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RESUMO

O estudo da diversidade genômica e do perfil molecular dos genes pré-S e S em 
isolados do VHB foi realizado com a utilização de técnicas da PCR (Polymerase 
Chain reaction) e seqüenciamento de DNA. Para genotipagem e análises 
filogenéticas utilizamos 40 amostras do norte e nordeste do Brasil, selecionadas 
aleatoriamente de pacientes portadores do VHB: 28 pacientes positivos para o 
AgHBe, na fase aguda da infecção e provenientes de Salvador-BA; 12 pacientes 
positivos para o AgHBs, na fase crônica da infecção e provenientes de Rio Branco- 
AC. O DNA do VHB foi detectado por Nested-PCR utilizando-se primers específicos 
para as regiões pré-S e S. Os produtos amplificados foram seqüenciados e suas 
seqüências foram analisadas utilizando os programas Phred/phrap e ABI Prism 
SEQSCAPE (Applied Biosystems). O alinhamento foi realizado pelo programa 
ClustalX (v.1.83) e análises filogenéticas foram realizadas pelos programas MegaS e 
PAUP. Das 40 amostras oriundas da região norte e nordeste do Brasil, 57,5% 
(23/40) foram detectáveis por PCR e seqüenciadas. Das amostras provenientes do 
norte do Brasil verificamos uma diversidade genotipica; com a identificação dos 
genótipos A (55,6%), D (22,2%) e F (22,2%). Foi demonstrado, também, que na 
região nordeste, na qual temos poucos estudos dos aspectos genômicos do VHB, a 
presença do genótipo A (85,7%) e F (14,3%). No estudo destas amostras foram 
encontrados os seguintes sítios de mutações na região S do vírus: P49R, S61L, I86T 
e L109P, estando esta última na segunda alça imunodominante da proteína S (small 
protein) do envelope viral. Foram identificadas, também, mutações na região pré-S: 
G02E, Y129H, A79L, e a mutação S85P no elemento regulatório da região 
promotora do gene S (AgHBs); A mudança do nucleotídeo ocorreu sempre na 
primeira ou segunda posição do códon, reforçando a hipótese de seleção positiva. 
Estes resultados corroboram com estudos de mutações nas regiões pré-S/S do VHB 
e evidenciam a necessidade de se estabelecer uma vigilância molecular com o 
intuito de identificar a prevalência de mutações nas diversas regiões brasileiras, 
buscando relacioná-las aos genótipos circulantes diferentes formas de evolução da 
doença e impacto da vacina. A detecção de mutantes do AgHBs pode, ainda, ser 
extremamente útil para testes diagnósticos do VHB em doadores de sangue e 
órgãos.



The study of genomic diversity of the Hepatitis B Virus (HBV) and the molecular 
profile of the genes pre-S and S was done with PCR techniques (Polymerase Chain 
Reaction) and DNA sequencing, in isolated individual carriers of the virus. For 
phylogenetic analyses and genotyping, we used samples from the North and 
Northeast of Brazil, randomly selecting 40 sera samples from carriers of HBV; 28 
positive HBeAg, patients with acute infection, from Salvador-BA and 12 positive 
HBsAg, in chronic phase, from Rio Branco-AC. The HBV-DNA was detected by 
Nested-PCR using specific primers for the pre-S and S regions. The amplified 
products were sequenced, and were analyzed with the program Phred/phrap and the 
ABI Prism SEQSCAPE Software versão 2,1 (Applied Biosystems). Alignment was 
performed by ClustalX (v.1.83) program and phylogenetic analysis was done with the 
programs Mega3 and PAUP. From the 40 samples from the Northeast and 
Northeastern regions of Brazil, 57, 5% (23/40) were detectable by PCR and were 
sequenced. From the samples from the North of Brazil, we found some genotypic 
diversity, and identifiied the genotypes A (55, 6%), D (22, 2%) and F (22, 2%). We 
also show that in the Northeastern region, where there are few studies about the 
genomic aspects of HBV, that we have both genotypes A (85, 7%) and F (14, 3%). In 
these populations we found the following sites of mutations on the S region of the 
virus; P49R, S61L, I86T and L109P. The final mutation site above is the last one on 
the second immune-dominant loop of the viral envelope protein. Mutations were also 
identified on the pre-S region; G02E, Y129H, A79L, and S85P on the region provider 
of the gene S (HBsAg). All nucleotideos changes had occurred in to first and second 
codon position, reinforcing the positive selection pressure hypothesis. These findings 
corroborate with mutations studies about HBV pre-S/S regions and highlight the need 
for surveillance programs to address questions as such prevalence of mutations 
related to specific genotypes, clinical outcome and vaccine impact in same Brazilians 
regions. The detection of HBsAg could be a useful tool for HBV screening tests in 
blood donors and organ donors

ABSTRACT



A infecção pelo vírus da hepatite B (VHB) constitue um significante problema 

de saúde pública mundial, visto que, aproximadamente, 2 bilhões de pessoas em 

todo 0 mundo já foram infectadas e 350 milhões desenvolveram infecção crônica 

(WHO, 2004). Há consideráveis variações entre os isolados virais e grande 

diversidade dos genótipos e sorotipos circulantes (NORDER et al., 1992) e estes 

fatores só contribuem para o agravamento deste problema. A utilização da 

transcrição reversa para replicação virai do VHB, utilizando o RNA intermediário, 

propicia a emergência dessas mutações, que algumas vezes conferem vantagens 

ao vírus, permitindo a permanência de cêpas mutantes. Outros fatores como a 

resposta imune do hospedeiro, o uso de drogas antivirais e vacinação podem 

promover mutações que influenciarão na resposta terapêutica, progressão da 

doença, nos testes de detecção, na resposta imune, celular e humoral ou induzida 

por vacinação (TORRE & NAOUMOV, 1998; FRANÇOIS et al., 2001). Em 

consequência, as variações nas manifestações clínicas da infecção pelo VHB 

podem estar associadas tanto a fatores externos, fatores do hospedeiro, quanto à 

mutações no genôma virai.

A presença de uma população heterogênia no Brasil com características 

multiraciais e a variedade dos genótipos do VHB circulantes aponta inúmeras 

variáveis, tais como a presença de cepas mutantes que influenciam na evolução da 

doença hepática. Dados epidemioiógicos disponíveis demonstram diferentes níveis 

de endemicidade, que varia de baixa prevalência do AgHBs menor que 2% na região 

sul; média endemicidade (prevalência do AgHBs entre 2% e 7%) no sudoeste, 

nordeste e centro-oeste; e alta endemicidade (prevalência do AgHBs >7%) na região

I. INTRODUÇÃO



Amazônica e nos estados do Espírito Santo e oeste de Santa Catarina (FUNASA, 

2002). Mas, poucos dados sobre a caracterização genotipica do vírus estão 

disponíveis em todas as regiões do Brasil, especialmente no norte e nordeste. 

Informações sobre a diversidade genética do VHB são de grande valor para se 

determinar fatores de risco associados a disseminação do vírus e auxiliar na adoção 

de medidas de prevenção e terapêutica.

A utilização de técnicas de biologia molecular tem demonstrado qua há vírus 

mutantes com potencial replicativo alto, capazes de escapar do reconhecimento 

imunológico ou resistentes a drogas antivirais (TORRE & NAOUMOV, 1998), muitas 

destas mutações são associadas à infecção crônica e, finalmente, à pacientes com 

HCC (Carcinoma Hepatoceiuiar) (TAI et al., 2002). A região pré-S/S do genoma 

codifica os três antígenos virais de superfície: uma proteína “S” de 24-KD (conhecida 

por AgHBs ou Small protein) e muito abundante; uma proteína “M” (pré-S2 ou 

middle); e uma proteína “L” (pré-S1 ou large), onde encontramos os principais 

epítopos de superfície, incluindo o determinante “a” determinante antigênico para a 

vacina. Desde que o AgHBs é codificado pelo gene S e as bases moleculares para 

heterogeneidade sorológica são definidas por ele, é possível determinar os sorotipos 

pelo seqüenciamento desta região (NORDER et al., 1992). Além do mais, a 

genotipagem do VHB pelo seqüenciamento de parte da região S mostra-se eficiente 

e com resultados consistentes comparados com aqueles feitos pelo seqüenciamento 

do genoma completo (OKAMOTO et al., 1988; MAGNIUS & NORDER, 1995). Como 

a região pré-S1/S2 (pré-S) tem a maior variabilidade genética das quatro ORFs, 

entre os isolados do VHB de genótipos distintos (BOWYER & SIM, 2000), genótipos 

do VHB podem influenciar mutações na região pré-S (SUGAUCHI et al., 2003).



Assim, a caracterização genotipica e filogenética é muito importante para 

identificação de polimorfismos genôtipo-relacionados, epidemiologia e patogênese 

das infecções hepáticas causadas pelo VHB. Além disso, estas informações podem 

corroborar para as pesquisas de fatores genéticos do vírus responsáveis pela falha 

na profilaxia ativa, passiva e vias de disseminação do VHB. Desta forma, a utilização 

de técnicas como a reação em cadeia da poiimerase e seqüenciamento de DNA 

constituem ferramentas indispensáveis para a amplificação e estudo das regiões 

pré-S e S do vírus.



II. REVISÃO DA LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da hepatite pelo Vírus da Hepatite B

Entre os vírus tiepatotrópicos de transmissão parenterai, o vírus da hepatite B 

é 0 mais conhecido e um dos mais estudados. O VHB pode permanecer incubado 

de 30 a 180 dias, podendo ser transmitido através de soluções de continuidade em 

mucosa e pele, relações sexuais, exposição cutânea (parenterai) a agulhas ou 

outros instrumentos contaminados ( por exemplo: durante a realização de tatuagens 

e perfuração da orelha): transfusão sanguínea e de derivados, quando os mesmos 

não forem realizados seguindo todos os procedimentos recomendados; uso de 

drogas injetáveis, procedimentos odontológicos, cirúrgicos e de hemodiálise; 

transmissão périnatal (de mães AgHBs positiva para o filho) e contatos domiciliares 

(MILNE et al., 1985; AYOOLA, 1988). Outros líquidos orgânicos como sêmem, saliva 

e secreção vaginal, também, podem conter o vírus e, portanto, serem infectantes 

(SHAPIRO, 1994).

A pessoa infectada se torna um transmissor em um período de 2 a 3 semanas 

antes do Início dos primeiros sintomas e continua assim durante a fase aguda da 

doença e no estado de portador crônico, o qual pode persistir por anos ou pelo resto 

da vida. O paciente passa a ser considerado portador crônico quando tem a 

persistência do AgHBs no sangue por mais de 6 meses (LOK & MCMAHON, 2004).

O VHB está associado com um quadro de manifestações clínicas de hepatite 

aguda auto-limitante até uma forma fulminante com insuficiência hepática. A 

infecção crônica ocorre em 90% das crianças infectadas no nascimento, 25-50% das 

crianças infectadas entre 1 a 5 anos de idade e por volta de 2-6% em indivíduos



mais velhos ou adultos (MAHONEY, 1999). Indivíduos que desenvolvem infecção 

crônica tem alto risco de evoluir para cirrose e carcinoma hepatoceiuiar.

2.2 Estrutura do Vírus da hepatite B

O VHB é um vírus DNA, da família Hepadnaviridae e sua replicação o 

aproxima filogeneticamente dos retrovirus, replicando-se mediante transcrição 

reversa, com a utilização de um RNA tutor para síntese de seu DNA complementar, 

circular incompleto. Neste grupo também estão incluídos vírus hepatotrópicos que 

infectam certos animais silvestres (pato de Pequim, esquilo etc.). A partícula viral 

completa, denominada inicialmente de partícula de Dane, tem uma estrutura 

complexa, sendo um duplo envoltório parcial com 3.2Kb aproximadamente (GANEM 

&VARMUS, 1987).

O genoma do VHB, representado na figura I, tem quatro ORFs (do inglês, 

open reading frame)] 0RF1, do gene P (poiimerase) que codifica a DNA poiimerase 

e transcriptase reversa, 0RF2 contendo os genes de superfície (pré-S1, pré-S2 e S) 

que codificam a proteina do envelope, formada por proteinas antigênicas 

denominadas de antígeno de superfície do virus da hepatite B (AgHBs); ORF3, 

contendo os genes pré-core/core (pré-c/c) que codificam o AgHBe e a proteina do 

Core; e na 0RF4 o gene X que codifica uma proteina de significância ainda 

desconhecida (GANEM & VARMUS, 1987).

O genoma do VHB contém cinco promotores, todos sobre a mesma fita de 

DNA (GANEM & VARMUS, 1987); dois promotores elevam a transcrição que 

codificam diversas formas das proteínas do envelope. O envelope é composto de 

três formas do antígeno de superfície da hepatite B (AgHBs): a proteína grande do



envelope ( LHBsAg, “large” codificada pelo gene pré-S1/S2/S) , média ( MHBsAg, 

“middle” codificada pelo gene pré-S2/S) e pequena (SHBsAg, “sma/rcodificada pelo 

gene S) (TIOLLAIS et al., 1985). A região pré-S contém um elemento regulatório 

com a seqüência de nucleotídeos CCAAT, a qual controla a transcrição do gene do 

envelope (LU et al., 1995); seus produtos estão relacionados à ligação do VHB na 

superfície dos hepatócitos na fase inicial da infecção. Além do seu papel estrutural e 

funcional, a região pré-S (pré-S1/S2) tem sítios de reconhecimento para células T e 

B (CHISARI & FERRARI, 1995).

Na estrutura topológica proposta para a proteína “LHBsAg" do envelope, com 

400 aminoácidos, há uma disposição externa (sobre a superfície da partícula viral) 

ou interna da porção N-terminal e uma externa da C-terminal. Mas, o antígeno S 

(SHBsAg), uma proteína hidrofóbica composta de 226 aminoácidos é o componente 

predominante do envelope viral. A principal região hidrofílica do AgHBs está situada 

do resíduo 100 ao 160 na proteína pequena do envelope “SHBsAg” ou do 275 ao 

335 na “LHBsAg” (CHEN & OON, 1999). Os resíduos situados entre as posições dos 

aminoácidos de 29 a 80 na “SHBsAg" formam a principal alça citoplasmática e 

consequentemente interagem com partículas do núcleo, enquanto os resíduos 

localizados entre os aminoácidos 101 e 163, localizado dentro do lúmen do reticulo 

endoplasmático, re-emergem sobre virions secretados e assim são chamados de 

alças imunodominantes, sendo seu principal epítopo antigênico denominado de 

determinante a ou “a" que fica localizado entre os resíduos 124 a 147 (Figura 11) 

(KHAN et al., 2004).



Figura I: Estrutura do genoma do VHB. Adaptado de Zuckerman et al, Antiviral 

Research, 2003.
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Como outros vírus, o VHB necessita primeiro ligar-se especificamente a uma 

célula capaz de suportar sua replicação. Acredita-se que o fígado tenha o tipo 

celular mais adequado para replicação do VHB, entretanto, existem outros sítios 

capazes de suportar a replicação com menor eficiência. Foram encontrados 

intermediários replicativos do VHB e/ou transcritos virais em células mononucleares 

(SHEN et al., 1986) do epitélio do dueto biliar, endotelial, células pancreáticas 

acinares, do tecido muscular liso, glândulas adrenais, gônadas, medula óssea 

cultivada, rins, linfonodos, baço e glândulas tireóides de pacientes com hepatite B 

aguda (ELFASSI et al., 1984; LAURE et ai., 1985). A adesão viral, muitas vezes, 

determina a especificidade ao hospedeiro e ao tecido a um dado vírus. Entretanto, 

para o VHB, não há linhagens de células disponíveis capazes de suportar a 

replicação viral. Somente hepatócitos primários de pato, quando recém extraídos, 

são capazes de suportar a infecção pelo VHB. Conseqüentemente, os passos 

iniciais da entrada do VHB são pouco conhecidos. A utilização de linhagens de 

células diferenciadas e imortalizadas que são capazes de suportar a replicação viral 

se transfectadas com DNA viral, permitiu o estudo do ciclo de vida do VHB (CHANG 

etal., 1987).

Segundo alguns autores, como Lu et al, logo após a entrada o 

nucleocapsídeo deve ser liberado das proteínas do envelope. Outros estudos 

sugerem que é necessário que ocorra um evento proteolítico na proteína L da 

superfície para que a mesma exponha um domínio de fusão membranar (LU et al., 

1996). Entretanto, acredita-se que isto ocorra na membrana plasmática e não dentro 

das vesículas ácidas (KOCK et al., 1996). Após a perda do envelope, o

2.3 Ciclo vital do VHB e interação com o hospedeiro



nucleocapsídeo é transportado até a membrana nuclear, sendo então convertido em 

uma forma de DNA circular fechado por ligações covalentes (cccDNA).

Uma vez re-circularizado, iniciam-se as atividades promotoras e 

amplificadoras para produção de vários transcritos do VHB necessários para a 

síntese protéica e geração do RNA pré-genômico (ENDERS et al., 1987). Temos 

uma reorganização do capsídeo, onde proteínas da poiimerase ligadas como laços 

fechados são empacotadas pelas proteínas do core. A síntese do DNA virai e a 

transcrição reversa somente ocorrem após o inicio de formação da cápsula,^^  ̂

Acredita-se que o nucleocapsídeo completo está associado com áreas do Golgi 

contendo proteínas de superfície do VHB, os quais formarão vesículas, que 

resultarão nas partículas envelopadas de 42nm que serão secretadas pela célula via 

exocitose. Regiões ricas em proteínas do tipo S (small) da proteína de superfície e 

um mínimo de proteína do tipo M (middie) podem ser alojadas no lúmen do retículo 

endoplasmático e serem secretadas nas formas de esferas e filamentos de 22nm 

(CHISARI eí a/., 1986).

2.4 Subtipos e Genótipos do VHB

Com propósitos epidemioiógicos, dois sistemas foram desenvolvidos para 

classificar o VHB: um é o sorológico, baseado em reconhecimento dos anticorpos ao 

AgHBs determinante, e outro é baseado na diversidade da sequência do genôma do 

VHB. O método sorológico reconhece uma área constante, o determinante “a” 

(aminoácidos 124-147 do AgHBs), o qual é flanqueado pelos subdeterminantes “d” 

ou “y” na posição 122, e “w” ou “r” na posição 160; baseado nestes determinantes o 

VHB é sorotipado em 9 determinantes antigênicos de superfície : aywl, ayw2, ayw3.



ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq+ e adrq- (COUROUCE, 1976; COUROUCE-PAUTY et 

al., 1978). Os genótipos do VHB são definidos por uma divergência de 8% ou mais 

do genoma completo, ou pela diversidade da região do gene S em mais de 4,1% 

(OKAMOTO et al., 1988; NORDER et al., 1994). Até o momento temos oito 

genótipos nomeados por letras de A a H identificados (KIDD-LJUNGGREN, 1996; 

STUYVER et al., 2000; ARAUZ-RUIZ et al., 2002), A heterogeneidade genética tem 

mostrado ser um importante elemento na patogênese virai (CARMAN et al., 1989; 

BONINO etal., 1991).

Estudos recentes, baseados em análises de regiões com variabilidade 

genotípica-dependente (pré-S/S, pré-core e core) sugerem uma distribuição 

geográfica característica. O genótipo A é largamente distribuído no norte da Europa, 

América do Norte e África Central; genótipos B e C são encontrados na Ásia Oriental 

e extremo Oriente; genótipo E é encontrado na maior parte da África e o F em 

populações indígenas das Américas (NORDER et al., 1994;/KIDD-LJUNGGREN,

1996), enquanto o genótipo D é encontrado em toda parte do mundo. Recentemente 

0 genótipo G foi encontrado em amostras de pacientes infectados na França e 

Estados Unidos (STUYVER et al., 2000) e o genótipo H na América Central 

(ARAUZ-RUIZ etal., 2002) Tabela I.
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Genótipos do VHB AgHBs Distribuição geográfica

A Adw2 Europa, America do Norte, África e América do 

Sul

Ayw1 África

8 Adw2 Extremo Oriente

Ayw1 Extremo Oriente

C Adrq- F^ífico

Adr/ayr Extrerrx) Oriente

Adw Japão e Indonesia

adr F^ 'fico e Extremo Oriente

D Ayw4 Estados Unidos

Ayw2/ayw3 Mundial

E Ayw4 África

F Adw2 América do Sul

Adw4 Ftolinésia, Alasca, América Central e do Sul

Ayw4 América do Sul

G Adw2 Estados Unidos e França

H Adw4/ayw4 América Central

Tabela I. Distribuição geográfica dos genótipos do VHB e subtipos de AgHBs
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2.5 Epidemiologia

A hepatite B é uma das principais doenças que afetam o homem e um sério 

problema de saúde pública mundial. Dos vírus que causam a hepatite crônica, o 

VHB é 0 único que possui vacina desde 1982. Estima-se que 2 bilhões de pessoas 

em todo o mundo já foram infectadas com o VHB e mais de 350 milhões 

desenvolveram infecção crônica durante suas vidas. Estas pessoas infectadas, 

cronicamente, possuem alto risco para o desenvolvimento de cirrose e câncer 

hepatoceiuiar, doenças que levam a morte em torno de 1 milhão de pessoas a cada 

ano (WHO, 2004).

A endemicidade da infecção pelo VHB é considerada alta onde a 

prevalência do antígeno de superfície do vírus da hepatite B (AgHbs) é > 7%, ou 

onde 60% ou mais da população têm evidência sorológica de infecção prévia. Nesta 

condição encontram-se países tropicais (África Sub-sahariana, parte da América do 

Sul, Sudoeste da Ásia, China, partes do Oriente Médio e Ilhas do Pacífico) onde a 

transmissão vertical e, também, durante a infância são comuns (MAHONEY, 1999); 

Áreas de endemicidades moderadas tem uma prevalência do AgHbs de 2% a 7% e 

uma prevalência de infecção de 20 a 60%. Nesta situação encontram-se a Europa 

Oriental e Mediterrânea, parte da América do Sul, Oriente Médio e Russia (Figura 

III). Regiões como: América do Norte, Europa Ocidental e Austrália têm uma 

prevalência do AgHbs menor que 2% e menos do que 10% de infectados 

previamente (MAHONEY, 1999).

No Brasil, estima-se que existaím dois milhões de portadores crônicos da 

hepatite B, e é importante ressaltar que, de modo geral, a taxa de letalidade dos
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oacientes hosoitalizados é de 0.8% a 2% com uma taxa de mortalidade de 0,6 por 

100.000 habitantes ÍFUNASA. 2002). Desde 1994, o Brasil utiliza na rotina do 

Programa Nacional de Imunizações uma vacina DNA-recombinante contra o vírus da 

hepatite B. Esta vacina é aplicada, universalmente, na população infantil com menos 

de um ano de idade, e nos locais com maior prevalência da infecção, isto é, estados 

que compõem a Amazônia Ocidental, Espírito Santo, a região ocidental de Santa 

Catarina e Paraná nos indivíduos menores de 15 anos de idade. Também estão 

sendo vacinados doadores regulares de sangue e grupos de risco como: 

hemodialisados, politransfundidos, hemofílicos, talassêmicos, profissionais de 

saúde, populações indígena, indivíduos das forças armadas, presidiários e 

profissionais do sexo i^FUNAsX^OO^

Preva lência  do A gH Bs

■ >8% alta
2-7% Intermediária

■ <2% Baixa

Figura III: Zonas de endemicidade da infecção crônica pelo VHB. Fonte: WHO 2003
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A hepatite causada pelo VHB é uma doença enigmática, com necessidade de 

mais estudos, pois o vírus não é citopatogênico. O maior dano causado ao 

hospedeiro é devido aos efeitos adversos da resposta de seu sistema imune 

direcionado contra as células parenquimais do fígado infectado. A maioria das 

infecções pelo VHB resolvem-se espontaneamente, especialmente quando nos 

referimos a pacientes que apresentam uma forte resposta imunológica inicial. 

Entretanto, uma porção das pessoas infectadas responderão pobremente e poderão 

desenvolver infecções persistentes que poderão se curar lentamente ou não. A 

doença crônica poderá ser caracterizada pela remissão e exarcerbação, que pode 

eventualmente levar a morte por uma hepatite fulminante, cirrose hepática, 

carcinoma hepatoceiuiar ou de ambas, cirrose e câncer. A taxa de mortalidade por 

infecção crônica persistente está em torno de 25%. Os pacientes recuperados 

desenvolvem anticorpos contra as proteínas S, core, e antígenos “e”, embora 

possam ainda permanecer com baixos níveis virais (HILLEMAN, 2001).'^

Durante o curso natural da infecção crônica do VHB temos uma fase inicial 

na qual há uma imunotolerância, caracterizada por altos níveis de viremia e níveis 

normais de aminotransferases sérica, com pouca ou nenhuma inflamação no tecido 

hepático. Subsequentemente, observa-se a evolução para uma fase ativa da 

hepatite crônica onde células CD4 reagem contra o antígeno e estimulam a lise das 

células que expressam este antígeno, seguida por um período de intensa atividade 

do sistema imunológico, que gera uma exarcerbação da agressão hepática. No 

momento em que o sistema imunológico se impôe, há uma soro-conversão

2.6 Patogênese
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AgHBe/anti-HBe cessando a replicação viral. Na fase ativa a resposta imunológica 

celular aos hepatócitos infectados com VHB, primariamente contribui para danos 

hepatocelulares, mas posteriormente é responsável pela eliminação viral (LEE,

1997).

A resposta imune celular contra o VHB é, também, importante na patogênese 

do vírus bem como no desenvolvimento da doença crônica do fígado e sua 

severidade. A resposta imune celular ao VHB é forte e multiespecífica no hospedeiro 

infectado agudamente, e estes linfócitos T tipicamente secretam citocinas antivirais 

tipo Th1 tais como interferon alfa e fator de necrose tumoral alfa sob estímulo do 

vírus, contrastando com uma resposta fraca e pouco direcionada em hospedeiros 

infectados cronicamente. Sabe-se que alguns indivíduos infectados, cronicamente, 

eliminam o vírus espontaneamente e este fenômeno muitas vezes é acompanhado 

do aumento da resposta por linfócitos T CD4+ e agudização da doença hepática 

vista pelo aumento dos níveis alanina aminotransferases (WANDS etal., 1992).

Temos, então, dois tipos de efetores da resposta imune adaptativa específica: 

anticorpos que reduzem a carga viral e previnem a infecção de células não 

infectadas, células T CD8 que podem induzir destruição necro-inflamatória ou 

apoptótica das células infectadas pelo vírus, ou podem suprimir a replicação viral em 

células infectadas. Lesões necro-inflamatórias podem ser vírus-específica ou não e 

pode haver a participação de macrófagos, neutrófilos e células NK {natural killer). 

Muitas vezes a interação dos mecanismos Ímunológicos promovem a eliminação do 

vírus em períodos variados e com aspectos clínicos que variam de uma infecção 

inaparente a uma hepatite fulminante com morte ou cronicidade. (HILLEMAN, 2001). 

Vários mecanismos de imunopatogenicidade induzidas pelo VHB, pelos quais a
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doença hepática crônica tem suas diferentes fases, permanecem por serem 

completamente elucidados (KAJIYA et al., 2002).

2.7 Mutações do VHB e Consequências C lín icas

O VHB exibe uma taxa de mutação dez vezes mais alta do que outros vírus 

DNA e as taxas de substituição de nucleotídeos depende do estágio da doença, pois 

o vírus contém enzima poiimerase sem ação de edição, e erros frequentes ocorrem 

na cópia do RNA ou DNA como em retroviroses e outras viroses por RNA (WEBER, 

2005). Realizar medidas da taxa de mudanças de sequências do VHB é difícil pela 

existência de ORFs sobrepostas e ausência de sítios sinônimos na maioria das 

sequências codificadoras. Estas mudanças de aminoácidos nas regiões pré-core e S 

sofrem pressão seletiva positiva e podem ocorrer como forma de evasão imune 

(SIIVIMONDS, 2001).

Mudanças no genoma do VHB tem sido encontradas durante a infecção virai 

crônica. Estas mudanças incluem mutações nas regiões pré-S/S que codificam as 

proteínas virais do envelope e podem causar variações nos epitopos virais 

expressos na superfície, com implicação nos processos de neutralização virai pela 

resposta imune e consequente aparecimento de diferentes formas clínicas da 

doença (MCMAHON et al., 1992).

A significância de muitas destas mutações permanecem por serem 

entendidas, algumas podem conferir vantagens de sobrevivência aos mutantes 

sobre o vírus selvagem, escapando da resposta imune, ou melhorando a replicação 

virai (CHISARI & FERRARI, 1995). Uma mutação no stop codon do gene do pré-
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core e no promotor do gene do core podem parar ou diminuir a produção do AgHBe, 

respectivamente (CARMAN etal., 1989; MORIYAMA etal., 1996).

Desde que AgHBe pode ser expresso na membrana dos hepatócitos e 

podem ser alvos da resposta imune, a ausência da produção do AgHBe através de 

uma mutação pode levar a uma falha na ação da resposta imune (SCHLICHT et al., 

1991). Estudos recentes sugerem que tais mutações podem ser selecionadas 

durante o curso da infecção crônica ppr dispararem a replicação viral (HAMASAKI et 

al., 1994; SCAGLIONI et al., 1997). Mutações no gene do Core, também, podem 

levar a uma evasão da reposta imune, haja visto que AgHBe é o maior alvo das 

células T citotóxicas nos hepatócitos infectados pelo VHB. Outro fato relevante é que 

um stop codon na região do pré-core pode inibir a expressão do AgHBe e promover 

uma soroconversão para anti-HBe; estas cepas estão implicadas em manifestações 

mais graves da doença e em surtos de hepatites fulminantes (HAWKINS et al., 

1994).

Mutações dos nucleotídeos nos genes pré-S e S, os quais expressam 

diferentes proteínas de superfície, tem aumentado tanto espontaneamente quanto 

após tratamento por Interferon ou vacinação; e acredita-se que estas mutações 

estejam relacionadas a um mecanismo de escape do sistema imune (KIDD- 

LJUNGGREN, 1996). Muitos sítios importantes têm sido identificados na região pré- 

S, incluindo o promotor do principal AgHBs, epítopos para células T e B e sítio para 

ligação do VHB aos hepatócitos (HOWARD & ALLISON, 1995). Mutações nestas 

regiões podem afetar a replicação viral resultando em infecção crônica devido ao 

escape do vírus à vigilância imunológica (CHEN & OON, 2002). Tanto os estudos 

epidemioiógicos quanto os experimentais tem associado a progressão da infecção 

crônica ao desenvolvimento do carcinoma hepatoceiuiar (BEASLEY et al., 1981;
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DODD & NATH, 1987). Variações na região pré-S tem sido identificados entre 

genótipos estudados como A e D (BLACKBERG & KIDD-LJUNGGREN, 2003), tendo 

como consequência a não expressão do antígeno de superfície. Mutantes do AgHBs 

podem limitar ou anular a efetividade de testes de diagnóstico pela alteração da 

afinidade de ligação dos anticorpos anti-HBs usados em diferentes Kits (TORRE & 

NAOUMOV, 1998) e mutações ocorrem frequentemente na região S, na qual temos 

0 determinante “a” (aminoácidos 124-147), alvo das vacinas recombinantes 

disponíveis para induzir a resposta imune (WEINBERGER et al., 2000). Outro fator 

que leva a seleção induzida de anticorpos dos mutantes do gene de superfície é a 

utilização da IgHB profilaticamente em pacientes transplantados por cirrose e 

positivos para AgHBs (MCMAHON etal., 1992).
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III. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar variações genômicas presentes em isolados do VHB provenientes de Rio 

Branco, AC e Salvador, BA através do estudo das regiões pré-S e S do vírus.

3.2 Específicos

I. Realizar genotipagem do VHB através da análise filogenética de parte do 

gene S do VHB.

II. Identificar os genótipos do vírus da hepatite B presentes nas cidades de Rio 

Branco no Acre e Salvador na Bahia.

Mi. Identificar possíveis mutações nas seqüências obtidas das regiões pré-S e S
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IV. RACIONAL E RELEVANCIA

O controle e prevenção da hepatite B se tornou indispensável, desde que o 

tratamento pode, muitas vezes, ser insatisfatório. Atualmente, o uso de vacinas tem 

reduzido o número de portadores e protegido contra a infecção, entretanto tem 

surgido novas variações do VHB que podem influenciar no comportamento virai, 

levando a um escape do sistema imunológico e alterando a evolução clínica do 

hospedeiro (MORIYAMA etal., 1996).

Genótipos do VHB influenciam a evolução clinica da doença crônica do 

fígado e a consequência virológica da infecção persistente da hepatite B (LINDH et 

al., 1999). Dados sobre o genótipo F são escassos, embora morte relacionada a 

doença hepática tenha sido mais frequentemente associada com este genótipo do 

que os genótipos A e D (SANCHEZ-TAPIAS et al., 2002).

Enquanto a associação de fraca resposta terapêutica à certos genótipos do 

VHC é amplamente observada, tais associações estão somente começando com o 

VHB (KAO,WU et al., 2000). Estudos recentes têm sugerido uma possível 

associação de certos genótipos do VHB com o desenvolvimento de cirrose e 

carcinoma hepatoceiuiar (FUJIE et al., 2001; KAO.CHEN et al., 2000). Uma nova 

abordagem utilizando a genotipagem após o seqüenciamento tem sido utilizada para 

determinar modos de transmissão do VHB (Anexo I), assim como para 

caracterização de um padrão genômico virai que possa determinar a evolução e 

distribuição da doença. Por esta razão, a utilização do seqüenciamento de DNA 

passa a ser fundamental, nos permitindo não só classificar o vírus, mas também 

conhecê-lo mais detalhadamente no que diz respeito as vias de transmissão e 

distribuição geográfica.
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A análise filogenética através de sequências da região pré-S e S nos 

permite realizar um estudo mais refinado e tentar elucidar questões muito peculiares 

da hepatite B no Brasil, como a elevada prevalência do VHB na região Amazônica 

tanto quanto o pouco conhecimento sobre a prevalência no Nordeste Brasileiro e a 

presença de vírus mutantes. Aparentemente, o vírus circula com grande rapidez na 

Região Amazônica e infecta indivíduos jovens, ainda, nos primeiros anos de vida. 

Populações de imigrantes de regiões de baixa endemicidade soro-convertem para 

Anti-HBc nos primeiros anos de moradia na Amazônia (SOUTO et al., 1998), 

indicando a rapidez de contagio nesta região. Ainda na Amazônia, a percentagem de 

descarte de doadores soropositivos para Anti-HBc é anormalmente elevada em 

comparação com outras regiões do país (MARTELLI et al., 1999). O tratamento da 

infecção pelo VHB já é possivel através da utilização de imunomodulador (Interferon- 

alfa) ou de outros antivirais, inibidores da transcriptase reversa como a Lamivudina 

(CODES et al., 2002). Entretanto, o custo elevado, os efeitos colaterais e as 

exigências dos fatores preditivos da resposta terapêutica impedem que esse 

tratamento seja utilizado em larga escala (PERILLO, 1994).

A coleta de informações genômicas do VHB provenientes de pacientes 

infectados nas regiões Norte e Nordeste do Brasil (Rio Branco/Acre e 

Salvador/Bahia, respectivamente) são importantes para se estabelecer 

características genotípicas das regiões pré-S/S com o desenvolvimento e 

patogênese das infecções hepáticas causadas pelo vírus. A identificação da 

ocorrência, a frequência de tais variações e a heterogeneidade destas regiões 

podem estar relacionadas com um padrão sorológico, podendo nos trazer respostas 

sobre possíveis escapes da profilaxia ativa e passiva e vias de disseminação do 

vírus. É de suma importância o estabelecimento de um programa de investigação do
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VHB no interesse de estabelecer associações clínico-terapêuticas, tanto em casos 

agudos como crônicos. A formação de grupos de estudo e o desenvolvimento de 

novos projetos com o intuito de estabelecer estudos da epidemiologia molecular do 

VHB trará contribuições no conhecimento das manifestações da doença hepática 

causada pelo vírus, sua evolução e disseminação em nosso meio.

22



o diagrama abaixo apresenta de forma resumida as etapas realizadas:
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V. RESULTADOS

ARTIGO

Phylogenetic Analysis of Hepatitis B Virus (HBV) from North and Northeast Regions of 
Brazil Based in the Pres/S Gene Variability, Silva Filho, H. P., Riley L. W., Paraná R. 

and Reis M.G.

(Artigo em preparação, a ser submetido ao Journal of Medical Virology).
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In order to investigate whether any mutations within the preS/S genes could be associated 
with genotypes and molecular profile, the preS/S genes o f 23 hepatitis B viruses (HBVs) from 
patients with acute and chronic infection were amplified by the polymerase chain reaction and 
sequenced. For these purposes we used Phred/Phrap, Consed, ClustalX, MEGA 3 and PAUP 
programs to analyze the partial preS/S gene sequences. We also analyzed the site 
corresponding to amino-acids 44-165 o f the HBsAg small S-protein and 1-137 o f the 
preSl/S2 gene. Genotypes A, D and F were found, in Northern and Northeastern regions of 
Brazil, with frequencies o f 73%, 9% and 18%, respectively. The genotype A encoded 
subtypes adwl, genotype D encoded ayw2 and genotype F encoded adwA. In these 
populations the following mutation sites were identified, P49R, S61L, 186T and L109P in the 
S gene, not within the specific “a” determinant region. Few mutations sites were found in the 
preS gene: G2E, Y129H in genotype A of a chronically infected patient and A79L in a patient 
infected with HBV genotype A, in the acute stage. The point mutation S85P, in the CCAAT- 
box in the S-promotcr region, was found in a patient with IIBV genotype 1' with chronic 
infection. These findings are relevant for molecular surveillance o f HBV surface mutants, as 
well a useful tool for HBV screening tests in blood donors, organ donors and vaccine escape 
surveillance.

Key Words: Hepatitis B, HBV genotypes, Pre-S gene, Surface gene, Genomic variability, 
Brazil

ABSTRACT



INTRODUCTION

According to the World Health Organization, more than 350 million people are chronic 
carriers of hepatitis B virus (HBV). Many develop chronic liver disease, including cirrhosis 
and hepatocellular carcinoma. Worldwide, HBV infections account for 1 million deaths/year, 
most o f which occur in the developing world [Lavanchy, 2004; World Health Organization, 
2000]. There is growing evidence that HBV genotypes may play some role in causing 
different disease profiles in chronic hepatitis B (CHB) [Mayerat et al., 1999].
The natural evolutionary rate for the HBV complete genome in chronic hepatitis B is 
approximately 1,4-3,2 x 10'̂  substitutions/sitc/year [Okamoto ct al., 1987], approximately 10- 
fold higher than other DNA viruses [Hunt et al., 2000], moreover the S gene shows a rate of 
nucleotide substitutions o f 5,8 x 10'̂  substitutions/site/year [Orito et al., 1989], and may 
happen due genomic mutations introduced by the viral polymerase during reverse 
transcription, explaining maybe a number o f genetically distinct genotypes, designated A-H 
[Arauz-Ruiz et al., 2002; Girones and Miller, 1989]. The HBV genotypes have a characteristic 
geographic distribution: genotype A is prevalent in the United States [Gray et al., 1997; 
Mangia et al., 1996], in northern and central Europe, and in South Africa [Minami et al., 
1996], the genotype A has been divided recently into two subgroups, designated A- 
A’(genotype A excluding A’) and A’ which have been identified in Africa [Kramvis et al., 
2002]; genotypes B and C (serotypes adw2 and adr/ayr) predominate in the Far East; 
genotype D (serotype ayw2 and qyw3) is found in the Mediterranean region, as well as in the 
Middle East; genotype E (serotype ayw4) has been reported to be mainly in west Africa 
[Odemuyiwa et al., 2001]; genotype F (serotype adw4) has been reported to mainly be in 
South and Central America [Arauz-Ruiz et al., 2002; Gunther et al., 1999; Magnius and 
Norder, 1995]; and genotype G has only recently been discovered in France [Stuyver et al..



2000] and in the United States in patients co-infected with genotype A [Kato et al., 2002; 
Robertson and Margolis, 2002]. However information on the prevalence o f HBV genotypes 

throughout Brazil is limited to South and Southeast regions, where genotypes A, B, C, D and 
F are found [Moraes et al., 1996; Niel et al., 1994; Sitnik et al., 2004].
I'he clinical and biological importance o f the genotypic diversity o f HBV and the implication 
in the generation of mutants is not fully understood. There are, however, some evidences that 
HBV genetic variability (from 4% to 16% among the genotypes) might be associated with 
different rates o f transmission, resistance to interferon or progression to hepatocellular 
carcinoma [Odemuyiwa et al., 2001]. The virus genetic variability can be demonstrated by 
sequence analyzes o f preS/S regions, since the small S gene encodes HBsAg, and the 
molecular basis for the serologic heterogeneity has been defined, it is possible to determine 
the serotype by sequencing this gene [Norder et al., 1992]. Also, genotyping o f HBV based on 
limited sequencing within the S gene is feasible, with results consistent with those based on 
sequencing of complete genomes [Arauz-Ruiz et al., 1997].
Genotypic features and changes within or outside the coding regions of HBV viral proteins 
(encoded by preSl/S2 and S genes) have various clinical consequences [Bruss el al., 1996] 
such as: reduced synthesis of the major HBsAg, ought to result in a weaker immune response 
mostly found in chronic HBV infection, and removal o f epitopes which may lead to the 
escape from immune clearance, resulting in persistent viral infection, significant events that 
can allow the virus to escape both active and passive prophylaxis. Here, we report the preS/S 
sequences of the preSl, preS2, and S genes from two distinct Brazilian regions (North and 
Northeast) and their phylogenetic relationship to other HBV strains, and a comparison of the 
S gene product deduced for these sequences with those o f  previously published genomes, is 
also presented.



Samples: Serum samples from 23 HBV carriers from two distinct Brazilian regions were 
used as source of HBV DNA. Their origins were: city o f Rio Branco, State o f Acre, Northern 
region of Brazil and city o f Salvador, State o f Bahia, Northeastern region of Brazil, 
respectively. Nine samples from Rio Branco with HBsAg positive for more than six months, 
and fourteen from Salvador with HBeAg positive were analyzed. Informed consent was 
obtained from all subjects to participate in this study, since they were engaged in two previous 
studies approved by the Ethical Committee (CONE!’). Serologie determination was dellned 
by immunologic assays ELISA to HBsAg; anti-HBc (IgG), anti-HBs to defme HBV exposure 
and fmally HBeAg and anti-HBe. All these tests were based on commercial Kits (ABBOTT, 
Roche Diagnostic ou Sanofi-Pasteur). The serum samples were stored at -70°C until 
amplification.

Viral DNA Extraction and Amplifications of the S Region by Polymerase Chain 
Reaction (PCR): Viral DNA was extracted from 100^1-200|j,l serum aliquots with the silica 
particle purification method described previously by Boom et al [Boom et al., 1990]. The 
small S gene o f the HBV was chosen as target and it was amplified by PCR as two 
overlapping fragments using primer pairs HB1-HB2 and HB3-HB4. Then, an aliquot o f the 
first-PCR products was used in a second PCR, employing the internal primer pairs HB5-HB6 
for the HB1-HB2 amplification or HB7-HB8 for the HB3-HB4 amplification. Table 1. The 
amplification conditions was performed following a protocol described previously [Krekulova 
et al., 2003]; and other primers corresponding to conserved regions among the different 
genotypes, surrounding heterogeneous regions between them, allowing the distinction of 
HBV genotypes [Sitnik et al., 2004].

MATERIALS AND METHODS



For the preS amplification we used a Nested-PCR with the primers PSl, PS2, PSlint and 
PS2int in amplification conditions described [Niel et al., 1994]. Amplified products were 
subjected to 1.5% agarose gel electrophoresis in IX Tris-borate-EDTA buffer. The HBV 
primers used for PCR, sequences and genome position are shown in Table 1.

Purification and Sequencing: The amplified DNA fragments were purified using the 
QlAquick PCR purification Kit (Qiagen, Valencia, California, USA) and sequenced in both 
directions by dideoxynucleotide terminator method, with the ABI Prism 3100 Genetic 
Analyser (Applied Biosystems, Foster City, California, USA). Sequence assembly was done 
using the Phred/phrap software [Ewing and Green, 1998] in consensus with the Sequencing 
Analysis Version 5.1 (Applied Biosystems), DNASIS (Hitachi, San Francisco CA), Sequence 
Manager from Lasergene package (DNASTAR, Inc, Madison, Wi) and SeqScape Version 2.1 
(Applied Biosystems).

Phylogenctic Analysis and Assessment of Mutations: A fragment o f 371 bp from the small 
S gene o f the HBV (position 282-652nt) was used for phylogenetic analysis and also for 
amino-acids studies, and was translated into corresponding amino-acids (44-165 o f the 
HBsAg small S-protein), including sequences obtained from the GenBank/EMBL database. 
We also performed phylogenetic analysis with a fragment o f 327bp from preS region plus 
371 bp of the S region; totalizing a fragment with 698bp. Aiming to obtain assessment of 
mutations the site corresponding to amino-acids 1-137 o f the preSl/S2 gene was analyzed.
A multiple sequence alignment o f the examined region and the related sequences in the 
GenBank/EMBL database was performed with the ClustalX program [1.83] [Jeanmougin, 
1998] and further edited with the Mega3 program [Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis,V3.lb] [S. Kumar, 2004] and MegaAligment from Lasergene package (DNASTAR,



Inc, Madson). Neighbor-joining (NJ) and maximum-liicelihood (iVlL) trees were estimated 
with PAUP* version 4.0.b 10 [Swofford, 2003]. The HKY85 substitution model including 
substitution rate heter^neity with a gamma distribution was chosen as the best model for 
partial preS and S^nalysis. The NJ tree was constructed with an optimized nucleotide 
substitution rates matrix and a shape parameter using empirical base frequencies. The 
reliability o f the NJ trees was evaluated by analyzing 1,000 bootstrap replicates. For the ML 
tree reconstruction, a heuristic search with the subtree-pruning-regrafting branch swapping 
algorithm was performed using the NJ tree as starting tree including its optimised parameters 
was performed using the NJ tree as the starting tree including its optimized parameters. A 
likelihood ratio test was used to calculate the statistical support for the branches (expressed in 
P values) Trees were drawn with the TreeView 1.6.6 program [Glasgow University, Scotland] 
[Page, 1996].

Database sequences
The following accession numbers o f the reference sequences were used in phylogenetic and 
amino-acid diversity analysis: Genotype A, X70185, X51970 and X75666; A’, M57663, 
U55220, U55221, X75669, U87745, U87740, U87852 and AF297625; genotype B, D00329; 
genotype C, X75656, M38636, X04615 and X75792; genotype D, X65257, X85254, 
M32138, X65258, X75662, X75668 and U91832; genotype E, X75657, X75664; genotype F, 
X69798, X75663, X75658, AF223963, X75661 and AF288627; genotype G, AF160501; and 
genotype H, AY090460, AY090457 and U91819.



Phylogenetic analysis of partial preS/S region: Serum samples from each patient were 
tested for the presence of HBV DNA by a PCR test as described in our methodology. We 
genotyped 14 samples from patients with acute infection finding: 85, 7% (12 o f 14) of 
genotype A and 14,3% (2 o f 14) o f genotype F; and from the 9 patients with chronic infection 
we found 55,6% (5 o f 9) genotype A, 22,2% (2 o f 9) o f genotype D, and 22,2% (2 o f 9) of 
genotype F. The HB37 isolate genotype was determined by phylogenetic analysis o f the preS 
region only (data not showed). As shown in the phylogenetic analysis (Figure I), we found the 
following genotypic frequency among our samples: 73% of genotype A, 9% of genotype D 
and 18% of genotype F, also finding the subtypes adwl (genotype A), aywl (genotype D) and 
ad^v4 (genotype F) (Table II).
A phylogenetic analysis was performed with a 698bp fragment from preS/S region including 
11 sequences determine in this work and an additional 24 sequences available from GenBank. 
In the resulting phylogenetic tree (Figure II) our samples belonging to genotype A were 
clustered in subgroup A’.

PreS/S gene mutations: Amino acid sequences o f partial preS region (position 1 to 137) 
were deduced and arranged by genotype and clinical outcome. (Figure III). It was used 
knowing sequences from GenBank to try establish a pattern, chronic and acute background, 
which could give us information about genotype relation to a specific outcome. Few 
mutations sites were found: G2E and Y129H in the sample HB37, belonging to genotype A 
and chronic infected; A79L in the sample HBOS, genotype A with acute infection; and S85P 
in the sample HB35, genotype F with chronic infection; except for this point mutation in the 
regulatory element with the nucleotide sequence o f CCAAT in the preS region, the amino
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DISCUSSION

HBV genotypes influence the clinical manifestation o f chronic liver diseases and virological 
consequence of the persistent HBV infection [Lindh et al., 1999]. Genotypes A and B are 
correlated with better responses to treatment than genotypes D and C [Zhang et al., 1996], 
while genotypes A and C are associated to the progression to chronic hepatitis or more severe 
diseases such as hepatoceiuiar carcinoma, respectively [Mayerat et al., 1999]. Data about 
genotype F are sparing, although death related to liver disease have been related to be more 
frequently associated with this genotype than with genotypes A or D [Sanchez-Tapias et al., 
2002].

The prevalence o f HBV genotypes found in this study is similar to other observations from 
Brazil, whereas genotypes A, D and F have been identified [Moraes et al., 1996; Sitnik et al., 
2004; Teles et al., 1999] . Although genotypes B and C have been reported in São Paulo, a 
Brazilian state with a higher percentage o f Asian descendants[Sitnik et al., 2004], we did not 
find genotypes B and C in our samples, despite the fact that Japanese and Chinese colonies 
are present in Salvador. The high proportion of HBV strains from subgroup A’ in our 
population may be the result o f the displacement o f African populations during the colonial 
period, when an intense slave trade was implemented from Africa to South America [Araujo 
et al., 2004]. The absence of the African genotype E among our samples from Bahia, a state 
recognized to have a higher predominance of African descendants in Brazil, supports the 
hypothesis of a recent introduction this HBV genotype in Africa [Norder et al., 1993; 
Quintero et al., 2002]. Our data regarding to genotype F is consistent to the region with 
Ameridian population, however we have had only 2 samples in our study from North region, 
where it has been considered to be representative o f the HBV strains [Naumann et al., 1993]. 
The adwA subtype has been found to be predominant in Chile, Argentina and Venezuelan
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Cuiva Red Indians [Arauz-Ruiz et al., 1997], regions closely to Acre, our second site of 
investigation. This large genetic diversity o f HBVs circulating in Brazil might be explained 
by the diverse origin of the population, formed by colonizers from Europe and Africa, regions 
where genotypes A and D are common, and they miscigenated with native aborigines, carriers 
of genotype F strains.
Hepatitis B infection is clinically variable, ranging from an acute or self-limiting infection to a 
chronic infection with or without progression to liver cirrosis and hepatocellular carcinoma 
(HCC) [Blackberg and Kidd-Ljunggren, 2003]. PreS region codes for immunogenic viral 
envelope proteins, which are important targets in viral clearance and in the prevention of 
infection. B and T-cell antigenic determinants have been mapped in the preSl, preS2 and S 

regions, whose sequences were modified by some mutations we found. The preS (S 1 and S2) 
regions along to the amino acid position 100 to 160, exposed at the surface of the HBV 
particles, are highly immunogenic and are frequently under selective pressure by the immune 
system.
At amino acid level we did not find any substitutions at the hepatocyte receptor site (aa 21-47) 
[Neurath et al., 1986], however we did find few mutations points in the preS region: G2E and 
Y129H in the sample HB37, belonging to a patient with HBV genotype A and chronic 
infected. This raise questions and hypothesis that can be supported by an earlier study, 
showing a relative high prevalence o f the preS2 variants in chronic HBV carriers [Santantonio 
et al., 1992]. The S85P mutation, in the CCAAT-box in the preS region, which controls 
transcription o f the envelope gene [Lu et al., 1995], was found in the sample HB35, genotype 
F with chronic infection. Interestingly, there was a high similarity between the sequence of 
this strain and HB03 sequence, which comes from a patient who had an acute infection with a 
good outcome and immunologic clearance. This feature is suggestive of the weak expression
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of the surface antigen gene in the mutant sample (HB35), which deserve a better 
investigation.
Previous studies have suggested that point mutation, deletion, or rearrangements in several 
genes o f the HBV genome which interfere with gene expression or lead to the production o f S 
protein modified antigenically may be responsible for the lack o f HBsAg [Cabrerizo et al., 
2000; Schories et al., 2000; Weinberger et al., 2000]. The genotype D represented in our 
samples by HB30 and HB32 sequences (chronic infected, HBsAg positive), were similar with 
the sequence from Italy isolate (GenBank accession number X65257) (Figure 111 and IV), 
which is HBsAg negative and developed a chronic hepatic disease. These findings raise a 
matter o f great concern to the presence o f HBV infected patients that could not be detected by 
routine diagnostics tests used in our clinical settings.
Regarding the S gene, we found the point mutation L109P, located within the 
immunodominant loop (101-163aa), in a sample genotype A with chronic disease, HB38; 
another mutation identified as I86T in the sample HB09 (genotype A, acute disease), none of 
them representing clinical relevance.
At present, the use o f vaccines has reduced the number o f HBV carriers and protected them 
from infection. However, some reports have dcscribcd the cmcrgcncc o f novel HliV variants 
that can influence the viral behavior and thus alter the clinical course o f the host [Schodel, 
1994]. The incidence of infection with variant strains o f HBV among vaccinated infants has 
been reported [Mahoney, 1999], furthermore HBV vaccination, anti-HBV hyper 
immunoglobulin (HBlg) and anti-HBs monoclonal antibody may induce or select resistant 
mutation strains [Chong-Jin et al., 1999].
With the sequences obtained from the S region, it was possible to perform phylogenetic and 
amino-acids analysis, albeit we could not correlate it to the different forms of evolution o f the 
disease. Nevertheless, these findings highlight the need for surveillance programs to address
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questions as such prevalence o f mutations related to specific genotypes, clinical outcome and 
vaccine impact worldwide. The molecular and epidemiological monitoring o f HBV surface 
mutants could be a useful tool for HBV screening tests in blood donors and organ donors.
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Table I. Sequences o f primer sets used for polymerase chain reaction to amplify PreS/S 
genes o f Hepatitis B Virus.

Primer

I’reS gene
PSl

I’S2
PSlint
PS2int
Surtace gene
HB1
HB2
HB3
HB4
HB5
HB6
HB7
HB8
I'lIBSl
I'MBS2
RHBSI
RHBS2

Sequence (5’—>3’)

CCATATTCTTGGGAACAAGA
GGTCCCCAGTCCTCGAGAAG

GAACAAGAGCTACAGCATGG
AGAGGCAGTAGTCGGAACAG

TATCTTCCTGCTGGTGGCTCC
AATACCACATCATCCATATA
CCTATGGGAGTGGG
ACTTTCCAATCAATAGG
GAACAGTAAACCCTGCTCCG
CATCCATATAGCTGAAAGCC
CGTTTCTCTTGGCTCAGTTT
TGTACAATATGATCCTGTGG
GAGTCTAGACTCGTGGTGGACTTC
CGTGGTGG ACTTCTCTC A ATTTTC
AAATK.GCACTAGTAAACTGAGCCA
GCCARGAGAAACGGRCTGAGGCCC

Nucleotide Position

2826-2845

124-143

2832-2851

90-109

50-70
736-755
637-650
970-986
78-97
726-745
659-678
910-929
244-267
255-278
668-691
648-671
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Table II. Identification and Geographic Origin of 23 Samples with HBV Infection.

Point mutations
Isolate Clinical Origin Genotype Subtype 
name background

PreS (aa) S(aa)

HBOl
HB02
HB03
HB06
HB08
HB09
HBll
HB18
HB20
HB21
HB22
HB25
HB27
HB28
HB30
HB32
HB33
HB34
HB35
HB37
HB38
HB39
HB40

AH
AH
AH
AH
AH
AH
AH
AH
AH
AH
AH
AH
AH
AH
CH
CH
CH
CH
CH
CH
CH
CH
CH

Bahia
Bahia
Bahia
Bahia
Bahia
Bahia
Bahia
Bahia
Bahia
Bahia
Bahia
Rahia

Bahia
Rahia

Acre
Acre
Acre
Acte
Acre
Acre
Acre
Acre
Acre

A
A
F
A
A
A
A
A
A
F
A
A
A
A
D
D
A
A
F
A
A
A
F

adwl

adwl

adwA

adwl

adwl

adwl

adwl

adwl

adwl

adwA

adwl

adwl
adwl

adwl

aywl

aywl

adwl

adwl

adwA

adwl

adwl

adwl

adwA

A79L(GCA-^A)
I86T(ATC—ACC)

P49R(CCT-K:Gr)

S85P (TCC--CCC)
G02E (GGG^GAG), Y129H (TAT-CAT)

S61L(TCA—TTA), L109P(CTA-CCA)

HBV, hepatitis B virus; S antigen; AH, acute hepatitis; CH, chronic hepatitis; aa, amino acid
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FIGURE LEGENDS

Figure I: Rooted neighbor-joining tree o f 54 HBV isolates based on the nucleotide sequences 
of the partial S region (nt. positions 282 to 652) with a bootstrap values above 50% and using 
1000 bootstrap samples. The isolates named with HB are from this work. The other isolates 
are representative o f all genotypes (A to H) and are designated by their GenBank accession 
number. Samples from patients with chronic disease are demonstrated in box; Outgroup 
NC001896 (Woolly Monkey).

Figure II: Rooted neighbor-joining tree o f 35 HBV isolates based on the nucleotide 
sequences o f the partial preS/S regions (fragment o f 698bp) with a bootstrap values above 
50% and using 1000 bootstrap samples. The isolates named with HB are from this work. The 
other isolates are representative of all genotypes (A to H) and are designated by their 
GenBank accession number. The ** means that the maximum-likelihood P-values was 
highly significant {p < 0.001).

Figure III: Alignment o f predicted amino acid sequences o f envelope proteins, PreS region 
(aa 1-137), from 11 Brazilian HBV isolates, with chronic hepatitis (CH) and acute hepatitis 
(AH), and 8 GenBank sequence references. We used single amino acid letter code.

Figure IV: Alignment o f amino-acids sequences o f the partial small S gene (aa position 44- 
165). The first line is represented by the amino-acids consensus.
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A hepatite B ainda constitui-se um grave problema de saúde pública nos 

países em desenvolvimento, apesar da vacina está disponível em muitos destes 

países. O Brasil, por ter regiões de alta e média endemicidade utiliza na rotina do 

Programa Nacional de Imunizações uma vacina DNA-recombinante contra o vírus 

tipo 8 desde 1994 (FUNASA, 2002). O controle e prevenção da hepatite B se tornou 

indispensável, desde que o tratamento pode, muitas vezes, ser insatisfatóho. 

Atualmente, o uso de vacinas tem reduzido o número de portadores e protegido 

contra a infecção. Entretanto, tem surgido novas variações do VHB que podem 

influenciar no comportamento virai, levando a um escape do sistema imunológico e 

alterar a evolução clínica do hospedeiro (MORIYAMA et al., 1996).

A genotipagem do VHB e a identificação de sítios de mutações passou a ser 

de grande valor não somente para determinação da distribuição geográfica mas, 

também, para associações clínico-epidemiológicas. Várias questões emergem, tais 

como; a influência do genótipo do VHB na resposta terapêutica, que ainda não está 

clara, como no caso do VHC; os genótipos afetam o perfil da doença, como relatado 

em estudos recentes que sugerem que infecções com o VHB do genótipo C estão 

associados com a doença hepática mais grave, incluindo HCC, do que infecções com 

0 genótipo B (DING et al., 2001); pacientes brancos com o genótipo A tem maior 

chance de eliminar o VHB-DNA e tem melhor aspecto histológico em biópsia de 

fígado do que pacientes infectados pelo genótipo D (SANCHEZ-TAPIAS et al., 2002).

Embora o presente estudo não tenha focalizado a epidemiologia clínica desta 

virose, nós buscamos identificar os genótipos e estudar as variações genômicas das 

regiões pré-S e S do VHB. Com esta finalidade 40 amostras de soros de pacientes
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portadores do VHB, sendo 28 AgHBe positivos, provenientes de Salvador-BA e 12 

AgHBs positivos, provenientes de Rio Branco-AC, foram submetidas a detecção do 

VHB-DNA por Nested-PCR para as regiões pré-S e S. O baixo percentual de 

amostras detectáveis pela PCR, 57,5% (23/40), se deve provavelmente ao longo 

tempo de estocagem e possível degradação do DNA virai, não descartando a 

possibilidade destas amostras terem uma baixa carga virai.

O perfil genotípico do VHB identificado neste estudo, através do 

seqüenciamento parcial das regiões pré-S e S e análise filogenética é similar ao de 

outras regiões brasileiras, onde os genótipos A, D e F tem sido detectados (MORAES 

etal., 1996; TELES etal., 1999; SITNIK etal., 2004). Entre as amostras provenientes 

do norte do Brasil foi possível identificar a presença de três genótipos A (55,6%), D 

(22,2%) e F (22,2%), corroborando com alguns estudos prévios já realizados em 

populações daquela região (VIANA, 2003). A presença do genótipo F é consistente 

com uma população ameríndia (NAUMANN et al., 1993), onde o subtipo adw4 tem 

sido predominante nas regiões circunvizinhas ao estado do Acre como Chile, 

Argentina e Venezuela (ARAUZ-RUIZ et al., 1997).

Também identificamos na Região Nordeste, na qual temos poucos estudos 

dos aspectos genômicos do VHB, a presença dos genótipos A (85,7%) e F (14,3%). 

A ausência do genótipo E, originário do continente africano, entre as amostras 

provenientes de Salvador, um estado com uma população constituída em sua maioria 

por descendentes africanos, suporta algumas hipóteses sobre a recente emergência 

deste genótipo naquele continente (NORDER et ài, 1993; QUINTERO et al., 2002). A 

grande diversidade genotipica do VHB circulante no Brasil pode ser explicada pela 

diversidade racial de nossa população, formada por europeus e africanos onde os
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genótipos A e D são comuns e sua posterior miscigenação com os nativos 

aborígines, onde o genótipo F predomina.

Mudanças no genoma do VHB tem sido encontradas durante a infecção virai 

crônica: estas mudanças incluem mutações e deleções nas regiões pré-S/S que 

codificam as proteínas virais do envelope do VHB que podem causar variações dos 

epitopos virais com implicação nos processos de neutralização virai pela resposta 

imune e consequentemente com implicações no aparecimento de diferentes formas 

clínicas da virose (MCMAHON et al., 1992). Mudanças nos aminoácidos da região S 

se devem a pressão seletiva, devido ao fato da existência de ORFs sobrepostas e 

ausência de sítios sinônimos na maioria das sequências codificadoras, e podem 

ocorrer como forma de evasão imune (SIMMONDS, 2001).

A significância de muitas destas mutações permanecem por serem 

entendidas, algumas podem conferir vantagens de sobrevivência ao vírus mutante 

sobre o vírus selvagem, escapando da resposta imune ou melliorando a replicação 

virai (CHISARI & FERRARI, 1995). Estudos recentes sugerem que tais mutações 

podem ser selecionadas durante o curso da infecção crônica por dispararem a 

replicação virai (HAMASAKI etal., 1994; SCAGLIONI etal., 1997).

Mutações dos nucleotídeos nos genes pré-S e S, os quais expressam 

diferentes proteínas de superfície, tem aumentado tanto espontaneamente quanto 

após tratamento com Interferon ou vacinação; e acredita-se que estas mutações 

estão relacionadas a um mecanismo de escape do sistema imune (KIDD- 

LJUNGGREN, 1996). Sítios importantes tem sido identificados na região pré-S, 

incluindo o promotor do principal AgHBs, epítopos para células T e B, e sítio para 

ligação do VHB aos hepatócitos (HOWARD & ALLISON, 1995). Deleções nesta 

região podem afetar a replicação virai, resultando em infecção crônica devido ao
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escape do vírus à vigilância imunológica (CHEN & OON, 2002). A análise das 

seqüências de aminoácidos da região S identificou a presença de uma mutação 

L109P, localizada dentro da alça imunodominante (aa 101-163) em uma amostra do. 

genótipo A proveniente de um paciente com a doença crônica (HB38), mutação esta 

que necessita de uma melhor análise e busca de correlação com a evolução clínica 

do paciente.

No presente estudo não detectamos a presença de mutações na região do 

determinante “a” (aa 124-147) e do sítio de adesão ao hepatócito (aa 21-47) 

(NEURATH et al., 1986). Entretanto, mutações pontuais foram encontradas na 

região Pré-S, sendo uma em amostra proveniente de paciente com infecção crônica 

portador do genótipo A, G02E e Y129H. Estudos prévios tem demonstrado uma alta 

prevalência de variações na região pré-S2 do VHB em pacientes com infecção 

crônica (SANTANTONIO et al., 1992). Também identificamos uma mutação no 

CCAAT box , elemento regulatório da região promotora do gene S em uma amostra 

do genótipo F originária de um paciente com infecção crônica. Além disto, através da 

análise filogenética, foi identificada uma alta similaridade entre a seqüência desta 

amostra e a de uma outra amostra do genótipo F (HB03) originada de um paciente 

que teve uma infecção pelo VHB aguda, evoluindo para cura e eliminação do DNA 

viral. Isto é compreensível, porque variações nesta região do genôma viral está 

associada a uma fraca expressão do AgHBs (TORRE & NAOUMOV, 1998).

As análises filogenéticas permitiram fazer correlações do perfil genômico de 

nossas amostras com outras provenientes de todo o mundo, tornando possível a 

identificação de seqüências similares já depositadas no Genbank. Duas de nossas 

amostras do genótipo D, positivas para o AgHBs, foram agrupadas com seqüências 

de isolados Italianos (Genbank X65257/X65258), na qual temos AgHBs negativo e
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positivo com doença hepática crônica. Este achado é revelante para a saúde 

pública, pois podemos ter vírus com estas características circulante em nossa 

comunidade e os pacientes infectados pelo VHB que não expressam o antígeno dé 

superfície podem escapar á detecção pelos testes sorológicos utilizados na rotina 

laboratorial.

Com as seqüências obtidas da região S foi possível realizar análises 

filogenéticas e avaliar mutações pontuais, mas não dispúnhamos de dados 

suficientes para fazermos inferências á evolução da doença. Assim sendo, os 

nossos achados evidenciam a necessidade de programas de vigilância molecular 

que respondam questões como a prevalência de mutações relacionadas a 

específicos genótipos, evolução clínica e, em longo prazo, o impacto da vacina 

sobre os vírus circulantes. O monitoramento epidemiológico-molecular dos mutantes 

de superfície do VHB pode ser uma ferramenta importantíssima para testes de 

detecção do VHB em doadores de sangue e órgãos, tendo assim grande impacto 

nas políticas de saúde pública.
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VII. CONCLUSÕES

• A genotipagem das amostras provenientes de Salvador-Bahia, 

identificou o genótipo A em 85,7% e o genótipo F em 14,3%.

• Entre as amostras de Rio Branco-Acre, foram identificados os 

genótipos A (55,6%), D (22,2%) e F (22,2%).

• Com as seqüências obtidas das regiões pré-S/S foi possível realizar 

análises genômicas do vírus, e identificar alguns sítios de mutações, 

que podem estar relacionados ao processo de evolução clinica da 

infecção.

• A análise filogenética com parte da região 3 nos permitiu genotipar as 

amostras, mas as análises realizadas com a região pré-S + S nos 

ofereceu um resultado mais robusto e mais discriminador.
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Genotypic distribution of hepatitis B virus in the Czech 
Repubiic: a possible association with modes of transmission 
and clinical outcome
Laura Krekulova^’̂ ', Vratislav Rehak*^, Hermes Pedreira da Silva Filho‘',
Miroslav Zavoral® and Lee W. Riley^

Original article 1183

Objective  The relationship between hepatitis B virus 
(HBV) genotype with disease or treatment outcome is 
beginning to be characterized. However, the link between 
genotype and disease transmission route has not beerK  ̂
closely examined. We addressed this question in high-risk 
populations in Prague, Czech Republic.

Design  Patients with HBV infection were consecutively 
recruited into the study at an outpatient clinic between 
June 2000 and March 2001. Their serum samples were 
analysed for HBV S gene segments by polymerase chain 
reaction (PCR) test. The amplified product sequences were 
compared to those of known HBV genotypes. Patients 
were evaluated for other virus co-infections, and parenteral 
and sexual exposure histories.

Results Of 57 consecutively recruited patients with 
evidence of HBV infection, 45 (79% ) had PCR-detectable S 
gene sequences. Only genotypes A (n =  33; 73%) and D 
(n =  12; 27%) were found. There was no difference in the 
development of chronic infection between the two 
genotypes. Of nine patients co-infected with TTV, all were 
infected with HBV genotype A. There was a trend towards 
an association between number of lifetime sex partners 
and genotype A but not genotype D.

Conciusions  In Prague, the number of HBV genotypes 
appears to be limited compared to other northern 
European countries, suggesting that the virus has recently 
spread in the high-risk populations. While a large 
proportion of HBV infections occur in intravenous drug 
users, a subset of HBV genotype A may be transmitted by 
sexual contact. An HBV subtype may influence modes of 
transmission of HBV. EurJ Gastroenterol Hepatol 
15:1183-1188 © 2003 LIppincott Williams & Wilkins
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Introduction
More than 350 million people in the world me 
estimated to be chronic carriers of licpatitis B virus 
( i l i U  ) [1|. In the (//.cch Republic, 500-600 cases ot' 

hcp'.iriris B arc notified ;innu;.iiiy |2|. Althoujih the 
incidence h;is steadily decreased over the last 20 years, 
[Xirrly due to screeain;i proii,ranuncs Tor blood supply 
inirodnced in rhe late 1970s, and partly due to vaccina­
tion pro^riiinines tor hiKh-risk groups over the last 15 
years, hepatitis B lemains an import.ant causc of 
ntorbidity and murtalicv in the (J/.ech Republic. In 
IV % .  based on a siin ey perrormed by che O .eeh .Srurc 
lii.srirute of I lealth, ciie seroprcvalence of hepatitis B 
snrface ;nititi;cn (lIB sA jO  was 0.7% and t.he prevalence 
of anri-!K.-jiatiris B corc antii'en ( I l l ic )  was 5% . In 2001, 
457 new cases of aciirc I I15V were reported in the

G<) 1X 'C r.:003 L.ippini'oU V'.'iiliiwns & WtlKiiis

entire (J'/cch Republic, and ar ica.st 2S% (>[' tiu’in were 
related to intravenoiis drug nse ( i l ) l j )  [2]. T h e  increas­
ing; practice of IDU in the last 10 years has contriiSnred 
to a rapid increase in the inciiience of both IIBV’ and 
hepatitis C virus (MCJV) infections among certain 
segments of the population. I'he rccent rise in i l )U  
within tlic (l/.ech Republic has established a new jiopn- 
lation into which I1I5\ has scu'ead. T h is  lias (vfl'ei'cd a 
uniqiie «pportunicy to study the distribution and ep i­
demiology of I lliV strain types in the (.'zech Rei'iiblic.

HBV" genotype distribution in the ('/ .eeh Republic has 
not been studied to date. 1 IBVs are currently subtypeiJ 
based on nine surface antigenic (MBsAg) determinants (f/ytvl. <'/vs'.2. ay:i\\ ay’s?--!, a\r. a<k£.i, f/rlni* andadi'q—) (.̂ 1 and I IB\' genotypes arc donned by niiclco-
DOI 10,1Q97/01 irif-n 00000f)r>.18-1.1 ?.)07.ob
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lidc scijiKjiicc divcr,i<(jiK'c ill ti)c entire .sicnomc of more 
dian or sctiucncc diversity in tlic A'-gcnc region of 
more di;ni 4.1% [4,,S], Seven genotypes (A to G) have 
s(i fiir been identified [5,(>1, which vary in their gcogra- 
phiciii tlistribiiuon. ( ienotype A is widely distributed, 
)ired<)min.irini!; in northern Knrope, North America and— 
(k'utral Africa, while gencjtypes B and Cl are found in 
casicrn Asia and the Far l^ast, and jienorypc I)  is 
pandemic, ( ienotype iC is reported in Africa and 
si;en(>typc !■' is (bnnd in Aboriginal populations in the 
Americas Most recently, genotype (J has lieen
IdiiiuI among samples from infected persons in 1‘rance 
and the l .'SA l(.l.

I ll'\  is ass(H'iatcd with a wide range of clinical 
inamrcslalions. from aiaite self-limiting hepatitis to 
riilminanf liver faihne. Those W'ho develoj) ehrottic 
mlccimn arc. al risk lor progression to cirrhosis an<I 
hcpatocclliilar carciiKinui ( IK X l) .  ('hixmic infection oc­
curs in <■)()% of isifants infected at birth, 25--.SO%' of 
( InkJrcn infected at I- S  years of age and abotit 2 
of persons infeeted as older children or adtilts (8],

Patients and methods
study population
Informed consent was obtained from all stibiects to 
participate in this study, and the clinic's human sub­
jects comm ittee approval was obtained prior to tlie 
initiation of the study. All study participants were 
citizens of the Clzech Republic, permanently  residing in 
I'rague and older than 15 years, whose setiirn test was 
positive for HBsAg. The study was conihicted at an 
outpatient clinic, which sees about .' (̂K)O patients each 
year. All |)utieius visiting the clinic between Jime 2000 
and March 2()()1 who tested i^ositivc for IIBsAg were 
consecutively recniited into the stiuly. T h e  )>atienrs 
were either referred to the clinic from other healtli. c;ire 
units bccause of symptoms or laborator\ rest abnormal 
ities consistent with hepatitis, or thcv were self-re- 
fciTei.1. 'The diagnosis of infection w'itli IIBV was based 
on serology as tiescribeil below. None of the patients 
was on antiviral treatment (interferon, riliavirin. aman- 
tialinc, lamivndine) at the time of senim sample collec­
tion.

Wliilc the association of certain HC.'IV genotypes (parti­
cularly genotype 1) with poor therapeutic response is 
widely obscrvcti, such an association is only beginning 
t(i he studied with liBV. Several recent reports have 
stiggesred the possible association of certain IIBV 
genotypes w'ith che developrneut of cirrhosis and I ICG 
19-I4j. In a large recent study of hist()pathologieally 
pto\'cn chronic iIBV-infected patients in India, geno­
types .'\ and 1) were foimd to be prevalent in patients 
ivith chronic liver disease, but genotype I) vvas signili- 
cantly associated with a more severe hisri)logical activ­
ity index (ll.-M) including HC.XJ

Ocher reports discuss the possible association of treat­
ment outcome with MBV genotypes. Repon;s from 
Taiwan and Japan stiggest a lower resjionse rate to 
irueri'eron treatment in patients infected with genotype 
f : ( i5 i .

.Another new (iiiestion related to IIBV is the relation­
ship between genotypes and modes of iliseasc transmis­
sion. .\mong adults, sexttal exposure to an infected 
jjaniier or multiple partners and IDl? accomit for a 
hirgc majority of IIBV transmissions. T h e  recent estab- 
lislintent of a new, high-risk population of yotmg and 
iclati\'cly liealthy inrravcnoiis drug users and spread of 
IIBV infection into this group has provided us with an 
opportimity t;o cxanu'nc the relationship between the 
rciutcs <'f IIBV transmission and disease outctjine with 
specific MBV genotypes. In this study, wc characterize 
tile genotypic distribution of Hf-iV strains circulating 
among the infected population in Prague and report 
risk factors, rnoilc of transmission and disease outcoinc 
associated with IIBV genotypes.

Clinical laboratory tests
Serum samples were tested in J’rague f(>r liver' bio­
chemical protiles, including serum alanine ami!u)traus- 
ferasc (ALT), aspartate amittotransferase (AST), 
bilirubin and routine biochemistry profile at the time of 
saitiple colleetion. The reference range used in this 
study was 0.17-0.78 j.ikat/i for .ALT, 0.16-0.7« fjkat/1 
for A ST and up to 17 ftmol/l for bilirubin; levels above
0.78 jjkat/1, 0.72 fi,kai;/l or 17 pmol/'l, respectively, were 
considered abnormal, 'I 'he diagnosis of viral hepatitis B 
vvas ba.sed on commercial, enzym e-linked imnumo- 
sorbent assays (I'^LISAs; .Vhjnolisa AgllBs Plus and 
.Monolisa an til lB s .xO BioRad, .SA, Paris, h'rance). I'he 
diagnosis was confirmed by the detection of Il liV  DNA 
using a hybridization assay (Dygene HBV IX\'.A Hvliri- 
dization .'\ssay, Abbott, .Abbott Park, Illinois, luS-X) for 
some of the samples. Serological i;ests for hepatitis A 
and (' w'ete performed in each case (using IT-ISA; 
hepatitis A virus [II.AV] IgM assay; IlAV total assay; 
and Monolisa anti MCV Plus vers 2, BioRad). b'or those 
samples vvith reactive anti-M(.A’ antibody the hcp;ititis 
C infection status w’as confirmcil witli reverse transcrip- 
tase-polymerase chain reaction (R T-PC H ) for IK A’ 
RNA (Roche .Ampiicor, Roche .VIolecular Systems. Inc. 
Pleasanton, California, L'SA). HIV infection status was 
assessed jn all participants l)v LLISA ((jenscrccn, IIIV- 
1/2 vers 2. BioRad).

Patients recruited into the .study were followed pro- 
spectively at the clinic until recovery, which was 
defined as persistently normal liver fimction tests 
(!J-'''rs> and the developm ent of an antibotly against 
HBsAg. Study subjects w'hose HBsAg rcmainetl de lec t­
able for more than (> months were considered to have
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i.'hionic 1II5V infcctioH. 'I'hose who developed chronic 
l l lU ' were folldvvcil indeiinitcly,
I he l’( 'R  (cchi(ir|iic lor dorccrion oF IIBV DNA \v;is as 
I'lilldws. Scruni s:ijii))lcs collcctcd prospcciivoly I'roin 
June 20{i{) to Marcli 2001 were stored at -70''C> prior to 
iestini.' in order to ininirnize viral DNA degradation. Al) 
sera were shipped on dry iec to the University of 
( lalifomia, iictkolcy, where the niolectilar biological 
resting for this study was performed. All samples were 
analysed under similar conditions in a donble-blinded 
i'iishion.

T h e  amplified DN A  fragntcnts were purified with the 
y iA i|t i ick  l’(JR purilication Kit (Oiagen. Valencia, 
( 'alifornia. USA) and se(|nciieecl in both ilireetions by 
(.lidcoKyrnicleotide eliani lermiir.uion tcai iions wiili the 
AlU I’rism 310 ("icnctie Analyzer (I’erkni lOlnier (.’oip., 
l"'6stcr City, California, USA). T h e  sequences were 
cornpareti to prototype HBV genotype scqiieaces de­
posited in G enBank by DNA.SIS softw'are (llitaehi, 
SourJi .San Francisco, California, USA). T h e  accession 
num bers of the sc(]ucnccs used were as follows: 
AF160.SÜ1, Ii)8S05, M.S4923, X65259. X701.S.S, X7.S65S, 
and X75M>4.

\  iral DN.A was extracted from 100|.il aliquots o f sertun 
«'ith the silica particle puriiication method dcscribcd 
previously by Boom ct at. |H)|. lixtracted DN A  vvas 
immediately iirocessed. 'I'lie S region of the MBV was 
chosen as a target of PCiR amplification according to a 
previously published method |/>|. Tw o overlapping 
segments spanning the entire se'jiicnee of the S gene 
were ampliticd by P(!;R with primer pairs HB1-HB2 
and l lB .i-HB4 ('i’alile ]) [17], T h e  first amplification 
was performed in a volume of 2() |.il CMintaining .5 j.il of 
the cxtractcd D N .\,  lO.X 'I'aii polymerase buffer 
(.SOOmM KCJl, 100 mM Tris-MCl and l.S mM M gC l’), 
200 I each d N ' r i ’, 2..5 m.Vl MgCl:, O.t }iM prin,icrs 
and !,2,Sli ,\mpli7>/.'/ r.)NA polymerase (Applied Bio- 
systems, Foster City, Cilalirurnia, US.A). T h e  mixture 
was heated to ^)5''C for .'i min followed by 40 cycles 
cacli i.()nsistiiig of y 4 ’C for .>() s, 60''C for 30 s anti 11%'. 
for 2 miii, with a final extension at 72‘"(' for 7 min. A
2 111 aliiiuor of the lirsr PCR product was then used in a 
nested I’CR siep with che internal primer pairs IIB.^- 
1IF>6 for the 11B1-HB2 amplification or 11B7-HB8 for 
the lfB3-HB4 ampliiication. T h e  nested PCR was 
)>erformed in 40 pl under the same condition as the first 
reaction, with 1 jjM  of each primer using 3.S cycles. 
.Amplified products were subjected to i.5% agarose gel 
clccrrophotesis in IX 'I'ris borato-KI )TA buffer, stained 
with cthidium bromide, and visiiali/.ed by LA' transillu- 
inination. /\ 100 bp ladtler (f'iibco liRL, Grand Island, 
New \'ork, L̂ S,A) was used as a molecular size marker 
in each gel.

Table 1 Primers used for detection of the S region of HBV DNA

PiifritM'f; Po£;ilit:(n Sftquence {6 '-3 ')

HBI
HB2
HB3
I-1B4
M35
HB{5
HB7
IIE8

5 0 -7 0  
'/3 6 -7 5 5  
837-S 50  
S7Ü-986 

7 8 -9 7  
726 -7 4 5  
659-67Ü  
9 1 0 -9 2 9

TAT CTT CCT GCT GGT GGC TCC 
AAT ACC ACA TCA TCC ATA TA 
CCT ATG GGA GTG GG 
ACT TTC CAA TCA ATA GG 
GAA CAG TAA ACC GTG CTC CG 
CAT CCA TAT AGC TGA AAG CC 
CGT TTC TOT TGG CTC AGT TT 
TGT ACA ATA TGA TCC TGT GG

Epidemiological analysis
.After .giving their informed consent, patients enrolled 
into this study were interviewed and a standardi/ed 
questionnaire .soliciting information about their possible 
risk factors, exposures and behaviotnal practices was 
completed. In atldition to their demographic character­
istics, tliey were asked specifically about possible 
parenteral exposure history and sexual practices and 
preferetices ('Table 2). Only those |)aticnts whose 
(iuestionuaires were completed  properly aixd only re­
sponses given l)v more than 00% of tlie })aricurs weie 
included in the analysis.

Table 2 Demographic, laboratory and epidemiological features of 
patients with HBV infection in Prague, Czecfi Republic, by HBV 
genotype A and D (n  s; 4 5 )

Charaoleristic Genotype A Genolype D Total’

Gender
Male 25 7 3C>
Femaie 8 15 13

Age {years; mean) 31,1 26.4 8
ALT »}ikat/i; mean) 5.6 7.0 fc.O
Anli-HAV IgG positive 9 1 10
Anti'HCV antibody positive 8 0 8
TTV DNA detected by PCR 9 0 9
Acute infection 15 5 20
Chronic infection 18 7
Use of intravenous drugs

Yes 18 5 23
No 15 7

B-'ood transfusion
Yes 1 Î 2
No 23 10 33

Surgery
Yes 13 4 }?
No 12 7 19

Haemodialysis
Yes 0 0 0
No 24 ) ! 35

Tattoo
Yes 3 0 3
No ‘22 1 1 33

Body piercing
Yes 6 3 9
No 19 8 27

Number of lifetime sex partivirs
0 1 0 1
1 -2 2 3 4

10 f> 16
> 5 13 4 17

T'lii pnmtii were bftyod on Ihe sequftncG of proiotype DNA
AP4610-13 (gi; 18252589). '■’'Indudos ihe number of patients >vh'.» !et;pon<led lo  lh‘ t que;-.:!.)!).
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Statistical analysis
Laboratory and epidemiological inforrnarion wa.s ana­
lysed liy I'-pilnlb version 6.04 (('DCI, WI IO), Dichoto- 
nions variables were eornparod by chi-squared or 
I 'isher’s cxact tests, ('onrimioiis variables were com­
pared by the Sriidcnt’s /-rest: or Kniskal-Wallis rest. 
DiiTereiices in levels of exposure were compared by 
rhc cln-s(|nared rest; i'or trend of ordered data ( R l D r D  
(liSj. .\li P values were based on two-sided rests.

Results
liccween .lune 2000 and March 2001, SI llJisAp;- 
posii:i\e paiienrs were consecurively enrolled ini;o the 
stikly, of vvhont 42 were men (74%) and LS were 
women. I 'he mean a*ic was 28,6 years with a median of 
21 vcLirs (ran,t;c IS -77  years). ' I ’he mean afi;c of the men 
\sas 2‘),7 years (ranu;e 17- 77 years') and rliar of rhc 
\' ()iiu:n was 2S.(i years (ransic IS..,SI years).

Siaiiin samples front cach jiarienr were resred for the 
picscnee of 1IIU‘ DNA liy a I’C k  test as described 
above. IIHV D . \ . \  was tletcerablc in 47 (82%) of rhc 57 
parricipanrs. I'he temainin.i; iO paiiienrs had iindcrect- 
ablc IIBV D.NA, which siii '^ested absent or very low 
levels of viraemia ar rhc rirne of enrohnenr. O f  the 47 
I IP»V-positi\’e patients, we were able to {ienorypc 45 
samples by .sequencing (the PC R  product signal vvas 
too weak from the remaining two samples for scqucnce 
analysis). T hese  45 samples comprised two genorypcs: 
,1,'̂  of gcnoty])e A {"?>%) and 12 of genotype D {H7c) 
(Tal)lc 2). Men comprised 25 (76%) of rhe ,33 genorypc 
A-infected patients and seven (589? ) of the 12 genotype 
D-infected padents. 'I 'he mean age was 31.1 years 
(range 15-77 years) for r.hose infect;ed with genorypc ,A, 
and 2().4 years (range 17-49 years) for those infected 
vvith genotype D.

O f die 47 patients, 46 (98%) were tested for the anti- 
n . 'W  Ig() antibody and 14 (M>%) were positive, 
suggesting that these patients also had previous hepati­
tis A infection. O f  47 I IBV’ DNA-positive samples, 11 
tested positive for the anti-1 K'A' antibody: o f  these, 
four (36/T) were also fomid to be positive by R'l'-l’C ii  
for IK'V. .Ml foin’ MBV/llCA' co-infected samples 
belonged to patients who admitted injecting drugs. O f  
45 patients infected vvith known IIBV genotype, all 
wcic tested for the presence of T T V  infection. N ine 
j^aticnts (20%) were infectetl with 'T'TV, ail of  them co- 
infcctctl with IIBV genotype A,

•Ml ol' tlie patients whose initial diagnosis was based on 
llBsAg were followed iirospcctively ar the outpatient 
clinic. O f  33 |iatient,s infected with genotype A, 15 
(45%) had acute symptomatic disease with ctdnplete 
seroconversion dining the follow-up period, while 18 
(5,s%) developed chronic tliseasc, as definctl by persis­
tence oi' llBs.Ag for more than 6 months of follow-np.

O f  the 12 patients infeeted with IIBV genotype D, five 
t'42%) had actn;e disease while seven (5<S%) developed 
chronic infection. Thus, there was no difference in the 
frc<iuency of developm ent of chronic infection in p a ­
tients between the two genotypes.

,A.mong those who were cnri>llcd in the study, 30 (53%) 
admitted citrreru or past nsc of injectcd drugs. O f  45 
patients infected with known MliV genorypcs, 2,i 
(51%) g a \e  a history of ID L , O f  these 23 patients, 18 
(78%) were infected vvith genotype A and five with 
genotype D  (Table 2).

I'here vvas no relationship betw een  the particular IIBV' 
genotype infection and any of the follow ing risk factors: 
history of blood transfusion, dialysis, major surgciA', 
tattooing or botly piercing, Ilowcvcr. genotype A 
showed a linear trend Avith increasing mim ber o( life­
time sex partners, wliorcas gcnotv|)c D showetl no sui. h
relationship. Among those who rcportctl 1..2, 3 ..5, or
■>5 lil'erimc sex inu'tners, tv\'o {>>'/!), 10 ( 10%) ,  and 1.̂  
(52%) were infected with genotype A, respccti\cly, 
wherea.s two (18%), five (46%), and fonr (3i>%) were 
infecred vvith gcnotvpe 1). respcctivch ( / '  =  0.315, 
RIDLl')  (Table 2),

Discussion
' I 'he prevalence of genotype /\  in Prague f(>und in this 
study is similar to other observations from ntirthvvcstern 
Europe, bur the relative genotype uniformity and 
absence of genotypes other than A and D is atypical. In 
Belgium, genotypes A and D were reported i:o account 
for 61% and 30% of MBV infections, respectively, but 
additional genotypes (B and li) were found |19|.  In 
Krance, multiple genotypes were also detected , includ­
ing the newly identified genotype ( i  |6 |, In an ongoing 
multicentre study in rhe US.A, all seven genotypes were 
found: genotype ( '  was the most common (,34%), 
followed by A (,W%), B (21%), D (9%.), and L, F and G 
(1% each) |20j. T h e  limited distribution in I’ragtie is 
consistent with the idea that the.se genotypes have 
rcccnrly spread to high-risk subpopulations, possibly 
due to increasing IDL^ over rhc last decade, I'liis IIBV 
distribution is similar to the MCV distribution observed 
in I’rague, where genotype 1 accounted for 97% 121], 
liCJV subtypes other than lb  were unusual in the city 
in both ID L  and non-ID L  populations |211,

Several recent studies suggest a possible association of 
IIBV genotypes w'ith a defined clinical outcome, (icno- 
tyi 'e ( '  was reported to lie associtued with more severe 
liver injury, librtjsis iind tendency for more severe 
milanunation (221. In Asia, genotype (J was alsc.i 
reported to l>e associated with higher IIBV DN.A levels 
as compared to genotypes A and D and w'irh more 
extensive liver damage [11]. 4 'he  association of geno­
type B with the developm ent of IKXJ in [laticnrs
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yniiificr than 50 yciirs in I'aivvan was ticscribcd by Kao ft a!. 112!. Ill cdiurast. i^cnocvpc C IIBV was found to 
l)c closely associated wiih rhc dcvclojimeni; of H(X.' in 
Ja|i;in at any a;j;c, and genotype I) \\as associated with 
li(X ; in India il(),13|. One study from Swit/.crland 
lonnd a p(issi‘)lc relationship between l i l iV  gcni)type A 
and tlie ilcvclopjnent of clironie disea.se. IIBV jienotypc 
1) was ibtnul to be more prevalent atnon« patients with 
resolving aeiitc hepatiti.s B 123].

!n uur study population, the high proportion of chronic 
!IB \'  infection may have been becausc some of the 
pan'eiits were referred to the study clinic with already 
cstabiishetl chronic tlisea.se. ' I ’he patient selection cri­
terion was based on the prcsenec of tJHsAg. We found 
HO difference in rhc frccjueney of dcvcl<jpmcnt of 
chronic disease witii «genotype or 1) infection. How­
ever, we also exaininetl the possible relationship be- 
r\ve<.:n MBV genotype and mode of transmission. Since 
IIBV is jiredominantly transmitted parenterally and by 
sexual contact, we wished to detertnine if these distinct 
g;cnotypes were dependen t  on specific modes of trans- 
niissioii. In tlie ( / /cch  Republic, after introdnctitjn of 
routine scrceninfi for MBsAg in the late 1970s, almost 
all parenteral MBV transmissions occurred by IDU. 
Ilovvever, for a stilistantial pro|)ortion of all IDiV cases 
(abi;iit such a history is not obtained. Most
I'aticnts infeeted with HBV who denied ID U  also 
denied a history of o ther possible parenteral exposiircs. 
including blood transfusion, haeniodialysis, surgery, 
tattooing or piercing. While not statistically significant, 
the iirevalence of genotype A but not genotyi>e D 
correlatcvl with an increasing num ber of lifetime sex 
partners. Interestingly, our linding of MBV genotype .A 
an(.l T 'lV co-infection finther supports this possibility. 
Our i)rcvious report found that sul)ieets who reported 
more than five lifetime sex partners were significantly 
more likely to be infec!;ed with 'I 'TV than those with 
fewer or no Hfetime sex partners [241.

in the present sttidy, all of the I ll5V-infected persons 
wiio were co-infecred with 'I'MA’ were infeeted with 
ilHV gcn(>type A. ('Two of the strains from T T V  co- 
infected persons were lOO/f identical. These two pa­
tients iiad no epidciniological linkage, and the samples 
were collected 14 months apart.) Altiiough the num ber 
of stiuly participants is small and the difference is ttot 
sta.tistically significant, this observation may suggest 
that different MBV genotypes have different routes of 
transmission. T h e  small sample size of this study could 
have contrihuicd to tlie lack of a statistically significant 
association between gcnotvpe A strains and sexual 
transniissioii. Nevertheless, this study introduces a new 
idea that should be explored further with a larger 
sample si/e study. Identification of a subset of HBV 
strains tliat are more likely to be transmitted sexually 
mas Icavl to an iniprovemcnt in prevention of MBV

infccti(;ns, such as altering vaccine design to interrupt 
such modes of ttansmissiori more cfficicntK .

Acknowledgement
We thank Ivan Krekule PhD  and ( ’.ecil II. I locky for 
lielpful criticisms and suggestions. We also thank 
Patrick Killoran and Nora Matlrigal for technical assis­
tance.
C o n f lic t  o f in te re st
None (icu:!,ircj.

Authors* contributions
Krckuios’a, Rcltuk, Z;i.M>iVil die frivilim icti p.uirr.i rct.riiit-
nicru, arui c'tllccttui K icku)o\a. .md Rilcv cc iK ln i’Cii tht.‘
^rcfioiyi'c Krckul-)\;i and K iic\ liu.- daui luui vvioit* vIk '

References
t Kane M. Global stratecjies lor liie  control of hepatiiis B. \r\: 2u(;k(?irriar) AJ 

(editor): Pieveniion o l Hepofuis B. Lofidcm: Royal Co!i«ge of Piiysici-inEi: 
1996, pp. 8 7 -9 6 .

2 Krekuiova L, Rehak V. Viral Hepalitis. Piovention, Oingnosifi i^nd Treai- 
m eni 2nd ed. TriJon; Prague; 2002.

3 Courouce Pauty AM, Leniaiie JM, Roux JF. New hepatitis B suriat. e 
antigfii-i subtypes inskie the adcate<jory. Vox SmKujinis 1978; 36. 
3 04 -3 0 8 ,

4 Okamoto H. Tsuda 1“, Sakugawa H, Sastrosoewignjo Rl, irr>ai M,
Miyakawa Y, Mayumi M, Typing hcipatitift B viruj:. by homology in 
nuoleotido sequence: tX)mpanson ot «urface anticjen aui>typ«f». J Gen 
Virol 1988; 69:2575-2583 .

5 Norder H, Courouce AM, Magniiii; LO. Cornplele genomes, phyiogenetic 
relaleciness, and «tructural proteins of six stiahv:, of the hepatitis B virus, 
four of which lepresenl two new genotypwK. Viroloqy  1994; 198: 
489-i>03.

6 Stuyver L. De Gendt S, Van Geyt G, Zoulim F, Filed M, Schina-ii RF, 
Rossau R. A new genotype of hepatitis 8  virus: complete genome and 
phylogenetic relatedness. J Gen Virol 2000: 81 :67~74

7 Kidd-Ljunggren K. Variab;!ily in hepatitis 8  virus DNA; phylogenetic, 
epidomiologic, and ciinical implications. Scand J infect Ois 1996; 
28;111~116.

8 Mahoney FJ. Update on diagnosis, management, and prevention of 
hepatitis B virus infection. Clin Microbiol Rev J999; 12:351 -3 66 .

9 Margolis HS, Aiter MJ, Hadier SC Hepaiftis B: evolving epidemiology 
and impiications for controi. Seivin Liver Ois 1991; 11:8 4 -9 2 ,

10 Thakur V, Gupian RG, Kazim SN, Maihotro V, Sarin SK. Profile, spectrun^ 
and Significance of HBV genotypes in chronic live' disease piitlents in ihe 
Indian subcontinent. J G asiroentero l H epato l 2002; 17 :165“  1 70

11 Lindh M, Hannoun C, Dhilion AP. Norkrans G, Horal P. Core promoter 
mutations and genotypes in relation to vlrai replication and liver damage 
in East Asian hepatiiis B virus earners. J Infccl Dis 1999; 179:775-782.

12 Kao JH, Chen PJ, La! MY, Chen DS. Hepaiitis B genotypes correlate with 
clinical outcomes in patients with chronic hepatitis B. Gasifocnierohgy 
2000; 118:554 -559.

13 Fujie H, Moriya K, Shinlani Y, Yoisuyanagi H, lino S, Koike K, Hepatilis B 
virus genotypes and hepalOGeliular carcinonia in Japar .̂ GasiroarUerohgy 
2001; 120:1564-1565.

14 Ding X, Mizokami M, Yao G, Xu B, Orito E, Ueda R, Nakanishi M. 
Hepatitis B virus genotype disiribulion among chroiiic hepatitis B earners 
in Shanghai, China. Intemro! 2QQ^ : 44 :43"47 ,

15 Kao JH. W u NH, Chen PJ, Lai MY, Chen DS. Hepatitis B genotypes and 
the response to interferon therapy. J Hepntoi 2000; 3 3 :9 9 8 -}  002.

16 Boom R, Sol CJA, Salimans MMM, Jansen CL, V';erth<?im-van Dillen PME, 
van der Noordaa J. Rapid and simple tnethod tor puniication oi nucieic 
adds. J Clin Microbiol 19S0; 28 :495 -503 .

17 Koibushi T, Nakamura I, Nojiri N, Nakajima K, Juj! T, Iwartioto A. Shitting 
in geriotyp« trencfs ot hepalitij> B virus in Japan iAi)sira(it 588). Ai/stnicta 
of 'tho IDSA 3Bth Annual Mooting. New Oiloanf:^, 2000. p, 142,

18 Flfiiss JL. Sw tis iia i! Mc'ihod:-:i for R ij’es and Profjorlions. 2nd ed. Now 
York; Wiley; 1981.

19 Liu HF. Sokal E, Goubau P. W ide variety oi qeni>types and geographic 
origins of hepatitis B virus In Belgian chih;iren, J Ped Gfisfrryenterol Nuir 
2001; 32:274 -277,

20 Lok ASF, Chu C i. Ci'nical signiticance r)f hep.'ifitt;:  ̂ B vin.i:-) genofyiK's. 
HepfHohgy 2002; 35; 1 27-1 -  1 276.

.i.r ufi'ii i'} ^jppincott Vvilliams & Wilkiiis. Unauthorized reiiroduction of th;s„grric>-:



1 188 European Journal of Gastroenterofogy & Hepatology 2003, Vol 15 No 11

1 Kiekulüvs L, Rciink V. Madnriol N, Johnson M, Kilioran P, Riley LW. 
Geoolypic and niiidemiolotjic chai;ir,li>rislics of hepalitii, C virus infoc- 
!ions rtmonij rficnnl injuction drug usoi arid nonuser populations C/iVi 
/ri/'-ci D/s aOOl: 33;M 35-1*138.

2? Lindh M, Horal P, Dhillon AP, Norkrans G. Hepatitis B vhu» DNA leveis, 
preoore mulaiions. yenolypes and histoloyical activity in chronic hepatitis 
B, J Virai Hepiilith' ioOO; 7:2GS~267,

23 Mayeiiit C. Maiitn«>ini A. Froi PC. Does hepatilis B virus (HBV) genotype 
iiUiuonco the oliniciii outf^oenfi oi HBV iníecliori? J Vim! Hepatilis 1999; 
6:'29Q~30i.

24 k»eku!uva I .  Rehak V. KiHoran P. Madiigal N. Riley LW. G w o lyp ic  
disiribulion o? TT viru« Í ÍTV) in a Cz*ich population; evidence (or i 
tfiVisn-.lyc=iion of lt>e virus. J C lin  Virof 2001. 23:31 -4 1 .

0=,;uvright © Lippincott Williams & Wiikins. Unautiiori/ed reproduction of this a rtic i' is prohi'^iii:o.


	UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA FACULDADE DE MEDICINA FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ

	Curso de Pós-Graduação em Patologia

	APLICABILIDADE DOS GENES PRÉ-S E S DO VÍRUS DA HEPATITE B (VHB) NOS ESTUDOS DE DIVERSIDADE GENÔMICA

	LISTA DE ILUSTRAÇÕES

	II. REVISÃO DA LITERATURA


	XJ *"-^i

	IV. RACIONAL E RELEVANCIA

	Genotypic distribution of hepatitis B virus in the Czech Repubiic: a possible association with modes of transmission and clinical outcome



