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POTENTIAL INFECTIVITY OF BLOOD FROM HBsAg ASYMPTOMATIC CARRIERS DUE TO THE 
PRESENCE OF HBV-DNA AND COMPARISON WITH OTHER MARKERS OF HBV INFECTION 
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S U M M A R Y 

S e r u m s a m p l e s f r o m 3 5 6 H B s A g p o s i t i v e a s y m p t o m a t i c c a r r i e r s , w h i c h w e r e 

t i t r a t e d b y r e v e r s e p a s s i v e h e m a g g l u t i n a t i o n , w e r e a n a l y s e d f o r t h e p r e s e n c e o f 

H B V - D N A , H B s A g a n d I g M a n t i - H B c . T h e s a m p l e s w e r e d i v i d e d i n t h r e e c l a s s e s , 

a c c o r d i n g t o t h e t i t e r s o f H B s A g a n d I g M a n t i - H B c a n d t h e d i s t r i b u t i o n o f H B V - D N A 

a n d H B s A g a m o n g t h e s e c l a s s e s w a s s t u d i e d . I n t h e h i g h t i t e r c l a s s o f H B s A g , 

6 5 % o f s a m p l e s h a v e o n e o r b o t h m a r k e r s a g a i n s t o n l y 1 9 % i n t h e l o w t i t e r c l a s s . 

F r o m t h e t o t a l o f 356 s a m p l e s , 121 g a v e p o s i t i v e r e s u l t s f o r I g M a n t i - H B c ( 3 3 . 9 % ) . 

F r o m t h e s e , 3 8 . 9 % o f H B V - D N A a n d 4 7 . 9 % o f H B e A g w e r e o b s e r v e d , w h e r e a s i n 

s a m p l e s w i t h a b s e n c e o f I g M a n t i - H B c , 1 8 . 3 % a n d 1 6 . 6 % w e r e r e s p e c t i v e l y f o u n d . 

A h i g h e r f r e q u e n c y o f a g r e e m e n t b e t w e e n a l l t h e s e m a r k e r s w a s f o u n d i n t h e 

c l a s s o f h i g h t i t e r s o f H B s A g ; h o w e v e r , H B V - D N A w a s d e t e c t e d i n t h e l o w t i t e r 

c l a s s o f H B s A g a n d l i t t l e o r n o I g M a n t i - H B c , s h o w i n g p o t e n t i a l b l o o d i n f e c t i v i t y 

e v e n i n H B s A g p o s i t i v e b o r d e r l i n e s a m p l e s . 

K E Y W O R D S : H B V - D N A ; H B s A g ; I g M a n t i - H B c A s y m p t o m a t i c c a r r i e r s . 

I N T R O D U C T I O N 

T h e H e p a t i t i s B v i r u s ( H B V ) i s o n e o f t h e 

v i r u s e s t h a t c a u s e h e p a t i t i s i n m a n , a n d t h e c l i n i ­

c a l p i c t u r e i s e x t r e m e l y v a r i a b l e , c a u s i n g a c u t e 

a n d c h r o n i c f o r m s w i t h d i f f e r e n t p r o g n o s i s a n d 

d e g r e e s o f s e v e r i t y , i n c l u d i n g c i r r h o s i s a n d a 

s t r o n g e p i d e m i o l o g i c a l a n d b i o c h e m i c a l e v i d e n ­

c e f o r a s s o c i a t i o n w i t h h e p a t o c e l l u l a r c a r c i n o ­

m a . 

T h e i n f e c t i o n i s e n d e m i c i n m a n y p a r t s o f 

t h e w o r l d a n d i n o u r c o u n t r y i t p o s e s a s i g n i f i ­

c a n t p r o b l e m , w i t h h i g h f r e q u e n c i e s o f t h e i n f e c ­

t i o n b e i n g f o u n d i n s o m e a r e a s 2 1 2 2 9 , m a i n l y 

i n W e s t A m a z o n w h e r e i t s p r e s e n c e i s o f t e n a s s o ­

c i a t e d t o t h e D e l t a v i r u s 3 1 3 . 

T h e d i a g n o s i s o f H B V i n f e c t i o n i s u s u a l l y 

a c h i e v e d b y a s s a y o f t h e H B V s u r f a c e a n t i g e n 

( H B s A g ) b u t t h i s m a r k e r d o e s n o t i n d i c a t e t h e 

p r e s e n c e o f i n f e c t i o u s p a r t i c l e s i n t h e b l o o d . I n 

i n d i v i d u a l s , i n f e c t e d w i t h H B V , H B s A g i s f o u n d 

p r e d o m i n a n t l y i n t h e f o r m o f 22 n m n o n - i n f e c ­

t i o u s p a r t i c l e s a n d a l s o a s p a r t o f s u r f a c e a n t i g e n 

p r e s e n t i n c o m p l e t e H B V p a r t i c l e s 8 . T h e s e c o m -

(1) D e p a r t a m e n t o de V i r o l o g i a , F u n d a ç ã o O s w a l d o C r u z , R i o de J a n e i r o , B r a z i l . 

(2) B i o - M a n g u i n h o s , F u n d a ç ã o O s w a l d o C r u z , R i o de J a n e i r o , B r a z i l . 

A d d r e s s f o r c o r r e s p o n d e n c e : D r a . M. V a l e r i a T e d e s c h i , F u n d a ç ã o O s w a l d o C r u z , D e p a r t a m e n t o de V i r o l o g i a , A v . B r a s i l 4365. 
C E P 21040 R i o de J a n e i r o , R J , B r a z i l . 



p l e t e p a r t i c l e s a l s o h a v e a n i n n e r c o r e w h i c h c o n ­

t a i n s t h e H e p a t i t i s B c o r e a n t i g e n ( H B c A g ) a n d 

H B e A g i n a c r y p t i c f o r m 1 2 4 , 3 1 . T h e p r e s e n c e o f 

H B e A g i n t h e s e r u m a s a s o l u b l e p r o t e i n i s a s s o ­

c i a t e d w i t h t h e p r o d u c t i o n o f c o m p l e t e v i r i o n 2 5 , 

a n d i s t h e r e f o r e u t i l i z e d a s a m a r k e r o f i n f e c ­

t i v i t y . 

I n s i d e t h e c o r e , a d o u b l e - s t r a n d e d c i r c u l a r 

D N A a n d a v i r u s s p e c i f i c D N A p o l y m e r a s e c a n 

b e f o u n d 1 5 ' 1 6 - 2 0 . 

D i f f e r e n t t e c h n i q u e s a r e a v a i l a b l e f o r t h e d e ­

t e c t i o n o f c o m p l e t e v i r u s b u t t h e y a r e e i t h e r o f 

l o w s e n s i t i v i t y , l i k e e l e c t r o n m i c r o s c o p y , H B c A g 

d e t e c t i o n a n d D N A p o l y m e r a s e a s s a y o r i n d i r e c t 

l i k e t h e d e t e c t i o n o f H B e A g . 

R e c e n t l y , t h e u s e o f m o l e c u l a r h y b r i d i z a t i o n 

a n a l y s i s a l l o w e d t h e s e r o l o g i c a l d e t e c t i o n o f 

H B V - D N A b y n u c l e i c a c i d h y b r i d i z a t i o n , p r o v i ­

d i n g a d i r e c t a n d h i g h l y s e n s i t i v e m a r k e r o f v i r a l 

r e p l i c a t i o n 4 ' 5 ' 6 2 8 . 

I n t h i s w o r k , w e s o u g h t t o e s t a b l i s h t h e p o ­

t e n t i a l i n f e c t i v i t y o f H B s A g p o s i t i v e s e r a f r o m 

a s y m p t o m a t i c c a r r i e r s a s d e t e r m i n e d b y t h e p r e ­

s e n c e o f H B V - D N A . T h e c o r r e l a t i o n o f H B e A g , 

I g M a n t i - H B c a n d H B s A g l e v e l s w i t h H B V - D N A 

p o s i t i v i t y w a s s t u d i e d . 

M A T E R I A L S A N D M E T H O D S 

H B s A g p o s i t i v e s e r u m s a m p l e s f r o m 3 5 6 

b l o o d d o n o r s o f d i f f e r e n t b l o o d b a n k s f r o m R i o 

d e J a n e i r o w e r e a n a l y s e d . 

D e t e c t i o n o f s e r o l o g i c a l H B V m a r k e r s 

H B s A g d e t e c t i o n — T h e s e s a m p l e s w e r e 

c o n f i r m e d b y E l i s a — F I O C R U Z 7 a n d t i t r a t e d 

b y R - P H A ( B i o - M a n g u i n h o s — F I O C R U Z ) 3 0 . 

H B e A g d e t e c t i o n — H B s A g p o s i t i v e s a m ­

p l e s w e r e t e s t e d f o r t h e p r e s e n c e o f H B e A g u s i n g 

E l i s a K i t s f r o m O r g a n o n a s w e l l a s r e a g e n t s p r o ­

d u c e d a n d s t a n d a r d i z e d i n o u r l a b o r a t o r y 1 9 . 

I g M a n t i - H B c d e t e c t i o n — A l l s a m p l e s w e r e 

t e s t e d w i t h r e a g e n t s s t a n d a r d i z e d i n t h e C e n t e r s 

f o r D i s e a s e s C o n t r o l , A t l a n t a , U S A , u s i n g H B c A g 

o b t a i n e d f r o m c l o n e d E . c o l i B r i e f l y , 125 fil o f 

g o a t a n t i - h u m a n I g M ( / x - c h a i n s p e c i f i c , S i g m a ) , 

d i l u t e d i n 50 m M c a r b o n a t e b u f f e r p H 9.6 w e r e 

c o a t e d i n p o l y s t i r e n e m i c r o p l a t e s . A f t e r o v e r 

n i g h t i n c u b a t i o n , t h e p l a t e s w e r e w a s h e d 4 t i m e s 

i n B S A ( 0 . 5 % ) i n P B S , a n d 100 o f d i l u t e d s a m ­

p l e s (2 x 1 0 3 i n N H S - P B S ) w e r e i n c u b a t e d f o r 

l h / 3 7 C . T h e p l a t e s w e r e w a s h e d a g a i n , 100 fú 

o f p u r i f i e d H B c A g (50 n g / m l ) d i l u t e d i n 1% N H S / 

P B S w a s a d d e d a n d t h e r e a c t i o n w a s i n c u b a t e d 

f o r 1 h o u r a t 37 C . A f t e r w a s h i n g t h e p l a t e s , 100 

fjá o f r a b b i t a n t i - H B c c o n j u g a t e d t o p e r o x i d a s e 

d i l u t e d i n 10%) N H S / 1 0 % N R S / P B S w e r e a d d e d 

a n d i n c u b a t i o n p r o c e e d e d f o r l h / 3 7 C . A f t e r w a ­

s h i n g , 100 fú o f s u b s t r a t e (1.2 m l o f l O X s u b s t r a t e 

b u f f e r + 10.8 m l d i s t i l l e d w a t e r a n d 0 .25 m l o f 

5 m g T M B / m l D M S O ) w e r e a d d e d a n d a f t e r 30 

m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e , t h e r e a c t i o n w a s 

s t o p p e d w i t h 100 /x l o f 4 N S u l f u r i c A c i d . ( T h e 

c o m p o n e n t s o f 1 0 X s u b s t r a t e b u f f e r a r e S o d i u m 

A c e t a t e 34 .0 g , C i t r i c A c i d 0 .73 g , i n 2 5 0 m l o f 

d i s t i l l e d w a t e r a n d 0.3 m l H 2 0 2 3 0 % ) . T h e r e a c ­

t i o n i s r e a d a t 4 5 0 n m . T h e c u t - o f f v a l u e i s c a l c u ­

l a t e d u s i n g t h e m e a n n e g a t i v e c o n t r o l + 0.1 

m e a n p o s i t i v e c o n t r o l . N e g a t i v e c o n t r o l s a r e c o ­

l o u r l e s s ( e x t i n c t i o n a r o u n d 0 . 0 5 ) a n d p o s i t i v e 

c o n t r o l s g i v e a c o l o u r t h a t i s c l e a r l y d i s c e r n i b l e 

f r o m t h e n e g a t i v e c o n t r o l . 

P r e p a r a t i o n o f s a m p l e s a n d m o l e c u l a r h y b r i ­

d i z a t i o n 

T h e s e r u m s a m p l e s w e r e t r e a t e d a s d e s c r i ­

b e d b y S C O T T O e t a l . 2 3 . T o 50 o f s a m p l e , t h e 

s a m e v o l u m e o f 2 M N a C l w a s a d d e d p l u s t w o 

v o l u m e s o f 1 M N a O H . F o l l o w i n g a 10 m i n u t e s 

i n c u b a t i o n a t r o o m t e m p e r a t u r e , t h e s a m p l e s 

w e r e s p o t t e d b y f i l t r a t i o n t h r o u g h a B R L H y b r i -

d o t o n t o n i t r o c e l l u l o s e f i l t e r s p r e w e t w i t h 6 X 

S S C ( I X S S C : 0 .015 M N a c i t r a t e , 0 .15 M N a C l , 

p H 7 .0 ) . N e u t r a l i z a t i o n w a s c a r r i e d o u t b y a d d i ­

t i o n o f 2 0 0 jx l o f 0.5 M T r i s p H 7.4, 3 M N a C l , e v e r y 

f i v e s a m p l e s . T h e p o s i t i v e a n d n e g a t i v e c o n t r o l s 

a d d e d t o t h e f i l t e r s w e r e t r e a t e d i n t h e s a m e 

w a y . 

T h e f i l t e r s w e r e p r e h y b r i d i z e d f o r l h i n a h y ­

b r i d i z a t i o n m i x c o n t a i n i n g 5 0 % d e i o n i z e d f o r m a -

m i d e , 5 X D e n h a r d t s o l u t i o n , 5 0 m M s o d i u m 

p h o s p a t e b u f f e r p H 7 .5 , 5 X S S C a n d 100 /mg/ml 

d e n a t u r e d s a l m o n s p e r m D N A , a n d t h e n t h e r a -

d i o a c t i v e l y l a b e l l e d p r o b e w a s a d d e d t o t h e h y ­

b r i d i z a t i o n s o l u t i o n a t a c o n c e n t r a t i o n o f 1-2 x 

1 0 6 c p m / m l . H y b r i d i z a t i o n w a s c a r r i e d o u t a t 



3 7 ° C f o r 15 -18 h s , f o l l o w e d b y t w o 20 m i n u t e s 

w a s h e s i n 2 X S S C , 0 . 1 % S D S a t 6 5 ° C a n d t w o 

20 m i n u t e s w a s h e s i n 0 . 1 X S S C , 0 . 1 % S D S a t 

6 5 ° C . t h e f i l t e r s w e r e e x p o s e d t o S a k u r a X - r a y 

f i l m s f o r 24 h s . 

T h e p r o b e u s e d i n t h i s w o r k w a s t h e p l a s m i d 

p C P I O w h i c h w a s a g i f t f r o m D r . P i e r r e T i o l l a i s 

f r o m t h e I n s t i t u t P a s t e u r . T h i s p l a s m i d c o n s i s t s 

o f t h e v e c t o r p B R 3 2 2 , c o n t a i n i n g t w o c o p i e s 

o f t h e H B V g e n o m e . I n s o m e e x p e r i m e n t s t h e 

w h o l e p l a s m i d w a s u s e d a s a p r o b e , w h e r e a s i n 

o t h e r s t h e H B V - D N A w a s p u r i f i e d b y e l e c t r o e -

l u t i o n f r o m a g a r o s e g e l s . T h e p r o b e w a s l a b e l l e d 

b y n i c k t r a n s l a t i o n 2 2 w i t h 3 2 P t o a s p e c i f i c a c t i ­

v i t y o f 1-2 x 1 0 7 c p m / / i , g o f D N A . T h e 3 2 P - a l p h a -

d A T P w a s s u p p l i e d b y D r . J o s é C a r l o s M a i a , 

f r o m t h e U n i v e r s i t y o f S ã o P a u l o . 

R E S U L T S 

T h e d i s t r i b u t i o n o f 356 s a m p l e s w a s a n a l y ­

s e d a c c o r d i n g t o t h e h e m a g g l u t i n a t i o n t i t e r s o f 

H B s A g . T h e t i t e r s v a r i e d f r o m 1/16 t o g r e a t e r 

t h a n 1 /4096 , o f w h i c h 2 8 . 4 % w e r e h i g h t i t e r e d , 

w i t h R - P H A t i t e r g r e a t e r t h a n 1 /2048 . 

T h e r e s u l t s o f t h e h y b r i d i z a t i o n t e s t s w e r e 

e v a l u a t e d b y t w o i n d e p e n d e n t o b s e r v e r s a n d 

d o u b t f u l c a s e s w e r e r e p e a t e d . 94 o u t o f 356 s e r u m 

s a m p l e s w e r e p o s i t i v e w h e n h y b r i d i z e d t o 

p C P I O , a s e x e m p l i f i e d i n F i g u r e 1. A s i t h a s b e e n 

r e p o r t e d t h a t f a l s e p o s i t i v e c a s e s m a y a r i s e , p o s ­

s i b l y a s a r e s u l t o f b a c t e r i a l c o n t a m i n a t i o n d u ­

r i n g s t o r a g e 1 0 , a l l p o s i t i v e s a m p l e s w e r e h y b r i ­

d i z e d t o p B R 3 2 2 , t h e v e c t o r i n w h i c h t h e H B V -

D N A w a s c l o n e d . I n d e e d , o u t o f 9 4 , t e n s a m p l e s 

w e r e f o u n d t o h y b r i d i z e a l s o t o p B R 3 2 2 a n d w e r e 

t h e r e f o r e h y b r i d i z e d t o t h e p u r i f i e d H B V - D N A 

i n s e r t . T o a s c e r t a i n t h e p u r i t y o f t h e i n s e r t , 

p B R 3 2 2 D N A w a s a l s o s p o t t e d o n t o t h e f i l t e r , 

g i v i n g a n e g a t i v e r e s u l t . F i v e o f t h e t e n p B R 3 2 2 

p o s i t i v e s a m p l e s w e r e s h o w n t o b e p o s i t i v e a l s o 

f o r t h e c l o n e d H B V - D N A , b e i n g t h e r e f o r e i n c l u ­

d e d a m o n g t h e H B V p o s i t i v e s a m p l e s , w h i c h w e ­

r e a t o t a l o f 90 . 

T h e s e r o l o g i c a l m a r k e r s H B V - D N A , H B e A g 

a n d I g M a n t i - H B c d e t e c t e d i n t h e p r e s e n t s a m ­

p l e s w e r e c o r r e l a t e d w i t h t h e c o n c e n t r a t i o n o f 

H B s A g , s e m i - q u a n t i t a t i v e l y r e p r e s e n t e d b y t h e 

R - P H A t i t e r , d i v i d e d i n t h r e e g r o u p s : 106 s a m ­

p l e s w i t h l o w t i t e r ( u n d e r 1 /128) , 149 s a m p l e s w i t h 

i n t e r m e d i a t e t i t e r s ( 1 / 2 5 6 t o 1 /1024) a n d 101 s a m ­

p l e s w i t h h i g h t t i t e r s ( o v e r 1 /2048) . T h e p e r c e n 

t a g e o f H B V - D N A , H B e A g a n d I g M a n t i - H B c i n 

c r e a s e s a s t h e c o n c e n t r a t i o n o f H B s A g i n c r e a s e s 

( T a b l e I ) . 

T A B L E 1 

C o r r e l a t i o n b e t w e e n H B V s e r o l o g i c a l m a r k e r s a n d h e m a g g l u t i 

n a t i o n t i ter of H B s A g . 

R P H A * n u m b e r H B V - D N A H B e A g I g M 
t i te r of s a m p l e s (c/r) (c/c ) a n t i - H B c (CA ) 

u n d e r 1/128 106 14 (12.3) 10 ( 9.4) 28 (26.4) 

1/256 to 1/1024 149 18 (12.1) 21 (14.1) 52 (34.9) 

ove r 1/2048 101 58 (57.4) 66 (65.3) 41 (40.6) 

T o t a l 356 90 (25.0) 97 (27.2) 121 (33.9) 

* R - P H A = r e v e r s e p a s s i v e h e m a g g l u t i n a t i o n 



A c l e a r r e s u l t c a n b e o b s e r v e d w h e n t h e p e r ­

c e n t a g e o f H B V - D N A a n d / o r H B e A g m a r k e r s i s 

c o r r e l a t e d w i t h t h e t i t e r o f H B s A g . I n h i g h t i t e r 

s a m p l e s 6 5 % h a v e o n e o r b o t h o f t h e s e m a r k e r s 

a g a i n s t o n l y 1 9 % i n l o w t i t e r s a m p l e s ( F i g u r e 

2 ) . 

HBsAg 

R-PHA *UNDER 1/128 
LOW TITER 
N= 106 

HBsAg 

R-PHA 1/256 
INTERMEDIATE 
N= 149 

TO 1/1024 
T I T E R 

HBsAg 

R-PHA OVER 
HIGH TITER 

101 

1/1024 

ED HBV-DNA 
£3 HBeAg 

* R - P H A REVERSE PASSIVE HEMAGGLUTINATION T ITER OF HBsAg 
F i g . 2 — P e r c e n t a g e of H B V D N A a n d or H B e A g m a r k e r s of H B V i n f e c t i o n i n r e l a t i o n to H B s A g h e m a g g l u t i n a t i o n t i ter . 

T A B L E 2 
C o r r e l a t i o n of a n t i H B c I g M a n t i b o d i e s w i t h H B V D N A a n d 

H B e A g s e r o l o g i c a l m a r k e r s of H B V i n f e c t i o n . 

I g M a n t i H B c n u m b e r of 
s a m p l e s 

H B V D N A (c'< ) H B e A g {<'() 

N E G 235 43 (18.3) 39 (16.6) 
P / N < 10 90 34 (37.7) 39 (59.2) 
P N 11 50 27 10 (37.1) 16 (59.2) 
P / N > 50 4 3 (75.0) 3 (75.0) 

356 90 (25.2) 97 (27.2) 

P N : O D s a m p l e / O D n e g a t i v e i n E l i s a . 

T a b l e 2 s h o w s t h e c o r r e l a t i o n o f I g M a n t i -

H B c a n t i b o d i e s w i t h H B V - D N A a n d H B e A g . 

F r o m t h e t o t a l o f 3 5 6 s a m p l e s , 121 g a v e p o s i t i v e 

r e s u l t s f o r I g M a n t i - H B c ( 3 3 . 9 % ) . I n s a m p l e s w i t h 

P / N l e s s t h a n 10 ( w e a k l y p o s i t i v e ) a n d b e t w e e n 

11-50 , a p p r o x i m a t e l y t h e s a m e p r e s e n c e o f H B V -

D N A a n d H B e A g w a s s e e n ( 3 7 % a n d 5 9 % r e s p e c ­

t i v e l y ) . I t i s i m p o r t a n t t o n o t i c e t h a t i n s a m p l e s 

w i t h o u t I g M a n t i - H B c m a r k e r , 1 8 . 3 % o f H B V -

D N A a n d 1 6 . 6 % o f H B e A g w e r e o b s e r v e d , s h o ­

w i n g t h a t e x c e p t f o r s t r o n g l y p o s i t i v e s a m p l e s , 

t h e p r e s e n c e o f I g M a n t i - H B c s e e m s t o b e i n d e ­

p e n d e n t o f t h e p r e s e n c e o f e i t h e r H B V - D N A o r 

H B e A g b l o o d i n f e c t i v i t y m a r k e r s i n a s y m p t o ­

m a t i c c a r r i e r s . 

D I S C U S S I O N 

L e s s s e n s i t i v e m e t h o d s f o r t h e d e t e c t i o n o f 

H B s A g , l i k e h e m a g g l u t i n a t i o n , a r e a u s e f u l t o o l 

t o m e a s u r e t h e l e v e l o f a n t i g e n p r e s e n t i n b l o o d 

s p e c i m e n s . I n s e r a o f a s y m p t o m a t i c c a r r i e r s o f 

H B s A g , s c r e e n e d f r o m b l o o d d o n o r s , a w i d e v a 

r i a t i o n o f t i t e r s w a s f o u n d . I t w a s e x p e c t e d t h a t 

i n s p e c i m e n s w i t h a h i g h c o n c e n t r a t i o n o f H B s A g , 

o t h e r m a r k e r s o f v i r a l r e p l i c a t i o n , s p e c i f i c a l l y 

H B V p a r t i c l e s , w o u l d a l s o b e p r e s e n t . 

T h e d e t e c t i o n o f I g M a n t i - H B c a n t i b o d i e s 

w a s a l s o c a r r i e d o u t t o c o m p a r e H B V - D N A a n d 

H B e A g m a r k e r s o f i n f e c t i v i t y , o n c e i t c o u l d b e 

a s s o c i a t e d w i t h v i r a l r e p l i c a t i o n . 

I n d e e d , o b s e r v i n g F i g u r e 2 , i t c a n b e s e e n 

t h a t t h e p r e s e n c e o f e i t h e r H B e A g a n d H B V 



D N A i n c r e a s e s i n t h e g r o u p w i t h h i g h e r t i t e r s 

o f H B s A g . I n t h i s g r o u p ( o v e r 1 /1024 ) t h e r e i s 

a v e r y h i g h a s s o c i a t i o n o f H B V - D N A a n d 

H B e A g , s i m i l a r t o l e v e l s d e s c r i b e d i n t h e l i t e r a 

t u r e . I n t h i s c l a s s , 9 6 % o f H B V - D N A p o s i t i v e s e r a 

a r e a l s o p o s i t i v e f o r H B e A g , w h e r e a s a m o n g t h e 

t o t a l n u m b e r o f H B e A g p o s i t i v e c a s e s , o n l y 81 % 

s h o w e d a p o s i t i v e s i g n a l f o r H B V - D N A . T h i s i s 

i n a g r e e m e n t w i t h t h e f i n d i n g s o f o t h e r a u t h o r s 1 8 

2 3 , 2 7 a n d m i g h t b e e x p l a i n e d , a c c o r d i n g t o T A -

K A H A S H I e t a l . 2 6 , b y t h e a s s o c i a t i o n o f H B e A g 

w i t h i m m u n o g l o b u l i n G c a u s i n g a l o w e r c l e a ­

r a n c e r a t e . 

T h i s c o r r e l a t i o n i s m u c h d e c r e a s e d a m o n g 

t h e i n t e r m e d i a t e t i t e r s o f H B s A g , a l t h o u g h t h e 

t e n d e n c y f o r h i g h e r p r o p o r t i o n s o f H B V - D N A n e -

g a t i v e / H B e A g p o s i t i v e i n d i v i d u a l s i s m a i n t a i ­

n e d . A m o n g t h e l o w a n d i n t e r m e d i a t e t i t e r s o f 

I g M a n t i - H B c ( T a b l e 2 ) , t h e p e r c e n t a g e o f i n d i v i ­

d u a l s c a r r y i n g H B e A g i s a l s o c o n s i s t e n t l y h i g h e r 

t h a n t h a t o f H B V - D N A p o s i t i v e c a s e s . H o w e v e r , 

t h i s i s n o l o n g e r t r u e f o r t h e g r o u p o f i n d i v i d u a l s 

w i t h v e r y l o w t i t e r o f H B s A g ( F i g . 1) , w h e r e a 

r e l a t i v e l y h i g h n u m b e r o f c a s e s , 1 1 % , w a s f o u n d 

w h i c h w e r e p o s i t i v e f o r H B V - D N A w h i l e n e g a ­

t i v e f o r H B e A g a n d y e t s o m e o f t h e m s h o w e d 

a v e r y s t r o n g h y b r i d i z a t i o n s i g n a l . T h i s o b s e r v a ­

t i o n r e i n f o r c e s t h e c u r r e n t i d e a t h a t H B e A g i s 

n o t a v e r y g o o d m a r k e r o f H B V r e p l i c a t i o n 1 8 . R e ­

g a r d i n g I g M a n t i - H B c , o n l y t h r e e o u t o f t h e s e 

11 s e r a w e r e p o s i t i v e f o r t h i s m a r k e r a n d t h e y 

w e r e o n l y w e a k l y p o s i t i v e . T h e s a m e t r e n d i s 

a g a i n o b s e r v e d i n t h e g r o u p o f i n d i v i d u a l s n e g a ­

t i v e f o r I g M a n t i - H B c : a l t h o u g h f o r a s l i g h t m a r ­

g i n , c a r r i e r s o f H B V - D N A a r e m o r e f r e q u e n t t h a n 

H B e A g p o s i t i v e o n e s . T h e e x p l a n a t i o n f o r t h i s 

k i n d o f s i t u a t i o n i s n o t k n o w n . J u d g i n g f r o m t h e 

m a r k e r s w e h a v e , i t w o u l d a p p e a r t h a t t h e r e i s 

a c o n s i d e r a b l e l e v e l o f v i r a l g e n o m e r e p l i c a t i o n , 

c o e x i s t i n g w i t h a l o w e x p r e s s i o n o f v i r a l a n t i ­

g e n s . I t w o u l d b e i n t e r e s t i n g t o h a v e a l s o t h e 

H B c A g s t a t u s o f t h e s e s a m p l e s . 

I g M a n t i - H B c w a s d e t e c t e d i n 3 3 . 9 % o f t h e 

s a m p l e s b u t o n l y 2 5 . 6 % o f t h e m r e p r e s e n t a c o n ­

s i d e r a b l e t i t e r o f a n t i b o d i e s . T h e g r e a t m a j o r i t y 

s h o w e d a l o w t i t e r , w i t h P / N l e s s t h a n 10. R O G 

G E N D O R F e t a l . 2 1 f o u n d t h e s a m e p r e v a l e n c e 

i n h e a l t h y c a r r i e r s , w h i l e o t h e r a u t h o r s r e p o r t e d 

m u c h h i g h e r n u m b e r s , s u c h a s 7 5 % , 8 1 % a n d 

8 2 9 c 1 1 1 4 1 7 . T h i s a p p a r e n t d i s c r e p a n c y m i g h t b e 

d u e t o a h i g h e r c u t - o f f v a l u e e m p l o y e d b y u s , 

s i n c e i n s p e c t i o n o f t h e a b o v e m e n t i o n e d p a p e r s 

s h o w s t h a t a g r e a t p r o p o r t i o n o f t h e r e p o r t e d 

t i t e r i s l o w , i f c o m p a r e d t o t h o s e f o u n d i n a c u t e 

o r c h r o n i c h e p a t i t i s . 

T h i s p r o f i l e o f I g M a n t i - H B c i s c o m m o n l y 

f o u n d i n b l o o d d o n o r s , w h o a r e r o u t i n e l y s c r e e n 

e d f o r c l i n i c a l l y i n a p p a r e n t H B V i n f e c t i o n , b y 

t h e p r e s e n c e o f H B s A g . U s u a l l y , i n t h e s e c a s e s , 

t h e p r e s e n c e o f I g M a n t i - H B c i s m o r e l i k e l y to 

r e p r e s e n t a r e s i d u a l m a r k e r f r o m a n e a r l i e r i n f e c 

t i o n t h a n a n a c t u a l m a r k e r o f r e p l i c a t i o n , a s i t 

c a n b e f o u n d i n a c u t e c a s e s , w h e r e i t i s o f t e n 

o b s e r v e d i n v e r y h i g h t i t e r . I t i s a l s o w o r t h n o t i ­

c i n g t h a t i n t h e s e l a t t e r c a s e s , t h e t i t e r o f I g M 

a n t i - H B c i s l i k e l y t o d e c r e a s e s h a r p l y , w h i l e i t 

h a s b e e n d e m o n s t r a t e d t h a t i n c h r o n i c c a s e s m o ­

d e r a t e t i t e r s a r e f o u n d , w h i c h d e c r e a s e s l o w l y 

a n d p e r s i s t f o r a v e r y l o n g t i m e 9 1 4 . I n o u r s a m ­

p l e s , h i g h p o s i t i v i t y f o r I g M a n t i - H B c w a s f o u n d 

i n o n l y 4 o u t o f 121 c a s e s ( 1 3 . 3 % ) a n d 3 o f t h e m 

w e r e a l s o p o s i t i v e f o r H B V - D N A a n d H B e A g , i n 

d i c a t i n g a s i t u a t i o n s i m i l a r t o a n e a r l y s t a g e o f 

H B V i n f e c t i o n . T h u s , i t a p p e a r s t h a t w h e n t h i s 

a n t i b o d y i s f o u n d i n v e r y h i g h t i t e r s ( i n t h i s w o r k , 

t h e c l a s s r e p r e s e n t e d b y P / N > 5 0 ) , i t m i g h t b e 

r e g a r d e d a s a n i n d i c a t o r o f v i r a l r e p l i c a t i o n . H o 

w e v e r , i n g r o u p s w h i c h s h o w i n t e r m e d i a t e o r l o w 

p o s i t i v i t y f o r I g M a n t i - H B c , t h e f r e q u e n c y o f t h e 

o t h e r m a r k e r s a s s o c i a t e d t i ) H B V r e p l i c a t i o n 

i s m o d e r a t e a n d v e r y s i m i l a r . T h i s i n d i c a t e s t h a t 

i n t h e m a j o r i t y o f b l o o d d o n o r s , w h e r e I g M a n t i 

H B c i s p r e s e n t i n m e d i u m t o l o w t i t e r s , i t c a n n o t 

b e a s s o c i a t e d t o v i r a l r e p l i c a t i o n a n d s h o u l d b e 

c o n s i d e r e d j u s t a n e v i d e n c e o f a p a s t i n f e c t i o n . 

R e g a r d i n g o u r d a t a a s a w h o l e , i t c a n b e 

s e e n t h a t t h e r e a r e m a n y c a s e s i n w h i c h H B V 

D N A i s p r e s e n t , e v e n i n g r o u p s w i t h v e r y l o w 

l e v e l s o f H B s A g a n d l i t t l e o r n o I g M a n t i - H B c , 

s h o w i n g t h a t b o r d e l i n e p o s i t i v i t y f o r H B s A g c a n 

m e a n p o t e n t i a l b l o o d i n f e c t i v i t y . T h e r e f o r e , 

w h e n e v e r p o s s i b l e , i t i s b e t t e r t o s c r e e n b l o o d 

d o n o r s f o r m a r k e r s o f H e p a t i t i s B b y a m o r e s e n 

s i t i v i t y a s s a y , l i k e E L I S A , w h i c h i n t h e c a s e o f 

H B s A g h a s t h e a b i l i t y t o d e t e c t u p t o 5 - 1 0 n a n o 

g r a m s o f a n t i g e n 7 . 

R E S U M O 

P o t e n c i a l d e i n f e c t i v i d a d e e m s a n g u e d e p o r t a ­

d o r e s a s s i n t o m á t i c o s d e H B s A g c a r a c t e r i z a d o 

p e l a p r e s e n ç a d e H B V - D N A e c o m p a r a ç ã o c o m 

o u t r o s m a r c a d o r e s d a H e p a t i t e B . 



E m 356 s o r o s H B s A g p o s i t i v o s d e p o r t a d o r e s 

a s s i n t o m á t i c o s , t i t u l a d o s p o r h e m a g l u t i n a ç ã o 

p a s s i v a r e v e r s a , f o i a n a l i s a d a a p r e s e n ç a d e 

H B V - D N A , H B e A g e I g M a n t i - H B c , d a s e g u i n t e 

f o r m a : a s a m o s t r a s f o r a m d i v i d i d a s e m t r ê s 

c l a s s e s d e a c o r d o c o m o t í t u l o d e H B s A g e I g M 

a n t i - H B c e f o i v e r i f i c a d a a d i s t r i b u i ç ã o d e H B V -

D N A e H B s A g n e s t a s c l a s s e s . 

E m a m o s t r a s c o m t í t u l o s e l e v a d o s d e H B s A g , 

6 5 % d a s a m o s t r a s t i v e r a m u m o u a m b o s o s 

m a r c a d o r e s H B V - D N A e H B s A g e a s m e s m a s 

f o r a m e n c o n t r a d a s e m a p e n a s 1 9 % d a s a m o s t r a s 

c o m b a i x o t í t u l o d e H B s A g . D o t o t a l d e 3 5 6 

a m o s t r a s , 121 f o r a m p o s i t i v a s p a r a I g M a n t i -

H B c ( 3 3 . 9 % ) . D e s t a s , 3 8 . 9 % d e H B V - D N A e 4 7 . 9 % 

d e H B e A g f o r a m o b s e r v a d a s , a o p a s s o q u e e m 

a m o s t r a s c o m a u s ê n c i a d e I g M a n t i - H B c , 1 8 . 3 % 

e 1 6 . 6 % f o r a m r e s p e c t i v a m e n t e e n c o n t r a d o s . 

A c o n c o r d â n c i a e n t r e o s t r ê s m a r c a d o r e s f o i 

e n c o n t r a d a e m . a m o s t r a s c o m a l t o t í t u l o d e 

H B s A g , e n t r e t a n t o H B V - D N A f o i t a m b é m d e ­

t e c t a d o e m g r u p o d e b a i x o t í t u l o d e H B s A g n a 

a u s ê n c i a d e I g M a n t i - H B c o u e m n í v e i s b a i x o s , 

m o s t r a n d o o p o t e n c i a l d e i n f e c t i v i d a d e m e s m o 

e m a m o s t r a s d e H B s A g c o m v a l o r e s p r ó x i m o s 

a o l i m i t e d a p o s i t i v i d a d e . 

A C K N O W L E D G E M E N T S 

T h e a u t h o r s g r a t e f u l l y a c k n o w l e d g e M e s s i a s 

d a S i l v a , L u i z A n t o n i o C . M e r c a d a n t e a n d S e r g i o 

d a S i l v a e M o u t a J r . f o r t e c h n i c a l a s s i s t a n c e . 

C l a u d i a F . P a d i l l a w a s a t r a i n e e i n o u r D e p a r t ­

m e n t w i t h a f e l l o w s h i p f r o m C N P q . 

P a r t o f t h i s w o r k w a s s u p p o r t e d b y C N P q , 

g r a n t n u m b e r 4 0 . 0 0 8 1 . 8 9 . 0 . 
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