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RESUMO 

 

Mundialmente, a hepatite pelo vírus B (HBV) é considerada um dos maiores problemas de saúde pública, apesar da vacina-
ção. A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que mais de 2 bilhões de pessoas estejam infectadas pelo HBV. O Brasil é 
classificado como área de incidência intermediária pela OMS. No entanto, estudos de prevalência detectaram diferenças de índices 
de infecção nas regiões geográficas: 8% na região Amazônica, 2,5% nas regiões Centro-Oeste e Nordeste, 2% na Sudeste e 1% na 
região Sul. Um diagnóstico sensível e específico é de fundamental importância para os pacientes portadores do HBV. O objetivo 
deste estudo foi determinar o limite mínimo de detecção da técnica de PCR “nested” “in house” para o HBV. Diluições seriadas de 
uma amostra quantificada de HBV (1000 cópias/mL; 750 cópias/mL; 500 cópias/mL; 250 cópias/mL) foram submetidas à técnica de 
PCR “nested”. O alvo da amplificação por PCR foi a região do core e pré-core do vírus. Para extração dos ácidos nucléicos da 
amostra foi empregado o kit comercial QIAmp. O limite mínimo de detecção encontrado foi de 500 cópias/mL ou 10 cópias por 
reação de PCR. 

Unitermos:HBV, PCR, limite mínimo de detecção. 
 

ABSTRACT 

 

All over the world, the hepatitis B virus (HBV) is considered one of the major problems of public health, despite vaccination. 
World Health Organization (WHO) estimates that more than 2 billions of persons are infected by HBV. Brazil is classified as an area 
of intermediary incidence by WHO. However, prevalence studies have detected differences of infection indexes in geographic re-
gions: 8% in the Amazonian region, 2,5% in middle-west and Northeast, 2% in Southeast and 1% in South. A sensitive and specific 
diagnosis is very important to the HBV carrier patients. The aim of this study was to determine the minimum limit of detection of the 
nested PCR in house technique for HBV. Serial dilutions of one quantified sample of HBV (1000 copies/mL; 750 copies/mL; 500 
copies/mL; 250 copies/mL) were submitted to a nested PCR. The target of PCR was viral core and pre-core region. Commercial kit, 
QiAmp, was employed to purify nucleic acids from the sample. The minimum detection limit found was 500 copies/mL or 10 copies 
per PCR reaction. 
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A hepatite é uma doença conhecida desde a anti-

guidade e descrita inicialmente no século V a.C. Em 
1947, MacCallum e Bauer introduziram os termos "hepa-
tite A" para "hepatite infecciosa", transmitida pela rota 
fecal-oral, com período de incubação de 2 a 6 semanas 
infectando principalmente crianças e "hepatite B" para 
"hepatite do soro", sendo então constatado que a epide-
miologia destas doenças era diferente. Em 1965, com a 
descoberta no soro do antígeno Austrália por Blumberg 
et al., o vírus da hepatite B foi identificado e caracteriza-
do. O antígeno presente na superfície da partícula viral 
foi designado HBsAg e associado com as infecções agu-
da e crônica (1). 

A hepatite pelo HBV é a nona causa de morte no 
mundo (2), sendo ainda considerada um dos maiores 
problemas de saúde pública, apesar da vacinação. A 
Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que mais 
de 2 bilhões de pessoas estejam infectadas pelo HBV. 
Em 2000, o número de portadores crônicos era de 350 
milhões de pacientes (75% na Ásia e no Oeste do Pacífi-
co), causando 500 mil a 1 milhão de mortes por ano 
(1,3,4). O Brasil é classificado como área de incidência 
intermediária pela OMS, no entanto, estudos de preva-
lência detectaram diferenças de índices de infecção nas 

regiões geográficas: 8% na região Amazônica, 2,5% nas 
regiões Centro-Oeste e Nordeste, 2% na Sudeste e 1% na 
região Sul (5).  

O HBV causa hepatite aguda ou crônica, que pode 
evoluir para cirrose ou hepatocarcinoma celular. O vírus 
está presente no sangue de indivíduos infectados, tanto 
na fase aguda da doença quanto na forma crônica e du-
rante o período de convalescência. A transmissão ocorre 
por via sangüínea, através de relações sexuais, comparti-
lhamento de seringas e de mãe para filho (1,2,3,4,5). 

O invólucro, que reveste externamente o capsídeo 
viral é formado pelo antígeno HBsAg. Os antígenos de 
superfície (HBsAg), do core (HBcAg) e HBeAg e os 
anticorpos específicos produzidos contra estes antígenos 
(anti-HBs, anti-HBc e anti-HBe) são utilizados como 
marcadores sorológicos para diagnóstico laboratorial da 
infecção pelo HBV. O perfil destes marcadores sorológi-
cos permite definir qual a fase de infecção (1,4).  

O antígeno de superfície do vírus da hepatite B 
(HBsAg) é o primeiro marcador a aparecer, geralmente 
precede a hepatite clinicamente evidente, e também está 
presente no portador crônico. No caso de evolução para 
cura, o antígeno desaparece do sangue em menos de 6 
meses. O anticorpo específico é o anti-HBs, que aparece 
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entre 1 e 4 meses após o início dos sintomas, indicando 
imunidade para o HBV (4,5,6,7). 

O antígeno HBe (HBeAg) é detectado logo após o 
aparecimento do HBsAg, sua presença indica replicação 
viral ativa (associada com a detecção do DNA do HBV 
no soro) e sua positividade por 8 a 12 semanas indica o 
desenvolvimento da hepatite B crônica. O anticorpo 
específico para HBeAg é o anti-HBe, que durante o está-
gio agudo da infecção e soroconversão é prognóstico de 
resolução de infecção. A presença do anti-HBe era asso-
ciada com a suspensão da replicação viral no fígado e 
baixa infecção no soro. Entretanto, estudos têm demons-
trado que pacientes que são HBeAg negativos e freqüen-
temente também anti-HBe negativo ou positivos (com 
presença de vírus selvagem e vírus com mutação) podem 
apresentar replicação viral associada com variantes con-
tendo mutações na região pré-core do HBV (8,9,10).  A 
mutação mais freqüente introduz um códon de parada, 
impedindo a expressão do HBeAg (9,11). O HBV mutan-
te é predominantemente encontrado na região do Medi-
terrâneo, nos países da Grécia, Itália e Israel com fre-
qüência de 50 a 80% e em países da Ásia, como Hong 
Kong, Taiwan e Japão com freqüência de 40 a 55% (12).  
Em um estudo brasileiro de 2005, foi relatada prevalên-
cia de 36% de mutação no nucleotídeo 1896 do genoma 
viral em pacientes com hepatite B crônica (13). Os vírus 
com mutação na região do pré-core foram identificados 
em pacientes com hepatite fulminante ou crônica, bem 
como em pacientes assintomáticos (4,13).  

O HBcAg é um antígeno intracelular não identifi-
cado no soro, mas é expresso nos hepatócitos e induz 
uma resposta imune das células T (14). O anticorpo tipo 
IgM contra o core do vírus da hepatite B (anti-HBc IgM) 
aparece no início da hepatite clínica e pode ser o único 
marcador sorológico do tipo agudo presente em alguns 
pacientes. O paciente com hepatite B crônica pode apre-
sentar o anti-HBc IgM em baixa concentração no soro, 
não sendo detectado nestas circunstâncias. Com o declí-
nio dos níveis de anti-HBc IgM, entre 4 a 6 meses todo o 
anti-HBc presente no sangue é do tipo IgG que pode 
persistir por toda a vida, indicando um episódio de infec-
ção presente ou passada pelo HBV (4,5,6,7). 

Os principais métodos de diagnóstico laboratorial 
da hepatite B, além dos marcadores sorológicos, são os 
moleculares, como a Reação em Cadeia da Polimerase 
(PCR) e a hibridização. Os testes moleculares, devido à 
detecção direta do antígeno, são marcadores para replica-
ção viral (1). Os níveis de HBV DNA no soro ou plasma 
têm mostrado correlação com os achados bioquímicos e 
histológicos de hepatite B (16). Conseqüentemente, a 
detecção do DNA viral tem um papel importante na ava-
liação e no monitoramento terapêutico da infecção pelo 
HBV. A PCR é uma técnica mais sensível que a hibridi-
zação, podendo detectar até 10 genomas virais/mL 
(7,10). A vantagem de utilizar métodos moleculares está 
na detecção sensível e direta do genoma viral, mesmo 
nos vírus mutantes (9,14,15).  

Os kits comerciais baseados em amplificação do 
genoma viral apresentam custo elevado e seu uso na 
rotina de diagnóstico apresentaria um ônus financeiro 
importante. Alguns kits não têm registro na ANVISA 
(Agência Nacional de Vigilância Sanitária), portanto não 

são comercializados para uso clínico-laboratorial. Uma 
maneira de utilizar o diagnóstico molecular para o HBV 
sem o uso de kits comerciais é a padronização de técnic-
nas pelo próprio laboratório de diagnóstico, as chamadas 
técnicas “in-house”. Foi desenvolvida no Hospital de 
Clínicas de Porto Alegre em 1999, no laboratório de 
Biologia Molecular uma técnica “in house” de PCR “nes-
ted” que amplifica a região core/pré-core do genoma 
viral. Esta técnica é qualitativa e atualmente faz parte da 
rotina de diagnóstico. 

Quando o laboratório não utiliza técnica comercial 
para detecção de HBV a definição do limite mínimo de 
detecção das técnicas moleculares deve ser desenvolvida 
e otimizada pelo próprio laboratório, a fim de garantir a 
confiabilidade dos resultados. O objetivo deste estudo foi 
determinar o limite mínimo de detecção da técnica de 
PCR “nested” “in house” para o vírus da hepatite B utili-
zada na rotina de diagnóstico no laboratório de Biologia 
Molecular do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 

 
METODOLOGIA 

 
Foram realizadas 4 diluições (1000 cópias/mL; 

750 cópias/mL; 500 cópias/mL; 250 cópias/mL) de uma 
amostra de soro de concentração conhecida (de 2000 
cópias/mL) de DNA do HBV, determinada  pelo  método 
de PCR usando o kit Amplicor Roche de quantificação 
de HBV-DNA. A amostra foi gentilmente cedida pelo 
Laboratório Amplicon e armazenada durante o período 
de 2 meses em freezer a -20°C.  

As diluições foram realizadas em água ultrapura 
(Sigma,Sant Louis,USA), em volume suficiente para 
todos os testes a serem realizados e foram testadas 9 
vezes, em dias diferentes, para a comprovação da repro-
dutibilidade da técnica de PCR. Para a extração de DNA 
com 140µL de cada diluição, utilizou-se o Kit comercial 
QIAmp (Qiagen, Valencia, USA), conforme instruções 
do fabricante. O DNA purificado foi removido das colu-
nas QIAmp com 70µL de tampão de eluição, por centri-
fugação. As extrações, a partir das diluições do soro, 
foram repetidas 2 vezes para obtenção do volume sufici-
ente de material extraído necessário para as  9 reações de 
PCR. 

As amostras de DNA foram submetidas à técnica 
de PCR “nested”, que utiliza duas reações de amplifica-
ção com dois pares de “primers” diferentes. Na primeira 
reação, os “primers” externos MDD2 (5’ GCG AAG 
CTT GAG GAA TAA AGC CCC GTA AA 3’) e HDM3 
(5’ GCG CTG CAG GAG TTG GGG AGG AGA TTA 
3’) produzem um amplicon viral de 771 pb (pares de 
base). Na segunda reação, os “primers” internos MDN5 
(5’ GCG CTG CAG GAG GCT GTA GGC ATA AAT 
3’) e HDB2 (5’ GCG AAG CTT AGA TCT CTG GAT 
GCT GGA 3’), originam um fragmento de 377 pb, utili-
zando como DNA molde o amplicon da primeira reação 
(8). 

Cada reação de PCR na primeira etapa continha 
16mM (NH4)2SO4, 67mM Tris-HCl (pH 8,8 à 25°C), 
1,5mM MgCl2, 0,01% (w/v) de Tween-20 (tampão de 
PCR, Southern Cross Biotechnology Ltd., Cape Town, 
South Africa), 200nM dNTP mix (ABgene, Epson, 
UK), 200pmol de “primers” externos (Invitrogen, Carl-



Técnica de PCR “nested” para o vírus da hepatite B 
 

 

Rev HCPA 2008;28(1) 7 

bad, USA), 1,25 U de enzima Super-Therm DNA poli-
merase (Southern Cross Biotechnology Ltd., Cape Town, 
South Africa) e 10µL de cada diluição viral extraída. O 
volume final da reação foi de 50µL e a amplificação foi 
executada em termociclador PTC-100 (MJ Research, 
Waltham, USA), utilizando-se um período de desnatura-
ção inicial de 94°C por 1 minuto e 40 segundos, seguido 
de 33 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos de 
anelamento a 50°C e 30 segundos de polimerização a 
72°C. 

Na segunda reação de amplificação empregou-se 
o par de “primers” internos. Esta reação utilizou uma 
mistura idêntica a anterior excetuando-se que o volume 
total foi de 24µL e que foram utilizados 2µL do amplicon 
obtido na primeira reação de PCR como DNA alvo. O 
programa de amplificação constou de um período de 
desnaturação de 45 segundos a 94°C, seguido de 33 ci-
clos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos de anelamento 
a 50°C e 30 segundos de polimerização a 72°C. 

Os produtos finais das amplificações foram detec-
tados por eletroforese utilizando-se 10µL da segunda 
reação em gel de agarose a 2%, contendo 0,5µg/mL de 
brometo de etídio. A visualização foi realizada em transi-
luminador com luz ultravioleta. Um marcador de peso 
molecular de 100 pares de base (Invitrogen, Carlbad, 
USA) e um controle positivo para o HBV foram empre-
gados para avaliar os produtos da PCR. Foi considerado 
o limite mínimo de detecção para cada diluição a maior 
diluição que ainda resultava em uma banda de DNA 
visível no gel de agarose correspondente ao peso molecu-
lar de 377 pares de base.  

Os procedimentos de preparação dos reagentes, 
processamento da amostra, amplificação, transferência 
do produto da primeira para a segunda etapa de PCR e 
detecção do produto amplificado, foram realizados em 
quatro ambientes distintos para eliminar a possibilidade 
de contaminação. Além disso, foram utilizados ponteiras 
com filtros de barreira e controles negativos em cada 
reação. 

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê 
de Ética em Pesquisa do HCPA. 

 
Análise estatística 

O cálculo de repetições para se avaliar o limite 
mínimo de detecção da técnica de PCR “nested” para o 
vírus da hepatite B foi estimado através do programa 
PEPI (versão 3.0). Para detectar uma diferença de 80% 
(considerando α=0,05%) entre as porcentagens de positi-
vidade das diferentes diluições, são necessárias 9 repeti-
ções de PCR para cada diluição da amostra. 

O limite mínimo foi estabelecido através do teste 
Exato de Fischer para a comparação da positividade da 
diluição de 250 cópias/mL em relação às outras dilui-
ções, obtendo-se um P< 0,001. 

 
RESULTADOS 

 
Limite mínimo de detecção 

O limite mínimo de detecção da reação de PCR 
“nested” para o vírus da hepatite B foi de 500 cópias/mL 
com 100% de positividade (Tabela 1). Utilizando 10µL 

de DNA extraído das diluições de soro testadas na reação 
de PCR e corrigindo a concentração da amostra, o limite 
mínimo de detecção por reação foi de 10 cópias virais. 

 
Tabela 1 - Porcentagem de positividade do limite míni-
mo de detecção. 
 

Diluições 
Amostras positivas 

(n=9 repetições) 

250 cópias/mL 1 (11,1%) 

500 cópias/mL 9 (100%) 

750 cópias/mL 9 (100%) 

1000 cópias/mL 9 (100%) 

 
A presença de fragmentos específicos de 377 pb 

de HBV foram comparados com um controle positivo 
para o HBV e com um marcador de peso molecular de 
100 pb (figura 1). 

 
 

 
 

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose 2 % mostrando os 
fragmentos da amplificação das diluições pesquisadas. 1- Con-
trole positivo (377 pb) 2- Controle negativo 3- Diluição 1000 
Cópias/mL (377 pb) 4- Diluição 750 Cópias/mL (377 pb) 5- 
Diluição 500 Cópias/mL (377 pb) 6- Diluição 250 Cópias/mL e 
M marcador peso molecular (100 pb). 

 
DISCUSSÃO 

 
O desenvolvimento e aprimoramento dos métodos 

moleculares têm facilitado o diagnóstico das doenças 
infecciosas através da detecção do DNA do agente etio-
lógico. Um diagnóstico sensível, específico e reprodutí-
vel é de importância fundamental para pacientes portado-
res da hepatite B. A técnica de PCR, como método de 
detecção do DNA do HBV é um indicador precoce da 
infectividade e da replicação viral, auxiliando no diag-
nóstico da infecção crônica, no monitoramento terapêuti-
co e na terapia antiviral (17). 

O presente estudo determinou o limite mínimo de 
detecção e obteve 500 cópias/mL para o vírus da hepatite 
B (HBV). 

 M       1       2       3         4        5        6 
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Gonçalves et al. (2003) determinaram o limite 
mínimo de detecção para o HBV “in house”, utilizando a 
reação de PCR “nested”, tendo como alvo a mesma regi-
ão do core e pré-core do presente estudo, porém empre-
gando seqüências diferentes de “primers”. O produto da 
PCR foi visualizado em gel de agarose 2% com brometo 
de etídio por UV. O estudo obteve o limite mínimo de 
100 cópias/mL (18).     

Valentine-Thon et al. (1995) utilizaram a técnica 
de PCR “in house” com um par de “primers” da região 
que codifica o antígeno viral de superfície do HBV, re-
sultando em um fragmento de 415 pb que foi identificado 
pelo mesmo método deste estudo. Os autores obtiveram 
um limite mínimo de detecção de 100 cópias/mL de 
HBV (19). 

Chen et al. (2001) descreveram um método de 
PCR “in house” empregando “primers” marcados com 
biotina que amplificou um fragmento de 228 pb entre a 
região dos genes X e core. O amplicon foi detectado por 
hibridização com estreptavidina em microplacas de titu-
lação pelo método de Elisa. O limite mínimo de detecção 
foi de 3730 cópias/mL (20). 

Peng et al. (2005) descreveram um método “in 
house” de CD-PCR (Competitively Differentiated Poly-

merase Chain Reaction) para a detecção do HBV. Os 
fragmentos amplificados foram detectados com o uso de 
sondas de hibridização seguido pelo método de Elisa e o 
limite mínimo de detecção foi de 1.000 cópias/mL (21). 

Em um estudo de proficiência européia para a de-
tecção molecular do vírus da hepatite B, onde 93 labora-
tórios de diversos países participaram, o limite mínimo 
de detecção para o HBV “in house” qualitativo simples 
oscilou entre 30 e 10.000 cópias/mL, enquanto que do 
PCR “nested” esteve entre 50 a 1.000 cópias/mL (22). 

Os estudos citados acima mostram que o limite de 
detecção das reações de PCR “in house” pode variar 
muito dependendo de vários fatores (“primers”, enzima e 
métodos de detecção). 

A sensibilidade da PCR “nested” “in house” apre-
sentada neste estudo, foi de 500 cópias/mL ficando den-
tro dos valores encontrados na literatura e mostrou-se 
bastante reprodutível, pois apresentou o mesmo limite de 
detecção em 88,9% dos testes. Nos demais 11,1% o limi-
te de detecção foi de 250 cópias/mL 

Os kits comerciais para detecção para o DNA do 
HBV podem apresentar limite de detecção superior ao 
apresentado pela técnica em estudo. Por exemplo, o HBV 
Amplicor Roche, cujo limite mínimo de detecção é de 
1000 cópias/mL (18). 

A detecção e a quantificação do DNA do HBV no 
soro parecem ser ferramentas capazes de investigar perfis 
sorológicos atípicos, além de fornecer informações sobre 
a eficácia do tratamento antiviral. Portanto, o teste de 
PCR para o HBV-DNA qualitativo (ou quantitativo) 
pode ser aplicado na avaliação da infecção pelo HBV, 
como por exemplo, no diagnóstico de hepatite fulminan-
te, no monitoramento da resposta ao tratamento, no diag-
nóstico da infecção em pacientes HBsAg negativos (he-
patite B oculta) e em pacientes que apresentam o vírus 
mutante. É recomendado que um resultado positivo de 
PCR seja também avaliado junto ao contexto clínico e 
aos outros achados laboratoriais do paciente (14). 

Com um controle rígido da contaminação, méto-
dos eficientes de extração da amostra, protocolos otimi-
zados e com a implantação de controles de qualidade 
internos e externos, a PCR “in house” tem se tornado um 
teste laboratorial confiável. E o limite de detecção de 500 
cópias/mL encontrada em nossa técnica está dentro da 
faixa relatada por outros estudos de sensibilidade de 
métodos moleculares (22). 
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