % Homology Clinical liver
mutations disease
P142L,S143L, POSITIVE 3.400 Acute liver
D144E, G145K, failure

1150T, F158L
Transfusion 53, 1405-1415 (julio 2013)

= Cambios conformacionales dentro o fuera de la RHP
= Sintesis o secreciéon reducida del HBsAg
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Deteccion de OBl y variantes de escape

¢ Deteccion de AntiHBc

* Métodos moleculares NAT
* PCR
* TMA
* Protocolos: MP (16-24)
1D
* Formato MPX

* CRJ MP500, MP50 (2000), MP20 (2004)

CRA MP16 (AntiHBc, HBsAg)

* Suiza y Japdn: Directrices modificadas
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Paises con los respectivos afios
han implementado NAT. (Marzo 2015)

Alemania
Austria, Japon
Singapur, Espafia
Polonia, Francia, Sud Africa
Grecia, Italia, Portugal, Tailandia
China (Hong Kong), Kuwait, Malasia, Nueva
Zelandia, Eslovenia, Suiza
Finlandia, Israel, Letonia, Holanda, Taiwdn
EE UU, Dinamarca, Irlanda, Reino Unido

Australia, Escocia, Canada

Corea del Sur

TABLE 1. HBV screening algorithm applied at
JRC blood centers™

Anti-HBg titer
Anti-HBc reactive Low High
4.9% <2°(2°) or =25(2%) or
261,000, 49,000 S/CO=1.0 but <12.0 S/CO =12.0
Anti-HBs = 200 IU/L Accepted Accepted
2.04% 1.38%
108,000, 20,000 73,000, 14,000
Anti-HBs < 200 1U/L Accepted Rejected
1.81% 0.19%
69,000, 13,000 10,000, 2,000

Transfusion 53, 1393-1404 (2013)
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Experiencia con NAT

Donantes NAT rendimiento referencia
(ADN +)

Australia 2000-2012 1.312.451 Vox Sanguis 105,
2013
India 2005-2006 2.175 413 31 Indian J Med 132,
2010
Sud Africa 2005-2009 36.100 S/D 2 Transfusion 53,
2013
E.E.U.U. 2009-2010 6,5 millones S/D 142 Transfusion 52(2),
2011
Berna, Suiza 2007-2009 306.000 5 7 Transfusion 50,
2010
E.E.U.U. 2009-2011 12,8 millones 238 35 Transfusion 53,
2013
Malasia 2014 1.000 55 55 Eur J Clin Microbiol
Infect Dis 34(7),
2015

= 2006, Suiza — 20.000 AntiHBc +/HBsAg - (2013— 131 — 3 ADN + (OBI); 128 ADN -)
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Infeccion transmitida por transfusion

* Décadas atras principal fuente de infeccion
* Donaciones en periodo de ventana (90%)

Determinantes
|

Copias de ADN AntiHBs el ot Estado inmune
. plasma
transfundidos donante/receptor . receptor
transfundido

¢ Variantes del virus
* Casos OBI
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15 evidencia de infeccion (AntiHBc + ADN +), desde plasma AntiHBs -

18 receptores

(unidades plasma OBI) \

3 sin evidencia de infeccion; desde plasma AntiHBs +
Transfusion 53, 2449-2458 (2013)

TABLE 4. Impact of anti-HBs in transfused products or in vaccinated recipients on OBI infectivity
Anti-HBc positive in recipients/total (3:)

Category All products BBCs PC FFP
Al 451105 (42.8) 2374 (31.5)  612(50.0) 16119 (84.2)
All receiving anti-HBs—positive blood 4/26 (15.4) 319 (17.8) 1/4 (25.0) 0/3(0)
All receiving anti-HBs—negative blood 41/80 (51.3)  20/55 (35.7) 5/8(62.5) 16/17(94.1)
Unvaccinated patients receiving anti-HBs—negative bloodt 28/44 (63.6) 9/23 (39.1) 4/6 (66.7) 15/15(100)
Adjusted rate (3:) of transmission after deduction of 15% background anti-HBc 48 24 51 65

* Al donors identified as OBl carried anti-HBc and all recipients considered infected were anti-HBc positive.
1 One BBC unit and PC unit were transfused to the same recipient; the RBCs were not counted.
1 Recipients for whom no information regarding vaccination was available were excluded.

Transfusion 53, 1405-1415 (2013)
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* Infeccion por transfusion subestimada

1.
2.
3.

4.

Decisidon de cancelar o no realizar pruebas pre y postransfusionales
Baja cobertura de vacunacion

Falta de manifestaciones clinicas
1. Bajo nivel de datos documentados
Dificultad de realizar busqueda retrospectiva

* Riesgo residual
¢ Reduccién al menos a la mitad
e E.E.U.U.: 1/765.000 - 1/1.006.000 a 1/843.000— 1/1.208.000

(Ultrio frente a UltrioPlus; MP16)

Antes de NAT: 1/280.000 - 1/357.000

* RR desconocido en muchos paises

* Australia: Aplicacién de NAT
* Deteccién ADN junto con HBsAg
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Discusion
¢ La introduccion de NAT ha sido un éxito

* Experiencias distintas entre los estudios
* MP frente a ID

* Ventajas de tener técnicas moleculares en el algoritmo de deteccién

* Prescindir de screening del HBsAg
* Casos OBI
* Variantes de escape

* Deteccion “AntiHBc alone”
 Diferidos o excluidos definitivamente
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* Casos OBI remitidos al servicio de salud

* Costo/Efectividad

* Tendencia a la reduccidn de los pools de muestras

* Estrategias para proporcionar sangre microbioldgicamente segura
* Donantes altruistas y de repeticion
* Entrevista
* Estudio microbiolégico
* Vigilancia activa
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Conclusioén

* Muchos aspectos de OBI ya son conocidos

* Se deben evaluar las nuevas metodologias disponibles

* OBl y variantes de escape tienen un real impacto en la salud publica
* Sudamérica no esta libre del peligro

* En Chile... éestamos preparados?
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