
      
     

           
          

  

                 
               

 

             
             
             

          
           

           
   
          

               
          

             
            

              
            

        

         
      

 

        
        

        
       
      

       
        

      

      
       

     

       
        

        
         

              

                
              

             
                 

                



                        
                  

                  
    

         
        

       
      

       
         

       
        

    

      
        

     
        

   

      
       

         
        

      
       

         
      

      
      

        

      
        

     
        
        

    
       

       
    

       
      

           
        

       
         

        
         

       
      

       
      

    

     
      

      
      

       
     

       

      
      

        
       

      

       
        

        

       
         
         

      
      

        
        

        
       
   

      
         

       
      

         
      

          
       

      
        

 

   

    
        

      
       

           
         

        
          
     

      
       



                     

                  

                  
    

     
      

       
      

        
      

      

     
       

        
       

     
        

        
         

       
           

        
           

         
       

        
        

       
   

    
 

      
      

        
     

        
       

         
            

          
  

       
      

            
       

      
         

       
  

      
         

       
         

      
       

  

      
            

       
      
 

   
 

    
            

        
        

         
  

     
           

        
      

       

      

     
        

           
          
     

     
           

    

    
      

          
            

          
         

      
            

       
      



P I N H O . J . R. R . ; F O N S E C A , L . E . P . d a ; S O N G , Y u ; M I Y A M O T O , Y . ; C A R R I L H O , F . J . ; G R A N A T O , C . F . H . & 
S I L V A , L . C . d a —  C o m p a r i s o n o f s e r u m h e p a t i t i s B  v i r u s r e p l i c a t i o n m a r k e r s i n p a t i e n t s w i t h c h r o n i c h e p a t i t i s 
B ; s t u d i e s o n H B e A g A n t i H B e s y s t e m , v i r a l D N A p o l y m e r a s e a n d H B V - D N A . R e v . I n s t . M e d . t r o p . S . P a u l o , 
31(5 ) : 32 8 335 , 1989. 

t h e n s t o p p e d a d d i n g P r o n a s e 1  m g / m l , t h a t 
b r e a k s v i r a l c a p s i d . S a m p l e s wer e the n depose d 
on 2. 5 c m d i a m e t e r G F / C f i l ters a n d n o n incor -
po ra ted n u c l e o t i d e s wer e r e m o v e d b y thre e w a -
s h i n g s i n 5 % t r i c l o roace t i c a c i d , 5 0 m M S o d i u m 
P i r o p h o s p h a t e . A f te r d r y i n g , f i l ter s wer e c o u n -
ted i n s c i n t i l l a t i o n s o l u t i o n i n a  be ta -coun te r . 
S a m p l e s wer e c o n s i d e r e d p o s i t i v e w h e n ther e 
is a  s i g n i f i c a n t d i f ferenc e be twee n th e 2  tubes , 
c o m p a r e d t o n e g a t i v e con t ro l s . 
D E T E C T I O N O F H B e A g A N D A N T I H B e w a s 
per fo rmed w i t h A b b o t t d i a g n o s t i c K i t s . 

S A M P L E S —  3 8 H B s Ag p o s i t i v e s e r u m s a m 
p ies f ro m c h r o n i c h e p a t i t i s B  p a t i e n t s wer e a s 
s a y e d b y th e 3  m e t h o ds d e s c r i b e d above . 

R E S U L T S 

C o m p a r a t i v e resu l t s be twee n th e thre e s a m 
p ies p r e p a r a t i o n p r o c e d u r e s ar e s h o w n i n f igur e 
1. I n t e rm s o f de tec t i o n o f pu r i f i e d c l o n e d H B V 
D N A , a l l th e t e c h n i q u e s c o u l d de tec t a s l i t t l e 
as 10 0 p g o f D N A d i l u t e d a s d e s c r i b e d above . 
N o h y b r i d i z a t i o n s i g n a l w a s de tec te d w i t h th e 
n e g a t i v e con t ro l se ra . W h e n c o m p a r i n g th e de -
tec t ion o f ou r s t a n d a r d s e r u m s a m p l e d i l u t i o n s , 
t e c h n i q u e s A  a n d B  g a v e s i g n a l s t i l l th e 1/1 6 
d i l u t i on , b u t t e c h n i q u e C  s h o w n n o s i g n a l , eve n 
w i t h th e ha l f -d i l u te d s a m p l e . 

O p e r a t i o n a l l y th e m o s t s i m p l e t e c h n i q u e i s 
b y fa r t e c h n i q u e A  t ha t need s no s e p a r a t e d treat -

m e n t o f i n d i v i d u a l s e r u m s a m p l e s a n d a l l ow s 
a r a p i d a n d ef f ic ien t f i l t ra t io n o f s a m p l e s . T e c h 
n i q u e B , bes ide s a  l onge r ope ra t i o n t ime , e l i c i t s 
i n s o m e s a m p l e s the a p p e a r a n c e of p ro te in c lo t s 
t h a t b l o c k to ta l f i l t ra t ion o f s a m p l e s in c o m m e r 
c i a l m a n i f o l d s y s t e m s . C o n s i d e r i ng these resu l t s , 
the o the r h y b r i d i z a t i o n s wer e pe r fo rme d a c c o r 
d i n g t o t e c h n i q u e A , L o n g e r a u t o r a d i o g r a p h i c 
e x p o s u r e s ( 7 d a y s) a l lo w th e de tec t i o n o f a s l i t t le 
as 1 0 p g o f pu r i f i e d D N A , a s s h o w n i n f igur e 2 , 
w i t h o u t c o m p r o m i s i n g spec i f i c i t y . 

T h e resu l t s o f th e a n a l y s i s of 3 8 s e r u m s a m 
p ies b y th e fou r s e r o l o g i c m e t h o d s d e s c r i b e d 
a b o v e , are s h o wn i n tab l e 1 . H i b r i d i z a t i on s i g n a l s 
w i t h v a r i e d i n t e n s i t y ove r a  c lea r b a c k g r o u n d 
f rom s o m e o f thes e s a m p l es were s h o w n i n f igur e 
3 e v e n w i t h s o m e s p i l l a g e a n d n o r o u n d s p o t 
c a u s e d b y th e m a n i f o l d a p p a r a t u s a v a i l a b l e . 

T A B L E 

D N A D N A D N A D N A 

a n d + - - a n d T o t a l 

P o l . P o l . P o l . P o l . 

+ - + -

I H B e A g + 17 3 1 5 26 

A n t i H B e - 6 5 . 5 ^ 11.5'r 3.9"r 1 9 . 7 ^ 
I I H B e A g + 0 0 0 1 1 

A n t i H B e + 
I I I H B e A g - 0 0 1 8 9 

A n t i H B e + l i . i <; < 88.9 f ' f 

I V H B e A g - 0 0 0 2 2 

A n t i H B e 
T o t a l 17 3 2 16 38 

C o m p a r a t i v e r e s u l t s of h y b r i d i z a t i o n ( D N A ) a nd D N A p o l y m e 
r a s e ( P O L . ) a s s a y s i n 4 d i f fe rent g r o u p s a c c o r d i n g to H B e A g a n 
ti H B e s t a t u s . 

D I S C U S S I O N 

D e v e l o p m e n t o f m o l e c u l a r b i o l o g y a l l owe d 
the s t a n d a r d i z a t i o n o f ve ry spec i f i c a nd sens i t i v e 
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m e t h o d s d r i v e n t o th e d i rec t de tec t i o n o f c o m 
p lete H B V pa r t i c l e s c o m p o n e n t s , s u c h a s D N A 
p o l y m e r a s e a n d v i r a l D N A . I n i t i a l l y r es t ra i ne d 
to r esea rc h l abo ra to r i es , thes e t e c h n i q u e s h a v e 
been s o s imp l i f i ed tha t , n o w a d a y s , the de tec t io n 
of H B V D N A a n d D N A p o l y m e r a s e ar e c o n s i -
dered essen t i a l d i a g n o s t i c tool s fo r d e t e r m i n i n g 
the rep l i ca t i o n s t a t u s o f c h r o n i c h e p a t i t i s B  p a 
t ien ts , n e c e s s a r y fo r i n d i c a t i o n , fo l low-u p a n d 
p r o g n o s i s o f a n t i v i r a l o r co r t i cos te ro i d s t he r a 
py 6 -

S i n c e i t s f i rs t a p p l i c a t i o n i n th e b e g i n n i n g 
of th i s d e c a d e , m a n y g r o u p s p r o p o s e d s e v e r a l 
d i f ferent p r o c e d u r e s fo r s e r u m H B V D N A detec -
t i o n . R e c e n t l y , W A L T E R e t a l . . 1 9 8 7 ' 9 a n d 
Z E L D I S e t a l . , 1986 ; < 1 c o m p a r e d s o m e di f feren t 
t e c h n i q u e s , a n d e a c h p r o p o s e d on e d i f f e ren t 
t e c h n i q u e a s th e b e s t one . W e c o m p a r e d th e 
S c o t t o ' s t e c h n i q u e p r o p o s e d b y Z E L D I S e t a l . 
a n d Wa l te r ' s t e c n i q u e w i t h ou r ro t in e t e c h n i q u e , 
w h i c h i s a  m o d i f i c a t i o n o f L i e b e r m a n n ' s t e c h n i 
que. W e go t d i s a p p o i n t i n g resu l t s w i t h Wa l te r ' s 
t e c h n i q u e , a n d , c o m p a r a b l e resu l t s u s i n g S c o t -
to 's p rocedu res . 

I n ou r h a n d s , p r e v i o u s d e n a t u r a t i o n o f s e 
r u m s a m p l e s c o u l d e l i c i t a p p e a r a n c e o f p ro te i n 
c lo ts t ha t wi l l b l o c k f i l t ra t io n i n c o m m e r c i a l m a -
n i fo ld a p p a r a t u s . O t h e r g r o u p u s i n g th i s t echn i -
que u t i l i s e a  sel f p l a n n e d e q u i p m e n t w i t h l a rge r 
we l ls , t ha t w i l l no t b e b l o c k e d b y thes e c l o t s 2 6 . 
M o s t o f th e g r o u p s p r o p o s i n g d i rec t s p o t t i n g o f 

s e r u m s a m p l e s do no t pe r fo r m v a c u u m f i l t ra t io n 
to c o n c e n t r a t e t h e m , a s th e p o r u s d i a m e t e r o f 
n i t r oce l l u l ose m e m b r a n e s (22 0 o r 45 0 n m ) i s la r 
ger t h a n th e d i a m e t e r o f D a n e p a r t i c l e (4 2 n m ) , 
a n d s o m e v i r u s ar e no t re ta ine d o n n i t r oce l l u -
lose . W A L T E R e t a l . , 1987 2 9 h a v e eve n s h o w e d 
pos i t i ve h y b r i d i z a t i o n s i g n a l s i n fou r ove r l oade d 
m e m b r a n e s s u b m i t t e d t o v a c u u m f i l t ra t ion . H o 
wever , thes e g r o u p s h a d t o w o r k w i t h s m a l l e r 
q u a n t i t i e s o f s e r um ( 5 t h a n u s (25 jd ), b e c a u se 
s a m p l e s d i f fus e r a p i d l y t h r o u g h n i t r oce l l u l os e ( 5 
ft\ s a m p l e d i rec t l y spo t te d c o r r e s p o n d s t o a b o u t 
1 c m d i a m e t e r spo t ) . S o , even w i t h th e los t o f 
s o m e v i r u s t h r o u g h n i t r oce l l u l os e m e m b r a n e po -
rus , w e c a n a s s a y a  q u a n t i t y o f s e r u m 5-fol d h i 
ghe r t h a n s i m p l e d i rec t s p o t t i n g , a l l o w i n g g re a 
ter sens i t i v i t y . U n l i k e o the r g r o u p s 2 6 2 9 , w e d i d 
no t iden t i f y a n y s e r u m i nh i b i t o r o f D N A b i n d i n g 
to n i t roce l l u lose , a s our s e n s i t i v i t y w a s i n c r e a s ed 
w h e n pe r f o rm in g d i rec t s p o t t i n g . Z E L D I S e t a l . , 
1986 3 1 s u g g e s t t ha t th e 5 ' b i n d i n g p ro te i n c o u l d 
w o r k a s a b r i d ge t o th e m e m b r a n e . P e r h a p s in te 
r a c t i o n s be twee n v i r a l e n v e l o p e a n d cor e pro -
te ins w i t h th e n i t roce l l u lose , i n v o l v i n g o r no t p o 
l y m e r i s e d s e r u m a l b u m i n , e n h a n ce the re ten t io n 
of v i r a l pa r t i c l es . 

O t h e r m e t h o d p r o p o s e d t o H B V r e p l i c a t i o n 
m o n i t o r i n g i s th e de tec t i o n o f s e r u m v i r a l D N A 
p o l y m e r a s e a c t i v i t y . L I N e t a l . , 1984 1 9 deve lope d 
a s imp l i f i e d t e c h n i q u e , s l i g h t l y mod i f i e d b y us . 
T o ou r k n o w l e d g e , L i n ' s m e t h o d w a s neve r c o m -
p a r e d w i t h H B V - D N A de tec t i on . T h i s a s s a y h a s 
s h o w n a  g o o d c o r r e l a t i o n w i t h h y b r i d i z a t i o n 
(33/38 86 .8% ) a n d H B e A g p o s i t i v i t y (2 9 4 0 
72.5%). W e foun d 3  se r a H B V - D N A p o s i t i v e an d 
D N A p o l y m e r a s e n e g a t i v e , a n d 2  o the r w i t h i n 
ve rse p a r a m e t e r s . T h e fo rme r wer e a l l H B e A g 
pos i t i ve a n d th e la t te r wer e on e H B e A g p o s i t i v e 
a n d on e an t i H B e pos i t i ve . T h i s l a s t s e r u m w a s 
a lso an t i de l t a pos i t i ve , a n d , i t m i g h t rep resen t 
a fa ls e p o s i t i v e fo r D N A p o l y m e r a s e . A n o t h e r 
p o s s i b i l i t y i s t ha t th e v i r u s d e l t a in ter fere s w i t h 
the resu l t s o f t h i s a s s a y . S t u d i e s i n v o l v i ng m o r e 
an t i -de l ta p o s i t i v e c a s e s w i l l b e pe r f o rmed t o en -
l a rge ou r k n o w l e d g e abou t th is . 

I n c o n c l u s i o n , a s s a y i n g v i r a l D N A p o l y m e 
rase u s i n g th e t e c h n i q u e d e v e l o p e d b y L I N e t 
a l . i s a  g o o d m a r k e r fo r H B V r e p l i c a t i o n , a l 
t h o u g h fa ls e p o s i t i v e s a m p l e s c o u l d ra re l y a p 
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pear . C o m p a r i n g t o h y b r i d i z a t i o n , i t h a s th e a d -
v a n t a g e o f i n v o l v i n g t r i t i u m l abe l l e d nuc leo t i 
des , t ha t ar e les s h a z a r d o u s , eas ie r t o h a n d l e , 
a n d h a v e l onge r ha l f l i fe . C a r e f u l s t o rag e o f se r a 
is ve r y i m p o r t a n t b e c a u s e th e e n z y m e i s ve r y 
l a b i l e 1 3 . We ar e now t r y i n g to s i m p l i f y th e p r e c i p i 
t a t i on a n d w a s h i n g s teps , o p t i m i z e pos i t i ve /ne -
ga t i ve ra t i o a n d rep rodu t i b i l i t y , w h i c h i s a  c o m -
m o n p r o b l e m i n v o l v i n g e n z y m a t i c r eac t i ons . 

F o r th e f i rs t t im e i n ou r coun t r y , th e c o m p a 
r i son be twee n H B e A g a n t i - H B e s y s t e m a n d mo -
l ecu la r b i o l o g i c a l r e p l i c a t i o n m a r k e r s i n c h r o n i c 
hepa t i t i s B  p a t i e n t s w a s pe r fo rmed . T h i s i s ve r y 
i m p o r t a n t du e t o h i g h g e o g r a p h i c v a r i a b i l i t y o f 
th i s co r re la t i on . O u r r esu l t s s h o w t ha t a m o n g 
H B e A g p o s i t i v e / a n t i - H B e n e g a t i v e p a t i e n t s , 
19.2% d o no t s h o w othe r s e r u m rep l i ca t i o n m a r 
ke r a n d 80.8 % s h o w on e o f t h e m a t l eas t . O n 
the othe r h a n d , 1  9  an ti H B e p o s i t i ve p a t i e n t h a d 
de tec tab le D N A p o l y m e r a s e bu t n o H B V D N A . 
T h i s s a m p l e w a s a l r e a d y d i s c u s s e d above. N o n e 
of ou r a n t i H B e p o s i t i v e s a m p l e s h o w n H B V 
D N A . 

T h e s e resu l t s ar e i n t e r m e d i a t e t o thos e f ro m 
o ther g r o u p s , whe r e H B V r e p l i c a t i o n m a r k e r s 
were f oun d i n m o s t (6 7 -  100 % ) H B e A g pos i t i v e 
s a m p l e s a n d i n fe w t o mor e t h a n ha l f a n t i - H B e 
pos i t i ve s a m p l e s . M a ny r e a s o n s m ay e x p l a i n ou r 
resu l t s . F i r s t , we s t u d i e d c h r o n i c h e p a t i t i s B  p a -
t ien ts , s o m e o f t h e m e v o l v i n g b y s p o n t a n e o u s 
or i n d u c e d H B e A g / a n t i H B e s e r o c o n v e r s i o n , 
t ha t c o u l d e x p l a i n th e H B e A g p o s i t i v e / D N A ne -
g a t i v e se ra . S e c o n d , s o m e p a t i e n t s i n a d v a n c e d 
s t a g e s o f d i seas e c o u ld m a i n t a i n t h i s s e r o l o g i c a l 
p a t t e r n 6 1 1 . T h i r d , S ã o P a u l o i s a  r e g i o n wer e 
the H B V p r e v a l e n ce i s a b o ut 2 % 5 , c o r r e s p o n d i n g 
to m e d i u m e n d e m i c i t y r e g i o n , w i t h a  p a u c i t y 
of s t ud ie s t h r o u g h th e wo r l d a t th i s po in t . T h i s 
c o u l d e x p l a i n th e i n t e r m e d i a t e c h a r a c t e r i s t i c o f 
our p o p u l a t i o n , w i t h m o r e H B e A g D N A n e g a 
t i ve p a t i e n t s t h a n N o r t h e r n E u r o p e a n d U S A , 
a n d w i t h fewe r an t i H B e / D N A p o s i t i v e p a t i e n t s 
t h a n foun d i n h i g h l y e n d e m i c a reas . S t u d i e s w i th 
la rger p o p u l a t i o n s , f ro m di f feren t e thn i c a n d r e 
g i o n a l o r i g i ns w i l l be pe r fo rmed i n a  l a rger s t u d y . 

A n y w a y , thes e d a t a c l e a r l y d e m o n s t r a t e s o 
m e d i s a g r e e m e n t b e t w e e n H B e A g a n d H B V 
D N A o r D N A p o l y m e r a s e de tec t i o n i n c h r o n i c 
hepa t i t i s B  p a t i e n t s a n d re in forc e th e n e c e s s i t y 

of m o n i t o r i n g t h e m i n th e fol lo w u p o f thes e p a 
t ien ts . C o m p a r i s o n be twee n so ro log i c m a r k e r s 
a n d d e t e c t i o n o f t i s s u a l v i r a l a n t i g e n s a n d i n 
s i t u h y b r i d i z a t i o n 2 5 ar e u n d e r i n v e s t i g a t i o n i n 
our l abo ra to r i es . 

R E S U M O 

C o m p a r a ç ã o do s m a r c a d o r e s s o r o l ó g i c o s d a re¬ 
p l i c a ç ã o d o v í r u s d a h e p a t i t e B : es tudo s sob r e 
o s i s t e ma A g H B e / a n t i - H B e, D N A p o l i m e r a s e v i -

r a l e  H B V - D N A . 

A de tecçã o d o g e n o m a d o H B V n o sor o po r 
h i b r i d i z a ç ã o m o l e c u l a r é  o  m a i s s e n s í v e l e espe ¬ 
c í f i co m a r c a d o r d a r e p l i c a ç ã o e  i n f e c t i v i d a de d o 
H B V , s e n d o s u a u t i l i z a ç ão p r o p o s t a c o m o técn i -
c a ro t i ne i r a n o a c o m p a n h a m e n t o d e d o e n ç a s re¬ 
l a c i o n a d a s a  est e v í r u s . C o m p a r a n do d i ferente s 
t é c n i c a s d e s c r i t a s an te r i o rmen te , e s c o l h e m o s a 
d e p o s i ç ã o d i r e t a d a s a m o s t r a s s é r i c a s sobr e a 
m e m b r a n a d e n i t r oce lu l os e so b f i l t raçã o a  v á -
cuo , s e g u i da de b a n h os d e s n a t u r a n t es e  n e u t r a l i¬ 
s a n t e s c o m o m a i s p r á t i ca e  s i m p l e s, c om s e n s i b i -
l i d a d e e q u i v a l e n t e . 

O ensa i o d a D N A p o l i m e r a s e u s a n d o á c i d o 
f o s f o n o f ó r m i c o c o m o i n i b i d o r v i r a l e s p e c í f i c o 
m o s t r o u 86.8 % d e c o n c o r d â n c i a c o m a  de tecçã o 
d i re ta d o D N A v i r a l , sendo , po r tan to, u m a a l te r 
n a t i v a v i á v e l n o a c o m p a n h a m e n t o d e p a c i e n t e s 
c o m hepa t i t e c r ô n i c a B . 

E n c o n t r a m o s 19,2 % d a s a m o s t r a s A g H B e 
p o s i t i v o s s e m ou t ro s m a r c a d o r e s d e r e p l i c a ç ã o 
v i r a l . P o r ou t r o l a d o , n e n h u m a a m o s t r a a n t i -
H B e pos i t i v a tev e H B V D N A detec táve l . D iscor -

d â n c i a ent r e es te s do is s i s t e m a s foi e x t e n s a m e n -
te d e s c r i t a , e c o n f i r m a m os p e l a p r i m e i ra ve z este 
fa to e m p a c i e n t e s c o m hepa t i t e c r ô n i c a B  e m 
nosso p a í s . T é c n i c a s d e b i o l o g i a m o l e c u l a r são , 
po r t an to , f u n d a m e n t a i s n a d e t e r m i n a ç ã o d a re¬ 
p l i c a ç ã o v i r a l e m c a d a p a c i e n t e . 

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

We ar e g ra te fu l t o D o c t o r s J o s é C a r l o s d a 
C o s t a M a i a a n d M a r i a H e l e n a J u l i a n i fo r th e al -
p h a —  3 2 P  d A T P , a n d t o D o c t o r s F r a n c i s G a l i ¬ 
ber t a n d C h r i s t i a n T r e p o fo r th e p l a s m i d c o n t a i 
n i n g th e c l o n e d H B V g e n o m e , t o w h o m w e ar e 
deep ly i n d e b t e d . 
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A B R E V I A T I O N S 

H B V —  H e p a t i t i s B  V i r u s 
1 x  S S C —  0.1 5 M  N a C l , 0.01 5 M  S o d i u m C i -

t rate 
1 x D e n h a r d t —  0.02 % F i c o l l , 0.02 % P o l i v y n i l p i r ¬ 
ro l id ine , 0.02 % B S A 

B S A —  B o v i n e so r in e a l b u m i n . 
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