PAGE  
2

Распространенность оккультного гепатита B среди HBsAg-негативных лиц с ВИЧ инфекцией в Великом Новгороде.
Останкова Ю. В.1, Семенов А. В.1,2,3, Зуева Е.Б.1, Тотолян Арег А. 1,2
1 – Санкт-Петербургский НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера (Санкт-Петербург, Россия)

2 – Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика И. П. Павлова МЗ РФ (Санкт-Петербург, Россия)

3 – Северо-Западный государственный медицинский университет им. И. И.Мечникова МЗ РФ (Санкт-Петербург, Россия)

The prevalence of occult hepatitis B among HBsAg-negative persons with HIV infection in Veliky Novgorod.

Ostankova Yu. V.a, Semenov A. V. a,b,c, Zueva E.B. a, Totolian Areg A. a,b
a – Saint-Petersburg Pasteur Institute (Saint Petersburg, Russia)

b – Saint-Petersburg State Medical University n.a. acad. I. P. Pavlov (Saint Petersburg, Russia)
c – North-West State Medical University n.a. I. I. Mechnikov (Saint Petersburg, Russia)
Останкова Ю. В.
Семенов А. В.
Зуева Е.Б.
Тотолян А. А. 
Введение
Вирус гепатита В (ВГВ) один из самых распространенных гепатотропных вирусов в мире, причем более чем у 350 миллионов человек развивается хронический вирусный гепатит В (ХВГВ) - диффузно-воспалительное заболевание, связанное с персистенцией ВГВ [1]. Для хронической инфекции характерно устойчивое присутствие HBsAg в течение не менее 6 месяцев (при наличии или отсутствии сопутствующего HBeAg) за исключением оккультной формы течения заболевания. Оккультный гепатит В (ОкГВ) представляет собой наличие ДНК Вируса гепатита В (ВГВ) в тканях печени при отсутствии диагностируемого поверхностного антигена гепатита В (HBsAg), не зависимо от того выявляется или нет ДНК ВГВ в периферической крови [2].

Развитие ОкГВ обусловлено подавлением внутриядерной транскрипции субгеномных РНК ВГВ с матрицы кольцевой ковалентно-замкнутой ДНК ВГВ (ккзДНК), способной становиться матрицей для субгеномных и прегеномных копий РНК, на основе которых синтезируется вирусный геном и вирусные белки [3]. Причем подавление это может быть обусловлено целым рядом не до конца изученных факторов, в том числе коинфекцией с вирусом гепатита С (ВГС) или вирусом иммунодефицита человека (ВИЧ) или введение лекарств, включая антиретровирусные препараты. При этом, в большинстве случаев, репликация вируса и экспрессия генов могут быть подавлены настолько, что вирусная нагрузка в периферической крови больного крайне низка, вплоть до невозможности выявить ДНК ВГВ стандартными методами, но элиминации вируса при подавлении репликации не происходит. Сохранение ккзДНК в виде минихромосомы остается ключевым фактором, ответственным за невозможность полной элиминации вируса и за рецидивы вирусной репликации после прекращения противовирусной терапии [4, 5].

Распространенность оккультного ВГВ в мире варьирует, однако это может быть связано не только с биологическими особенностями вируса и частотой встречаемости ВГВ на той или иной территории, но и с методом выявления вируса. Однако хорошо известно, что некоторые группы пациентов подвергаются значительно более высокому риску заражения ОкГВ вне зависимости от их географического положения, например, лица с ВГС и/или ВИЧ-инфекцией, подвергающиеся гемодиализу, трансплантацией печени, потребителей инъекционных наркотиков [6]. 
По данным ООН количество инфицированных ВИЧ-1 в мире составляет свыше 35 миллионов человек, количество инфицированных вирусом гепатита С составляет почти 3% от населения земного шара, у 70–80% которых развивается хронический вирусный гепатит С (ХВГС), а ВГВ заражены почти 2 млрд человек, из которых у 350 млн развивается хроническая форма [7, 8]. Общность путей, механизмов инфициpования и фактоpов пеpедачи ВИЧ, ВГВ и ВГС пpедопpеделяет общую эпидемиологическую особенность этих инфекций — их возбудители наиболее часто инфициpуют лиц, относящихся к одним и тем же сходным по составу социально-поведенческим гpуппам населения, гpуппам с высоким pиском инфициpования, в силу чего лица из таких гpупп неpедко оказываются инфициpованными одновременно несколькими вирусами [9]. А чем больше группа людей подвержена действию основных факторов риска в отношении ВГВ и других парентеральных инфекций, тем более высокий уровень носительства HBsAg она будет демонстрировать [10, 11]. Кроме того, у ВИЧ-инфицированных лиц аномалии Т и В-лимфоцитов могут приводить к повышенной восприимчивости к инфекциям, в том числе к повышенной восприимчивости к ВГВ, при этом увеличивается вероятность хронической инфекции ВГВ у таких пациентов [12]. Исходя из вышесказанного, логично было бы предполагать высокую частоту встречаемости ВГВ у ВИЧ-инфицированных пациентов, однако ХВГВ выявляют значительно реже, чем ХВГС. Например, среди ВИЧ-инфицированных лиц, обучающихся в Западной Европе и США, ХВГВ была обнаружена у 6-14% пациентов, включая 9-17% мужчин, имеющих половые контакты с мужчинами (МСМ), и 7-10% потребителей инъекционных наркотиков, а ХВГС была обнаружена у 25-30% пациентов, из которых 72-95% потребители инъекционных наркотиков и 1-12% МСМ [12]. Более того, хотя частота заражения ВГВ у ВИЧ-инфицированных характеризуется географической вариабельностью и только частично зависит от распространенности вирусов в регионе, в то время как первичными факторами признаны потребление инъекционных наркотиков (ПИН) и незащищенный секс, даже в таких регионах как Африка и Азия, где высок уровень встречаемости ВГВ, распространенность серопозитивного HBsAg у ВИЧ-инфицированных пациентов варьирует в пределах всего лишь 9-17,5% [14, 15]. Такое противоречие ожидаемого и диагностируемого уровней распространенности ВГВ у ВИЧ-инфицированных пациентов может объясняться использованием для диагностики ВГВ преимущественно серологических методов (главным образом HBsAg), не выявляющих оккультную форму течения заболевания.
Работы, посвященные коинфекции ВГВ + ВИЧ показали влияние ВИЧ-инфекции на естественную историю ВГВ, приводящее к ускорению естественного хода ХВГВ, увеличению частоты устойчивости инфекции, потере защитных антител против ВГВ, повышенному риску быстрого прогрессирования заболевания печени до цирроза и гепатоцеллюлярной карциномы [16]. ВИЧ-инфицированные пациенты с ХВГВ в 3,5 раза более склонны к заболеванию печени, чем те, у которых не было ВГВ, существует тенденция к снижению выживаемости у пациентов с ВИЧ и ХВГВ [17]. У коинфицированных пациентов увеличивается риск прогрессирования поражения печени и риск летального исхода от заболевания печени. В странах Северной Америки и Западной Европы более чем у половины больных ВИЧ/СПИДом мужчин-гомосексуалистов в анамнезе отмечают гепатит В, причём у 5–10% диагностируют хронический прогрессирующий ГВ [18]. Кроме того, проспективное мультицентровое исследование показало, что у лиц с коинфекцией ВГВ + ВИЧ вероятность смерти от заболевания печени была в 8 и в 19 раз выше, чем у тех, кто был инфицирован только ВИЧ или только ВГВ соответственно [19]. Коинфекция ВГВ+ВИЧ связана с более высокой заболеваемостью и смертностью, а также может оказывать существенное влияние на использование ресурсов здравоохранения. В семи регионах Ганы в период с 1999 по 2016 год были проведены 12 исследовательских работ, в которых участвовали в общей сложности 8162 ВИЧ-инфицированных пациентов. Показатели распространенности коинфекции ВИЧ + ВГВ колебались от 2,4% до 41,7% [20]. В Болгарии серологические маркеры ВГВ и ВГС у ВИЧ-инфицированных пациентов составили 10,4% и 25,6%, соответственно, при этом высокие темпы развития инфекций гепатита были подтверждены обнаружением ДНК ВГВ у 51,1% и РНК ВГС у 78,1% испытуемых лиц. В настоящее время широко применяются эффективные антиретровирусные препараты, предотвращающие прогрессирование заболевания при ВИЧ, однако коинфекция с ВГВ остается значимой причиной смертности пациентов с ВИЧ [21].
В действующих руководящих указаниях Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ) рекомендуется, чтобы всех ВИЧ-инфицированных пациентов регулярно скринировали и при обнаружении ВГВ немедленно начинали антиретровирусную терапию (АРВТ), независимо от их количества лимфоцитов CD4 + [22].
Частота встречаемости ОкГВ у ВИЧ-инфицированных лиц по сравнению с ВИЧ-отрицательными варьирует в работах разных исследователей [23, 24]. 
Различия в выявляемых уровнях распространенности ОкГВ в исследованиях могут быть связаны как с действительной встречаемостью ОкГВ у таких пациентов в разных географических регионах, так и с разными, более или менее чувствительными, методами, используемыми для выявления вируса. 
Целью нашей работы было оценить распространенность оккультного ВГВ среди ВИЧ-инфицированных пациентов с вирусологической неэффективностью АРВТ в г. Великий Новгород.

Материалы и методы.

В работе были использованы образцы плазмы крови 76 ВИЧ-инфицированных пациентов с вирусологической неэффективностью АРВТ (вирусная нагрузка >50 МЕ/мл после 6 месяцев АРВТ или повышение вирусной нагрузки после первичного подавления репликации вируса), направленных на определение лекарственной устойчивости вируса для коррекции АРВТ.
Для выявления ВГВ выделяли нуклеиновые кислоты (НК) с использованием коммерческого набора «АмплиПрайм Рибо-преп» (ФБУН ЦНИИЭ, Москва). Для амплификации и секвенирующей реакции применяли специфические праймеры (Синтол, Россия), последовательность которых брали из литературных источников, а также подбирали с помощью программы NCBI/Primer-BLAST согласно общепринятым рекомендациям. Использовали перекрывающиеся пары праймеров, совместно фланкирующие фрагмент протяженностью 1475 пар оснований (п.о.), включающий рекомендованный для генотипирования ВГВ регион Pre-S1/Pre-S2/S протяженностью 1169 п.о. область 2848-3182 . . . 1-835 нт., согласно представленному в международной базе данных GenBank изоляту Mart-B47 (HE974377.1) [25].
Для ПЦР в общем виде использовали следующий состав амплификационной смеси: 10 пM каждого олигопраймера, 1,0 мМ каждого нуклеозидтрифосфата, 6,7 мМ MgCl2, 1 ед. рекомбинантной Taq ДНК-полимеразы (Fermentas), буфер для Taq ДНК-полимеразы (750 мМ Трис-HCl, (рН 8,8), 200 мМ (NH4)2SO4, 0,1% (v/v) твин 20), 10% DMSO, 1 мкг матрицы, вода без нуклеаз до конечного объема 25 мкл. Амплификацию в общем виде проводили при следующих условиях: после денатурации при 950С в течение 5 минут устанавливали 30-40 циклов амплификации в режиме: 950С – 20-40 сек, 55-650С – 20-30 сек, 720С – 30-90 сек; затем финальная элонгация при 720С - 5 мин. Качество ПЦР определяли визуально в 2% агарозном геле (120 В, 40 мин; 1xTBE), окрашенном бромистым этидием. Очищенный фрагмент достаточной концентрации использовали для постановки секвенирующих реакций.

Секвенирующую реакцию проводили согласно инструкции к набору реагентов ABI PRISM BigDye Terminator v3.1. (Applied Biosystems, США), в трех повторах, на прямых и обратных праймерах. Реакционная смесь для секвенирующей реакции включала: ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Kit 4 мкл, праймер для секвенирования 3,0 мкл (концентрация 1,6 пмол/мкл), очищенный продукт амплификации (объем зависел от концентрации), деионизированная вода до конечного объема смеси 20 мкл. Постановку реакции осуществляли на термоциклере BIO-RAD CFX96 в режиме: устанавливали 25 циклов амплификации в режиме: 960С – 10 сек, 500С – 5 сек, 600С – 4 мин. 

Для анализа продукта секвенирующей реакции очищенный осадок денатурировали в формамиде и помещали в генетический анализатор ABI Prism 3500 (Applied Biosystems, США).

Первичный анализ полученных в ходе секвенирования фрагментов проводили с помощью программы NCBI Blast в сравнении с нуклеотидными последовательностями, представленными в международной базе данных GenBank. Выравнивание нуклеотидных последовательностей проводили в программе MEGA 7.0, используя алгоритм ClustalW [26]. Поскольку для выбранного для секвенирования региона ВГВ показана высокая скорость эволюции, для построения филогенетических деревьев и последующего филогенетического анализа рассматривали расстояния между последовательностями методом присоединения соседей, позволяющим оптимизацию дерева в соответствии с критерием «сбалансированной минимальной эволюции» (Neighbor-joining), для оценки достоверности построенных деревьев проведен бутстреп (bootstrap) анализ для 500 повторов. 

Результаты и обсуждение.

Возраст пациентов варьировал от 22 до 53 лет и составил в среднем 34,6±11,5 лет. В силу особенностей группы количество мужчин преобладало по сравнению с женщинами – 69,74% и 30,26% соответственно. 

Среди 76 ВИЧ-инфицированных пациентов большинство (71,05%) имели ко-инфекцию ВИЧ+ВГВ, ВИЧ+ВГС или ВИЧ+ВГВ+ВГС. Из них ВИЧ+ВГС и ВИЧ+ВГВ+ВГС по 16,67% (то есть по 11,84% от общего количества), а ВИЧ+ВГВ 66,66% (47,36% от общего количества). 
При этом с использованием коммерческого набора «АмплиСенс® HBV-FL» (ФБУН ЦНИИЭ, Москва) ДНК ВГВ выявить не удалось. При использовании предложенного нами метода выявления ДНК ВГВ при низкой вирусной нагрузке ВГВ был обнаружен в 44 образцах из представленных 76, что составило 57,89%. Следует отметить, что ни у одного из пациентов не был выявлен HBsAg, при этом у 6 пациентов (13,63%) выявлены антитела HBсor IgG и HBe IgG.

Схожую частоту встречаемости оккультного ГВ у HBsAg-негативных ВИЧ-инфицированных лиц показывали исследователи в других странах. Так, в Северной Америке ОкГВ обнаруживали у 42% пациентов [27], в двух работах Иранских ученых ДНК ВГВ выявляли у 45,3% и 63% HBsAg-негативных пациентов с ВИЧ [28, 29].
В более позднем исследовании в Мексике ОкГВ обнаружили у 49% HBsAg-негативных ВИЧ-инфицированных лиц, причем наличие оккультной формы течения связано с высоким уровнем РНК ВИЧ и с антиретровирусной терапией ВИЧ препаратами, которые препятствуют репликации ВГВ (ламивудин, тенофовир или эмтрицитабин) [30]. В исследовании коинфекции ВИЧ + ВГВ в Коломбии распространенность ОкГВ в 2,6 раза превышала распространенность манифестной формы заболевания и также была связана со стадией СПИД и с АРВТ [31]. 

При сравнительном анализе количества CD4+ клеток между ВИЧ-инфицированными пациентами с моноинфекцией и при коинфекции с ВГВ достоверных различий не выявлено. Мы предполагаем, что уровень CD4+ клеток у ВИЧ-инфицированных пациентов не зависит от инфицирования ВГВ или, по крайней мере, этот фактор не является единственно достаточным. Отметим, что полученные результаты противоречат данным одних исследовательских групп о значимой связи между низким уровнем CD4+ и оккультным ВГВ среди пациентов с ВИЧ, согласно которым пациенты с ОкГВ имели значительно более низкое количество CD4+ по сравнению с HBc-положительными / HBsAg-негативными / ВГВ-отрицательными пациентами [32], однако согласуются с результатами других, не обнаруживших различий [34, 33]. 

Для всех выявленных нами изолятов ВГВ была получена нуклеотидная последовательность Pre-S1/Pre-S2/S региона удовлетворительного качества, пригодная для дальнейшего анализа. Для всех образцов были определены генотип и субгенотип вируса.
На основании филогенетического анализа 44 изолятов показано, что в обследованной группе был выявлен только генотип D, являющийся наиболее распространенным генотипом ВГВ в Российской Федерации. При этом преобладал ВГВ субгенотипа D2 (47,72%) по сравнению с ВГВ субгенотипа D1 (34,09%) и субгенотипа D3 (18,18%). Филогенетические отношения между исследованными изолятами и референсными последовательностями представлены на рисунке 1. 
Рисунок 1. Филогенетическое дерево исследованных изолятов ВГВ, выделенных от HBsAg-негативных ВИЧ-инфицированных пациентов с вирусологической неэффективностью АРВТ, проживающих на территории Великого Новгорода в сравнении с представленными в международной базе данных GenBank референсными последовательностями.

Обращает на себя внимание нехарактерное для региона распределение субгенотипов ВГВ с высокой частотой встречаемости субгенотипа D1. Мы считаем необходимым рассматривать в дальнейшем как минимум две возможных причины этого. 

Прежде всего данные о распределении генотипов оккультного ВГВ разнообразны и противоречивы. Согласно некоторым источникам, частоты распространенности генотипов и субгенотипов оккультного ВГВ совпадают с распределением генотипов манифестного ВГВ в том или ином регионе. Так, например, В Египте распределение генотипов среди пациентов с оккультным ВГВ было следующим: 50% пациентов ВГВ генотипа B, 33,3% генотипа С и 16,6% генотипа D, что в целом соответствует распределению генотипов при манифестной форме ХВГВ в данном регионе [35]. Однако существуют литературные данные о характерности преобладания генотипа D для оккультного ВГВ и более тяжелая клиническая картина, чем при открытом ХВГВ. Особенно показательно это продемонстрировано исследователями в Корее, где в популяции превалирует ВГВ генотипа С (более 90%), а при оккультной форме преобладает генотип D (75%) [36]. При этом представлено крайне мало исследований о преимущественном распределении не генотипов, а субгенотипов вируса при оккультном ВГВ. То есть вполне вероятно, что ВГВ субгенотипа D1 действительно широко распространен при оккультной форме ВГВ, но также возможно, что представленные изоляты являются следствием завоза нехарактерных для региона геновариантов вируса. Источником такого завоза могут быть как трудовые мигранты из стран Средней Азии, так и инъекционные наркотические вещества, поставленные через Среднюю Азию, для которой характерен ВГВ субгенотипа D1 [37]. Большинство больных в обследуемой группе являются активными или бывшими потребителями инъекционных наркотиков, или половыми партнерами ПИН. 

Косвенным подтверждением данного предположения может служить тот факт, что на филогенетическом древе выделяются несколько тесных кластеров ВГВ субгенотипов D1 и D3, изоляты которых получены преимущественно от мужчин, при этом более чем для половины из них в анамнестических данных указана принадлежность к активным или бывшим потребителям инъекционных наркотических веществ. При этом для большинства изолятов субгенотипа D2 четкой кластеризации не выявлено, за исключением кластера, включающего четыре генетически близких образца. По всей видимости, это свидетельствует о преимущественно независимом половом пути передачи ВГВ D2 в обследованной группе.

Учитывая, что схема лечения ВИЧ-инфекции обычно включает два нуклеозидных ингибитора обратной транскриптазы (один из них ламивудин) и один ненуклеозидный ингибитор обратной транскриптазы (такой, как невирапин) или ингибитор протеазы, до 90% пациентов с коинфекцией ВИЧ + ВГВ, получающих ламивудин, становятся устойчивыми к этому препарату через 4 года лечения, что создает вероятность прогрессирования гепатита В [38], вероятность развития резистентности ВГВ у ВИЧ-инфицированных пациентов с вирусологической неэффективностью АРВТ достаточно высока. 
При анализе нуклеотидных последовательностей участка гена Pol генома ВГВ, ответственного за развитие лекарственной устойчивости вируса, мы выявили только один изолят ВГВ с мутациями, описанными в литературе как определяющие развитие лекарственной устойчивости к терапии нуклеотидных / нуклеозидных аналогов - замещение аминокислот в гене полимеразы ВГВ (L180M, M204V), связанное с развитием резистентности к ламивудину, энтекавиру, телбивудину и тенофовиру. Возможно, именно с отсутствием активного развития мутаций резистентности при определенных схемах лечения связано то, что применение АРВТ-схем, содержащих тенофовир плюс ламивудин или эмтрицитабин у пациентов с ослабленным иммунитетом с ОкГВ, считается наиболее эффективным средством для долговременной профилактики воспаления печени [39].
Заключение.

Высокая распространенность оккультного гепатита В среди ВИЧ-инфицированных пациентов свидетельствует о недостаточности применяемых в настоящее время тестов для диагностики хронических инфекций ВГВ. Идентификация оккультного гепатита В у ВИЧ-инфицированных лиц представляется целесообразной для своевременной терапии пациентов и требует применения более чувствительных методов.
