Kwantitatieve HBsAQ: herontdekking
van een bestaande bepaling

Quantification of HBsAG: rediscovery of an existing analysis

G.J. Boland', ACTM. Vossen?, S. Harkisoen?®

Samenvatting

Het ‘Hepatitis B Surface Antigen’ (HBsAg) is lange tijd alleen als kwalitatieve bepaling gebruikt voor het
vaststellen van een infectie met het hepatitis B-virus. In de afgelopen jaren werd de bepaling ook kwan-
titatief gebruikt. Het ‘Hepatitis B Surface Antigen’ is afkomstig van een RNA-transcript van het cccDNA
in de met hepatitis B-virus geinfecteerde hepatocyten. De replicatie van hepatitis B-virus (vorming van
hepatitis B-virus DNA) verloopt via een ander RNA-transcript, het zogenoemde ‘pregenomic RNA’, door
reverse-transcriptie. Deze laatste route wordt geremd door nucleos(t)ide analogen. Er wordt verondersteld
dat de hoeveelheid ‘Hepatitis B Surface Antigen’ in het serum een betere reflectie is van de hoeveelheid
hepatitis B-virus cccDNA in de lever dan het plasma hepatitis B-virus DNA. Kwantificering van het ‘Hepatitis
B Surface Antigen’ kan met assays op de Architect-, de Elecsys- of de LIAISON-analysers uitgevoerd
worden. Literatuur toont aan dat de verschillende assays goed met elkaar overeenkomen. De klinische
relevantie van de kwantificering van het ‘Hepatitis B Surface Antigen’ ligt in de voorspellende waarde
voor reactivatie van hepatitis B-virus bij inactief dragerschap en voor het voorspellen van een respons
bij antivirale therapie met interferon-alfa en nucleos(t)ide analogen.

(Tijdschr Infect 2015,10(4).94-107)

Summary

For a long time, detection of Hepatitis B surface antigen was only used to detect an infection with hepatitis
B virus. In recent years Hepatitis B surface antigen in serum can also be quantified. Hepatitis B surface
antigen is derived from an RNA transcript from hepatitis B virus cccDNA in infected hepatocytes. Hepatitis
B virus DNA replication is derived from another RNA transcript, the so-called pre-genomic RNA. This route
is inhibited by nucleotis(t)ides therapy. It is supposed that the Hepatitis B surface antigen level is a better
reflection of the amount of cccDNA in the liver compared to plasma hepatitis B virus DNA. Quantification of
HBsAg can be performed by serological assays on the Architect, Elecsys or LIAISON analysers. Literature
shows excellent agreement between the assays. The quantification of Hepatitis B surface antigen may be
clinically relevant in predicting hepatitis B virus reactivation in inactive carriers and prediction of response
during antiviral therapy with interferon-alfa or nucleos(t)ide analogues.

Inleiding Antigen’ (QHBsAg). Zowel bij de voorspelling van het
In de afgelopen jaren is er een toenemende belangstelling  natuurlijk beloop van hepatitis B, als ter evaluatie van
voor de kwantitatieve bepaling van ‘Hepatitis B Surface  de respons op behandeling kan deze bepaling binnen
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Figuur 1A. Dane particle - HBV virion 42-45 nm.

de diagnostiek van een chronische hepatitis B-infectie
worden gebruikt. In dit overzichtsartikel wordt ingegaan
op de achtergrond en de toepassingsmogelijkheden van
de QHBsAg-bepaling bij hepatitis B-virus monoinfectie
en hiv/HBV-coinfectie.

Het hepatitis B-virus

Het hepatitis B virus (HBV) behoort tot de Hepadna-
viridae. Het virus bestaat uit een envelop (bestaande uit
‘Hepatitis B Surface Antigen’ (HBsAg)) en een kern met
het core-antigeen en het HBV-DNA. Het HBV-DNA
is gedeeltelijk dubbelstrengs en heeft een lengte van
ongeveer 3200 nucleotiden."?

Het HBsAg is het oppervlakte-eiwit van het complete
HBV-virusdeeltje. HBsAg is ontdekt door Baruch Samuel
Blumberg in 1964-1965.>* De associatie met hepatitis
kwam pas eind jaren ‘60. Blumberg heeft in 1976 de
Nobelprijs voor de geneeskunde gekregen en tegen-
woordig wordt op de geboortedag van Blumberg, op
28 juli, de World Hepatitis Day gehouden. In het serum
van geinfecteerde personen is HBsAg detecteerbaar, dat
spontaan bolvormige of langwerpige partikels vormt.
Rijpe infectieuze bolvormige partikels bevatten HBV-
DNA en worden ‘Dane-particles’ genoemd (zie Figuur 1a);
slechts ongeveer 1/10.000 van de partikels bevatten het
HBV-DNA.

Figuur 1b toont schematisch de HBV-replicatie. Het
in de kern van de geinfecteerde hepatocyt aanwezige
‘covalently closed circular’ (ccc) DNA speelt een belang-
rijke rol bij virale persistentie. Het HBsAg wordt gemaakt
door translatie van RNA afkomstig van de transcriptie
van cccDNA>

De replicatie van het hepatitis B-genoom loopt via een
ander RNA-transcript, het zogenaamde ‘pregenomic
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RNA’, dat ook van het cccDNA afkomstig is. Het
HBV-polymerase heeft eveneens reverse-transcriptase
activiteit. Dit enzym zorgt zowel voor de DNA naar
RNA-transcriptie als de reverse transcriptie van prege-
nomic RNA naar HBV-DNA. Deze route staat los van
de vorming van het HBsAg. Antivirale middelen die
aangrijpen op de replicatie van het virus, zoals de poly-
meraseremmers tenofovir en entecavir, hebben dan ook
invloed op de HBV-DNA-waarde in plasma en geen
directe invloed op het cccDNA in de hepatocyten (zie
Figuur 1b).

Bij HBeAg-positieve patiénten correleert de HBsAg-
concentratie met de cccDNA-hoeveelheid en de hoogte
van het HBV-DNA.”" Bij HBeAg-negatieve patiénten
is de correlatie minder duidelijk, waarschijnlijk omdat
het HBV-DNA kan fluctueren en ondetecteerbaar kan
zijn, terwijl het QHBsAg stabieler is.*'

Huidige hepatitis B-diagnostiek

Screening op hepatitis B gebeurt met een kwalitatieve
assay voor het HBsAg, bij voorkeur in combinatie
met het anti-HBc. Aanwezigheid van het HBsAg, in
combinatie met een anti-HBc, betekent dat een infectie
aanwezig is. Een positieve anti-HBc, in afwezigheid
van HBsAg, duidt echter meestal op een infectie in
het verleden. Aanvullende serologische en moleculaire
diagnostiek dient om een indruk te verkrijgen van het
stadium van de infectie, de mate van virusreplicatie en
daarmee de besmettelijkheid. In combinatie met gege-
vens over de mate van leverfibrose geeft dit inzicht in de
ernst van de infectie en de noodzaak van behandeling.
Antilichamen tegen het HBeAg zijn aanwezig bij in-
actief dragerschap of bij HBeAg-negatieve chronische
hepatitis. Een hoog-positieve IgM anti-HBc is een sterke
aanwijzing voor een acute infectie met het HBV. Voor
de verdere diagnose en monitoring van patiénten met
chronische hepatitis B is er een kwantitatieve HBsAg-
bepaling beschikbaar. Moleculaire methoden die kunnen
worden uitgevoerd zijn de kwantitatieve HBV DNA-
bepaling, de HBV-genotypering en de resistentiebepaling,

Assays beschikbaar voor kwantificering
van het HBsAg

Er zijn momenteel drie assays beschikbaar voor de
kwantificering van het HBsAg. Deze assays zijn voor de
Architect (HBsAg QT, Abbott Laboratories), de Elecsys
(HBsAg IT Quant, Roche Diagnostics) en de LIAISON-
XL (Murex HBsAg Quant, DiaSorin, Saluggia).

De detectielimiet van de QHBsAg-bepalingen is 0,05
IU/mL. De maximale meetwaarde is athankelijk van de
gebruikte assay 130-250 IU/mL. Meetwaarden in sera
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Figuur 1B. HBV-replicatie.

van patiénten liggen vaak hoger waardoor automatische
en/of handmatige voorverdunning nodig zijn om in
het goede meetbereik terecht te komen.”®>'728 De cor-
relatie tussen deze assays is goed ([r]=0.97; p<0.001)
voor alle HBV-genotypes en in lamivudine-resistente
mutanten.'s?!
Anders dan voor een HBsAg-test die gebruike wordt
voor screening, is een zo laag mogelijke detectiegrens
minder belangrijk.

De waarde van de QHBsAg wordt uitgedrukt in
IU/mL en refereert naar de WHO-standaard (NIBSC
code 00/588; WHO Second International Standard
for HBsAg, subtype adw2, genotype A; IU/ml). Een
QHBsAg-bepaling heeft een goede reproduceerbaarheid
en kan uitgevoerd worden op de standaard serologie-
apparatuur. Dit laatste is een voordeel ten opzichte
van een kwantitatieve HBV-DNA bepaling waarvoor
moleculaire faciliteiten beschikbaar moeten zijn.

Natuurlijk beloop en kwantitatieve HBsAg
Gedurende een chronische HBV-infectie zijn er vier
immunologische fasen te onderscheiden: de immuun-
tolerante fase, de immuunactieve fase, de inactieve
HBsAg-dragerfase en de (intermitterende) reactivatie
fase. Op basis van de HBV-DNA, QHBsAg en ALAT
kan een onderscheid worden gemaakt zoals schematisch
weergegeven in Figuur 2 op pagina 97.
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De immuuntolerante fase wordt gekarakteriseerd door
een positief HBeAg, een hoog HBV-DNA (= 10¥
kopieén/ml), een hoog QHBsAg en een normaal ALAT.
Tijdens de immuunactieve fase vindt HBe-serocon-
versie plaats waarbij het HBeAg verdwijnt en anti-HBe
wordt gevormd. Tevens daalt de HBV-DNA en stijgt
het ALAT. De immuunactieve fase gaat over in de inac-
tieve dragerfase waarbij het HBeAg negatief blijft en
de HBV-DNA, het QHBsAg en het ALAT laag zijn.
Ten slotte kan gedurende de inactieve dragerfase inter-
mitterend een reactivatie plaatsvinden waarbij de
HBV-DNA en ALAT variéren. Hoewel het niet altijd
duidelijk is wanneer een reactivatie optreedt, zijn het
gebruik van immuunsuppressiva en chemotherapeutica
bekende factoren die een HBV-reactivatie kunnen
veroorzaken. De vorming van leverfibrose begint na de
immuuntolerante fase wanneer het ALAT stijgt.

Verschillende studies laten zien dat de meetwaarde
(in IU/mL) van de QHBsAg in HBeAg-positieve

patiénten hoger is dan HBeAg-negatieve patiénten.”?*2*
De QHBsAg is het hoogst tijdens de immuuntolerante
fase, variérend tussen 4,5 en 5 logl0 IU/mL, en het laagst
gedurende de HBsAg-dragerfase met waarden rond
3 logl0 IU/mL. Er wordt een verschil gezien tussen
Aziatische en Europese patiénten dat verklaard kan
worden door een verschil in natuurlijk beloop van de

chronische HBV-infectie, de route van HBV-transmissie,

vol 10 - nr. 4 - 2015 96



BVGI"ZIC" !sarllgelen

HBeAg
QHBsAg
HBV DNA N\
ALAT

immuuntolerant HBeAg-positieve

chronische hepatitis

Figuur 2. Fasen bij chronische hepatitis B.

inactieve HBeAg-negatieve
drager chronische
hepatitis

ﬁ

Bron: S.N. Wong, A.S.F. Lok. Treatment of Hepatitis B: Who, When, and How? Arch Intern Med. 2006;166(1).9-12. Aangepast

de distributie van genotype en snelheid van HBeAg-
seroconversie.”

Binnen de fase van inactief dragerschap is het van
belang om onderscheid te kunnen maken tussen degenen
die een lage kans hebben op progressie naar de reactivatie-
fase en degenen met een hoge kans op reactivatie. De
QHBsAg zou hier een uitkomst in kunnen bieden.
Waarden tot ca 2.000 IU/mL komen voor in patiénten
met inactieve hepatitis B.** Bij een chronisch actieve
hepatitis B liggen de waarden vaak hoger, tot boven
100.000 IU/mL. In Figuur 3 staat een overzicht van de
meest gevonden meetwaarden. Een recente Franse studie
toonde bij asymptomatische HBeAg-negatieve patiénten
met een persisterend normale ALAT dat een HBsAg-
waarde boven 1000 IU/mL in combinatie met een HBV-
DNA boven de 200 IU/mL een hoog risico op reactivatie
hebben (sensitiviteit 92%, negatief voorspellende waarde
96%).%* Kortom, de QHBsAg kan het determineren van
de fase van een chronische HBV-infectie ondersteunen
en kan bij HBeAg-negatieve patiénten bijdragen aan de
identificatie van patiénten met inactief dragerschap en
een goede prognose. Dit kan enerzijds gevolgen hebben
voor de frequentie van monitoring en anderzijds bij
indicatiestelling voor therapie.

Kwantitatieve HBsAg en therapie

In de huidige richtlijnen is een hoog HBV-DNA in
combinatie met verhoogde transaminasen (en/of gecom-
bineerd met een leverfibrose stadium >F2) een indicatie
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voor behandeling met antivirale therapie. Er is dan
een verhoogd risico op levercirrose/leverfalen en lever-
carcinoom.”**® Qok bij een laag HBV-DNA wordt
behandeling gestart bij verhoogde transaminasen en/of
aanwezigheid van leverfibrose.*® Onbehandelde patién-
ten dienen te worden vervolgd gezien het fluctuerende
beloop van de infectie en ziekteactiviteit en daarmee
een mogelijke toekomstige indicatie voor antivirale

therapie.”>*

Het doel van de therapie is verbetering van de kwaliteit
van leven en de overleving door ziekteprogressie te
voorkomen. Een meetbaar eindpunt van de therapie is
het bereiken van HBsAg-seroconversie (HBsAg negatief
en vorming anti-HBs). Dit eindpunt wordt slechts zelden
gehaald bij behandeling met nucleos(t)ide analogen.
Andere eindpunten voor de therapie zijn: behalen van
HBeAg-negativiteit, behalen van aanhoudende virale
respons (‘sustained viral response’, SVR; ondetecteerbaar
HBV-DNA), biochemische respons (normalisatie lever-
enzymen) en regressie van fibrose. Deze zijn alle geas-
socieerd met een verbetering in de leverhistologie.

Momenteel zijn er twee groepen geneesmiddelen gere-
gistreerd voor de behandeling van chronische HBV-
infectie, interferon-alfa (IFN-a) en de nucleos(t)ide ana-
logen (NUCs). Het voordeel van de IFN-a is dat het
een tijdelijke behandeling betreft van maximaal 48 weken
waarbij langdurige immunologische controle kan worden
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Figuur 3. Waardeverdeling HBsAg-spiegels.

nagestreefd met een redelijke kans op HBe-seroconversie
(tot 30%). IFN-o. therapie gaat echter gepaard met bij-
werkingen en is succesvol bij een selecte groep patiénten.
De andere optie, NUC-therapie waarvan tenofovir en
entecavir momenteel als eerste keus worden geadviseerd,
kunnen oraal worden toegediend en hebben weinig
bijwerkingen. NUC-therapie moet echter langdurig tot
levenslang worden gecontinueerd en heeft in vergelijking
tot IFN-a lagere HBsAg-seroconversie percentages.
IFN-a heeft naast een direct antiviraal effect ook een
immuunmodulerend effect, terwijl NUCs uitsluitend
gericht zijn op remmen van de replicatie van viraal DNA.
Waarschijnlijk is dit de oorzaak van de snellere en sterkere

daling van de QHBsAg bij de behandeling met IFN-a.

Bij pati¢nten die in aanmerking komen voor IFN-a
behandeling kan QHBsAg een rol spelen in het voor-
spellen van succes van de behandeling. Bij Aziatische
HBeAg-positieve patiénten met overwegend HBV-geno-
type B en C, die werden behandeld met IFN-o. was een
HBsAg <300 IU/mL in combinatie met een daling van
>1logl0 IU/ml na 24 weken behandeling geassocieerd
met het bereiken van een SVR.? In een Nederlandse
studie waarin patiénten met HBV-genotype A t/m D
zijn geincludeerd, bleek een HBsAg-waarde >20.000
IU/mL op week 24 of geen daling in de HBsAg-waarde
op week 24 na behandeling voorspellend te zijn voor
therapiefalen met een negatieve predictieve waarde
(NPV) van 94-100%.%° Hoewel er verschillen in SVR
zijn tussen HBV-genotypes, geldt voor alle genotypes
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dat een daling in het QHBsAg geassocieerd is met een
hogere kans op een SVR.>**" In de Europese richtlijn
van de ‘European Association for the Study of the Liver’
(EASL) wordt geadviseerd de therapie met IFN-a te
stoppen in HBeAg-positieve patiénten indien het HBsAg
na drie maanden behandeling nog >20.000 IU/ml is of
als er geen daling waargenomen is in het QHBsAg.”

Bij HBeAg-negatieve patiénten laten Europese studies
zien dat een HBsAg-daling van 20,5 log IU/mL op
week twaalf en een HBsAg <10 U/mL aan het eind van
therapie is geassocieerd met SVR en negatief worden van
het HBsAg.""'>"% In de Nederlandse behandelrichtlijn is
opgenomen dat het QHBsAg bij behandeling met IFN-a
patiénten kan identificeren met een zeer lage kans op
respons op therapie. Bij HBeAg-negatieve patiénten dient
overwogen te worden de therapie te stoppen indien na
twaalf weken geen daling in het QHBsAg en minder
dan 2log10 IU/ml daling van het HBV-DNA heeft plaats-
gevonden.” De Europese richtlijn beveelt eveneens aan
om bij HBeAg-negatieve patiénten de IFN-a therapie
te stoppen als er op maand drie géén daling in het
HBsAg is en géén 2logl0 IU/ml daling in het HBV-
DNA, vooral in genotype D.”

Bij patiénten met chronisch HBV en NUC-therapie
is alleen bij HBeAg-positieve patiénten een associatie
gevonden tussen QHBsAg en het succes van de behan-
deling.** In een groot internationaal gerandomiseerd
onderzoek waarbij tenofovir werd vergeleken met een
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Figuur 4. Verloop kwantitatieve HBsAg-waarde na drie jaar in hepatitis B-patiénten behandeld met entecavir of tenofovir en HBV/

hiv-coinfecties behandeld met tenofovir. Mediane waarde en range.

andere NUC, adefovir, hadden HBeAg-positieve patién-
ten die tijdens de behandeling op week 24 een daling
van meer dan 2logl0 IU/mL van het QHBsAg bereik-
ten een grotere kans op HBsAg-verlies na drie jaar
behandeling.’* Voor HBeAg-negatieve patiénten was de
HBsAg-waarde bij aanvang van de behandeling lager
en de daling minder uitgesproken.” In een studie naar
de kinetiek van QHBsAg bij de behandeling met ente-
cavir in HBeAg-positieve patiénten werd een sterkere
daling van het QHBsAg gezien in patiénten die HBeAg-
negatief werden tijdens de therapie en in patiénten met
HBV genotype A en D, in vergelijking met de genotypes
B en C.** Ook de uitgangswaarde van het QHBsAg was
echter hoger bij genotype A en D. Er was geen correlatie
in de kinetiek van het HBV-DNA en het QHBsAg. In
deze studie kon geen duidelijke toegevoegde waarde van
het QHBsAg vastgesteld worden.’* In de Nederlandse
en Europese richtlijnen zijn geen adviezen opgenomen

betreffende het QHBsAg tijdens NUC-therapie.

Vergelijking in kwantitatieve HBsAg tussen
HBV-monoinfectie en HBV/hiv-coinfectie
Een specificke groep patiénten die extra belangstelling
behoeven zijn de patiénten met een hiv/HBV-coinfectie
omdat een hiv-infectie een negatieve invloed kan heb-
ben op het beloop van de HBV-infectie waardoor eerder
levercomplicaties optreden. Enkele NUCs (lamivudine,
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tenofovir en emtricitabine) hebben zowel een antivirale
werking tegen hiv als tegen HBV. Tot nu toe is het
onduidelijk of de verandering in QHBsAg anders ver-
loopt in patiénten met HBV-monoinfectie ten opzichte
van patiénten met hiv/HBV-coinfectie bij het starten van
nucleos(t)ide analogen. Om deze vraag te beantwoorden
hebben wij retrospectief data van twee academische
centra verzameld van patiénten met HBV-monoinfectie
en patiénten met hiv/HBV-coinfecties. Patiénten werden
geincludeerd als ze tenminste twaalf maanden met ente-
cavir (groep A, n=20, 50% HBeAg-positief) of tenofovir
(groep B, n=15, 47% HBeAg-positief) werden behandeld.
Groep C (HIV/HBV-coinfectie, n=13, 69% HBeAg-
positief) werd met een tenofovir-bevattend regime
behandeld. De QHBsAg-waarde en HBV-DNA werd
voor aanvang van de behandeling bepaald en op twaalf
maanden. Patiénten uit groep B waren vaker voor-
behandeld met andere antivirale middelen ten opzichte
van groep A en C (53% versus 10% en 0%, p<0,01).
Daarnaast was de HBV-DNA waarde in groep B lager
ten opzichte van groep A en C (log mediaan 4,5 versus
6,6 en 8,3 IU/mL p<0,01). Na twaalf maanden therapie
was de HBsAg-waarde het sterkst gedaald en het laagst
in groep C, p=0.01 (zie Figuur 4). HBeAg-seroconversie
werd in geen van de patiénten in groep A bereikt, in
13% van de patiénten in groep B en in 8% van de
patiénten in groep C. HBeAg-positieve patiénten hadden
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Aanwijzingen voor de praktijk

Toepassingen voor kwantitatieve HBsAg-bepaling zijn:

1. Lage HBV-DNA en lage QHBsAg duiden op immuuncontrole (inactief dragerschap) en kunnen minder

frequent monitoren ondersteunen.

2. Onderscheid tussen laag- en hoog risico op reactivatie in de dragerfase.

3. QHBsAg-respons kan gebruikt worden voor het vroegtijdig stoppen van Peg-IFN behandeling bij zowel

HBeAg als HBeAg-negatieve patiénten.

4. Voor NUC-behandelde patiénten dient de waarde van QHBsAg nog nader bepaald te worden.

een snellere daling van het QHBsAg tijdens behandeling
ten opzichte van HBeAg-negatieve patiénten, terwijl
HBeAg-negatieve patiénten vaker een virologische res-
pons (HBV-DNA <200 IU/mL) lieten zien (63% versus
37%). Bij twee patiénten (15%) in groep C werd tijdens
de behandeling het HBsAg negatief terwijl geen van de
patiénten in groep A en B dit bereikte. Uit de resultaten
kon er worden geconstateerd dat hiv/HBV-coinfectie-
patiénten die behandeld waren met een tenofovir-
bevattend regime een snellere daling in HBsAg-waarde
hadden ten opzichte van patiénten met HBV-mono-
infecties die waren behandeld met entecavir of tenofovir.
De voorspellende waarde van een daling in de HBsAg-
waarde voor anti-HBe seroconversie en HBsAg-verlies in
hiv/HBV-coinfecties is ook geobserveerd door anderen.®

Conclusie

De bepaling van het QHBsAg kan een toegevoegde
waarde hebben in de diagnostiek bij het vaststellen van
de fase van de infectie, de kans op reactivatie bij inactief
dragerschap en als voorspeller van de resultaten van
behandeling. Vooralsnog zijn de adviezen voor het
gebruik van de QHBsAg bij monitoring van patiénten
tijdens IFN-o. medicatie het beste onderbouwd en
worden zowel in de Nederlandse als de Europese richt-
lijn stopregels geadviseerd bij onvoldoende daling in
het QHBsAg in de eerste drie maanden van de IFN-a
therapie. Stopregels per genotype zijn nog niet ontwik-
keld. Ook is het beloop van de QHBsAg en de betekenis
ervan, in combinatie met het HBV-DNA-beloop, bij
therapie met NUCs nog onduidelijk. Er zullen nog meer
klinische validaties moeten worden gedaan in verschil-
lende cohorten en bij verschillende genotypen en dat
kan in de toekomst leiden tot start- en stop-indicaties
voor verschillende therapieén in combinatie met andere
parameters.
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