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Objetivo.

Detectar la presencia de ADN del VHB en sueros de donantes de sangre negati-

vos en las pruebas de los marcadores serologicos de hepatitis B empleados en el tamizaje, con
el fin de evaluar el impacto de la infeccion silente por VHB sobre la incidencia de hepatitis B

postransfusional en Venezuela.
Métodos.

Los sueros de 2 075 donantes de sangre negativos en las pruebas de los marcado-

res seroldgicos pesquisados en bancos de sangre venezolanos fueron analizados en 53 muestras,
compuestas por la mezcla de 25-50 donaciones (0,5-1,0 mL de cada suero). Estas fueron so-
metidos a ultracentrifugacion previa a la extraccion del ADN viral por el método de proteinasa
K-fenol-cloroformo.

Resultados. En estas mezclas de sueros no se detecté ADN del VHB en ninguno de dos
ensayos anidados de reaccion en cadena de la polimerasa, mediante cebadores altamente con-
servados de las regiones que codifican el antigeno de superficie y de la cdpside virales. Se ob-

servaron niveles normales de aminotransferasas en 98% de 200 sueros evaluados.

Conclusiones.
sional en Venezuela es bajo.

Estos resultados sugieren que el riesgo de adquirir hepatitis B postransfu-

Hepatitis B, hemotransfusién, bancos de sangre, Venezuela.

Aproximadamente 350 000 000 de
personas en el mundo estdn infectadas
con el virus de la hepatitis B (VHB) y
un tercio de la poblacién mundial ha
estado en contacto con este virus (1). El
suroeste asiatico y Africa subsahariana
presentan los mayores niveles de pre-

1 Lab. Biologia de Virus. CMBC. IVIC. Apdo. 21827,
Caracas 1020-A, Venezuela.

2 Banco Municipal de Sangre, Caracas, Venezuela.
Correspondencia: Dra. Flor H. Pujol, Laboratorio
de Biologia de Virus, Centro de Microbiologia y
Biologia Celular, IVIC, Apdo. 21827, Caracas 1020-
A, Venezuela. Fax: 58-212-5041623. E-mail: fpujol
@ivic.ve

382

valencia en el mundo (1). En América
del Sur se observa una prevalencia in-
termedia (1-5%), con focos de alta en-
demicidad, en particular en poblacio-
nes amerindias (2).

El VHB presenta una variabilidad
genética mayor que la de otros virus
con genoma de ADN debido a su me-
canismo de replicacién, que involucra
una transcriptasa inversa. Se conocen
siete genotipos del VHB (identificados
con las letras de la A a la G) (3), de los
cuales el genotipo F es el predomi-
nante en Venezuela y es también el
mas divergente de los genotipos hu-

manos (4). Se observa igualmente la
aparicién de variantes y mutantes du-
rante el curso de la infeccién viral (3).
Se han descrito infecciones ocultas
producidas por el VHB que cursan con
patrones seroldgicos inusuales, asocia-
dos por lo general con una baja carga
de ADN genémico y con la persisten-
cia viral (5, 6). Tal es el caso de las
infecciones silentes, caracterizadas por
la ausencia de marcadores seroldgicos
del VHB (6, 7). Este tipo de infeccién
parece estar asociado frecuentemente
con variantes virales defectuosas en la
regién del promotor (7-10) y en la re-
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gion potenciadora I del gen de la cép-
side viral (8). Otro patrén seroldgico
inusual es observado en pacientes con
infeccién residual por VHB, que cursa
sin antigeno de superficie del virus
(AgsHB) detectable y con la presencia
de anticuerpos contra su cdpside (anti-
HBc) (11). En ambos tipos de infeccién
oculta por VHB se ha descrito la pre-
sencia de bajos niveles de replicacién
en el suero, el higado y las células mo-
nonucleares de sangre periférica (5).
El tamizado de la hepatitis B en los
bancos de sangre de Venezuela se rea-
liza mediante la determinacién con-
junta del AgsHB (desde 1973) y de los
anticuerpos anti-HBc (desde 1989)
(cuadro 1). Este tipo de pesquisa pre-
viene la hepatitis postransfusional a
partir de donantes con infecciones cla-
sicas o residuales por el VHB. Sin em-
bargo, este tamizado, basado en ensa-
yos inmunoenzimaticos, no permite
prevenir por el momento la hepatitis
postransfusional causada por donan-
tes con infecciones silentes por el VHB.
En un estudio realizado en Vene-
zuela, previo a la implementacién de
la determinacién de anti-HBc en ban-
cos de sangre, se determiné que la in-
cidencia de hepatitis postransfusional
por VHB era de 3,8% (12). Otro estudio
realizado recientemente sugirié que
alrededor del 10% de las unidades po-
sitivas a la prueba de anti-HBc contie-
nen ADN del VHB (13). El descarte
de unidades positivas a anti-HBc, asi
como el perfeccionamiento de los estu-
ches diagnoésticos, permiten suponer
una reduccion significativa en la inci-

dencia de hepatitis B postransfusional
en el pais actualmente, aunque se des-
conoce la magnitud de la infeccién si-
lente en la region.

Por esta razén, el propésito de este
trabajo fue detectar la presencia del
ADN del VHB en sueros sanguineos
provenientes de donantes de sangre
negativos en las pruebas de los mar-
cadores serolégicos de hepatitis B em-
pleados en el tamizaje, con el fin de
evaluar el impacto de la infeccién si-
lente por VHB en la incidencia de hepa-
titis B postransfusional en Venezuela.

MATERIALES Y METODOS
Poblacién de estudio

Se analizaron muestras de suero de
2 075 donantes de sangre que asistie-
ron al Banco Municipal de Sangre de
Caracas entre junio y septiembre de
2000. Las muestras fueron tomadas
de forma consecutiva durante distin-
tos dias de ese periodo. Estos sueros
resultaron negativos a las pruebas de
los marcadores seroldgicos que for-
man parte del tamizaje que se realiza
en los bancos de sangre venezolanos
(cuadro 1).

Anilisis bioquimico

A 200 muestras de la poblacién
de estudio tomadas de manera conse-
cutiva se les determinaron los niveles
séricos de las enzimas aspartato ami-

CUADRQO 1. Prevalencia anual de los distintos marcadores seroldgicos en las donaciones

venezolanas

Afo
Marcador 1994 1995 1996 1997 1998 1999
Numero total de donantes 202 247 202 515 266 828 262 462 262 295 302 100
Anti-HBc¢ (%) 5,18 4,81 4,53 4,41 4,81 4,14
AgsHB (%) 1,44 1,06 0,92 1,00 0,75 0,69
Anti-VHC (%) — — 0,75 0,59 0,66 0,67
Anti-VIH (%) 0,21 0,39 0,27 0,28 0,27 0,21
Anti-T. cruzi (%) 1,32 0,84 0,77 0,77 0,78 0,60
VDRL (%) 1,07 1,14 0,90 0,82 0,91 1,03
Total donaciones
descartadas (%) 9,22 8,24 8,14 7,87 8,18 7,34
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notransferasa (ASAT), alanina amino-
transferasa (ALAT) y +y-glutamiltrans-
ferasa (GGT), a través del analizador
semiautomatizado Stat FaxMR 1904
Plus (Awareness Technology Inc., Es-
tados Unidos), utilizando métodos
cinético-enziméticos (Chemroy, Ca-
nadé; Biochemical Trade, Inc., Estados
Unidos).

Deteccion de AgsHB

Inicialmente se evalud la convenien-
cia de someter las muestras a ultracen-
trifugacién antes de la extracciéon de
dcidos nucleicos para recuperar las
particulas virales presentes en ellas
y favorecer la deteccion de ADN del
VHB mediante la reacciéon en cadena
de la polimerasa (PCR), contrarres-
tando asi el efecto de dilucién causado
por la unién de varias muestras. Ini-
cialmente, se evalud la recuperacién de
AgsHB —y por ende de las particulas
virales— de cuatro sueros de referen-
cia sometidos o no a ultracentrifuga-
cién, segtin un procedimiento descrito
(14). Para tal fin, se tom6 1 mL de cada
uno de los cuatro sueros de referencia,
se diluyeron en 49 mL de suero neona-
tal bovino (1:50) y se ultracentrifuga-
ron. Se evalué la presencia de AgsHB
en las diluciones de la fase liquida y
del sedimento de las muestras, someti-
das o no a centrifugacion, a través de
un inmunoensayo enzimatico con anti-
cuerpos monoclonales (15). El analisis
de dichas titulaciones se efectué en pa-
ralelo con diluciones seriadas de un
suero de referencia con una concentra-
cién conocida de AgsHB.

Deteccion de ADN del VHB

Con las muestras de suero de la po-
blacion en estudio se conformaron
53 mezclas: 23 de ellas constituidas por
la unién de 25 muestras (1 mL de
suero de cada una) y 30 compuestas
por la mezcla de 50 muestras (0,5 mL
de suero de cada una). Estas 53 mez-
clas de sueros fueron sometidas a ul-
tracentrifugacién segin el procedi-
miento descrito (14). El sedimento
obtenido fue resuspendido en 700 pL
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de agua libre de ARNasas y ADNasas,
100 pL de los cuales fueron sometidos
a un proceso de extraccion de ADN
viral a través del método proteinasa K-
fenol-cloroformo. Brevemente, 100 pL
de cada mezcla de sueros fueron trata-
dos con 25 pg/mL de proteinasa K en
10 mM Tris-HCl, 35 mM EDTA, 0,5%
de dodecilsulfato de sodio durante 3
horas a 56 °C. Después de la adicién de
12 pg de albtimina sérica bovina (16),
el ADN fue extraido con fenol-cloro-
formo y precipitado con etanol.

La presencia de ADN del VHB fue
evaluada a partir de 10 uL de este ma-
terial resuspendido (20 pL en total),
mediante un ensayo de PCR anidada
(nested PCR), consistente en la amplifi-
cacion de una secuencia de ADN em-
pleando un par de cebadores, llama-
dos externos, seguida de una segunda
amplificacién de la regién ya amplifi-
cada, mediante el empleo de otro par
de cebadores internos. De esta forma
se logra aumentar la sensibilidad del
ensayo en varios 6rdenes.

Cada una de estas reacciones se
efectué con dos pares de cebadores
(cuadro 2) disefiados para amplificar
fragmentos altamente conservados de
la regiéon S que codifica el gen del anti-
geno de superficie (17) y de la capside

(C) del VHB (18, 19), respectivamente.
Se utilizaron los cebadores (externos)
S,y S,N en la primera PCR para am-
plificar las regiones conservadas S del
VHB. Los cebadores (internos) de la
segunda PCR fueron S.B y S,P. Cada
PCR fue llevada a cabo en un volumen
de 50 puL en presencia de 1,5 mM de
MgCl,, 0,2 mM de una mezcla de los
cuatro desoxirribonucleétidos y 3 uni-
dades de polimerasa Taq (Gibco-BRL,
Estados Unidos).

La primera PCR consté de 40 ciclos
con las siguientes especificaciones:
desnaturalizacién a 95 °C por 4 min,
alineamiento a 55 °C por 1 min y ex-
tensién a 72 °C por 1,5 min. Después
de 5 ciclos, a partir de la segunda des-
naturalizacién (95 °C por 1 min), se
procedié a una nueva desnaturaliza-
cién a 90 °C por 1 min, alineamiento a
55 °C por 1 min y extensién a 72 °C por
1,5 min durante los restantes 35 ciclos,
con un incremento final de la exten-
sién a 72 °C por 4 min. Se utilizé 1 puL
del producto amplificado en la pri-
mera PCR para la segunda, la cual
constd de 30 ciclos con las siguientes
condiciones: desnaturalizacién a 95 °C
por 4 min y a 95 °C por 1 min, alinea-
miento a 55 °C por 1,25 min y exten-
sién a 72 °C por 1,5 min. Después de 5

ciclos, a partir de la segunda desnatu-
ralizacién (95 °C por 1 min), se proce-
di6 a una nueva desnaturalizacién a
90 °C por 1 min, alineamiento a 55 °C
por 1,25 min y extensién a 72 °C por
1,5 min durante los restantes 25 ciclos,
y un incremento final de la extensién a
72 °C por 5 min.

En la primera reaccién de amplifica-
cién de la region C del VHB se utiliza-
ron los cebadores (externos) HBVF1 y
HBVEF2, mientras que en la segunda
PCR los cebadores (internos) fueron
HBVEF3 y HBVF4.

Como controles positivos se utiliza-
ron muestras que habian resultado
positivas en pruebas de deteccién de
AgsHB infectadas con el genotipo F.

RESULTADOS

Seleccion de los cebadores
para las PCR

Para conseguir una alta sensibilidad
en el ensayo, se escogieron inicial-
mente los mejores cebadores para las
PCR. La evaluacién de cuatro combi-
naciones de cebadores conservados de
las regiones virales S y C en 5 muestras
de la poblacién evaluada y en 7 mues-

CUADRO 2. Deteccion de ADN del VHB por PCR: comparacion de resultados mediante la utilizacion de diversos con-

juntos de cebadores

Positivos / total muestras (%) evaluadas por grupo, segin condicién?

Regién S (antigeno de superficie)

Regién C (capside)

Grupos de plasmas sanguineo evaluados Condicién A Condicién B Condicién C Condicién D
Anti-HBc (+) / AgsHB + (n=7) 6/7 5/7 6/7 5/7
Anti-HBc (+) / AgsHB — (n = 5) 3/5 47 4/5 3/5

Total de muestras positivas (n = 12)

912 (75,0%) 9/12 (75,0%)

10/12 (83%)

8/12 (66,7%)

@ Cebadores utilizados en cada condicion (los dos primeros cebadores corresponden a la primera PCR y los dos Ultimos a la segunda):

Cebadores A (Carman y col., 1990):

S$1(58-77): (5) CCTGCTGGTGGCTCCAGTTC(3)
S2N (982-1006): (5) CCCACAATTCTTTGACATACTTTCC(3)

S6B (130-148): (5) GCACACCGGGATCCGAGGACTGGGGACCCT(3)
S7P (825-845): (5') GACACCTGCAGTTAGGGTTTAAATGTATACC(3)

Cebadores C (Zaiijer y col., 1994, Lanford y col., 1998):
HBVF1 (1735-1759): (5') TTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGG (3)

HBVF2 (2274-2294

HBVF4 (2274-2295

( ): (5) TCTGCGACGCGGCGATTGAGA (3)
HBVF3 (1884-1904): (5') CCTTGGGTGGCTTTGGGGCA (3)
( ): (5) AGGATAGGGGCATTTGGTGGTCTATA (3)
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Cebadores B (modificado de Carman y col., 1990):
S1(58-77): (5) CCTGCTGGTGGCTCCAGTTC(3)

S2N (982-1006): (5') CCCACAATTCTTTGACATACTTTCC(3)
B117 (119-136): (5") CGTCAATCTTCTCGAGGA (3)

B804a (787-807): (5') GGTAACAGAGGTATAAAGGG (3)

Cebadores D (Carman y col., 1998):

C1(1737-1756): (5) CGGGATCCGAGGAGTTGGGGGAGGAGATT (3)
C4N (2462-2481): (5') CCTTATGAGTCCAAGGTATA (3)

C3a (1768-1788): (5') CGGGATCCCTTTGTACTAGGAGGCTGTAG (3)
C4N (2462-2481): (5') CCTTATGAGTCCAAGGTATA (3)
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tras de sueros de referencia del geno-
tipo F, mostré que la deteccién de
ADN del VHB vari6 entre 66,7% y 83%
del total de muestras evaluadas, en de-
pendencia de los cebadores utilizados
(cuadro 2). Esta evaluacién permitié la
elecciéon de dos combinaciones de ce-
badores altamente conservados de las
regiones virales S y C para las PCR
anidadas (conjuntos de cebadores A y
C, respectivamente), usados posterior-
mente para el andlisis de cada mezcla
de muestras del presente estudio. El
conjunto de cebadores A fue escogido
por la elevada sensibilidad demos-
trada en la amplificacién de fragmen-
tos conservados de la regiéon S del
VHB (cuadro 2), la cual ya habia sido
observada en estudios anteriores (17).
Por otra parte, se escogié el conjunto
de cebadores C para la amplificacién
de la region C del VHB, debido a su
elevada sensibilidad (83%) en compa-
racién con la obtenida con el conjunto
de cebadores D (66,7%). Ademas, el
conjunto de cebadores C usado en en-
sayos anidados de PCR también ha
sido utilizado por otros autores en
PCR simples (18, 19), en las que se ob-
tuvo una elevada sensibilidad, similar
a la del presente estudio. En particular,
se ha reportado el empleo del conjunto
de cebadores C para el aislamiento de
un hepadnavirus a partir de monos la-
nudos del Nuevo Mundo (18).

Evaluacién de la ultracentrifugacién

La ultracentrifugacion de la mues-
tra, previa a la extraccion de acidos nu-
cleicos, permitié recuperar eficiente-
mente las particulas virales presentes
en las muestras de suero, compen-
sando el efecto de dilucién generado
por la mezcla de muestras. En los cua-
tro sueros de referencia sometidos a
ultracentrifugacién se demostré la pre-
sencia en la fase liquida de menos de
5% del AgsHB (y por ende de las par-
ticulas virales) presente inicialmente
en la muestra, mientras que en el sedi-
mento se encontré6 mas del 95% (datos
no mostrados). Estos resultados con-
firmaron que la ultracentrifugacion
permite la recuperacién de las particu-
las virales del VHB presentes en el

suero diluido por la mezcla de las
muestras.

Deteccion de marcadores
en las muestras de donantes

El cuadro 3 muestra las caracteristi-
cas de los 2 075 sueros de donantes de
sangre, negativos en las pruebas de los
marcadores serolégicos evaluados. No
se detectd la presencia de ADN del
VHB en ninguno de los ensayos de
PCR anidada. Por otra parte, entre los
200 sueros que se evaluaron bioquimi-
camente se encontraron 21 muestras
con elevacion de alguno o varios de los
parametros bioquimicos evaluados. De
estos sueros, 2% presentaron elevacion
de ALAT, con o sin elevacién de ASAT,
mientras que los niveles séricos de
GGT fueron bajos o normales en 90,5%
de las muestras analizadas. Tampoco
se detect6 ADN del VHB en ninguna
de las 21 muestras que presentaron ni-
veles elevados de aminotransferasas,
evaluadas individualmente.

DISCUSION

En los dltimos afios se ha demos-
trado que la infeccién por VHB puede
transcurrir con una baja actividad de
transcripcion viral (20, 21). El diagnéds-
tico de la infeccion en tales individuos
se hace dificil debido a que las concen-
traciones de los marcadores virales,
tanto en el suero como en el higado, se
encuentran con frecuencia por debajo
del limite de deteccién de los ensa-
yos inmunomunoenziméticos utilizados

habitualmente (5). La deteccion de re-
plicacién viral mediante PCR en casos
asi con infeccién crénica, evidencia la
persistencia del virus en portadores
asintomaticos. Las manifestaciones de
este tipo de infeccién pueden variar de
una regién a otra, ya que podrian de-
pender del contexto epidemiolégico,
las caracteristicas inmunolégicas del in-
dividuo y el contexto genético del VHB.

En este sentido, se ha reportado que
las poblaciones autéctonas amerindias
estan infectadas con el genotipo F del
VHB, el mas divergente de los genoti-
pos humanos (22) que, ademas, es el
genotipo viral predominante en la po-
blacién venezolana (3). Esto es impor-
tante por las serias implicaciones que
puede tener para la salud ptblica la
infeccién silente y porque este tipo de
infeccién podria estar manifestandose
actualmente de diferentes formas, se-
gun el contexto epidemiolégico.

El empleo de metodologias optimi-
zadas de PCR para muestras sangui-
neas provenientes de individuos con
infeccion residual o silente por el VHB,
desempefia un papel importante en el
aumento de la sensibilidad de esta téc-
nica para la deteccién de bajos niveles
de viremia en los pacientes infectados.
En Brasil se encontraron variaciones
entre 0 y 50% en la frecuencia de de-
teccion de ADN del VHB en sueros de
individuos negativos en las pruebas de
AgsHB, en dependencia de los cebado-
res y las condiciones empleadas para la
PCR (23). Segun estos autores, la im-
plementacién de la extraccién de ADN
por el método fenol-cloroformo con un
mayor volumen de muestra, unido al
tipo de cebadores utilizado (preferible-

CUADRO 3. Evaluacion de infeccion oculta por VHB en sueros de donantes con marcado-
res seroldgicos de hepatitis B negativos (n = 2 075)

Muestras con valores elevados

de enzimas hepaticas® (%)

Hombres / mujeres  Edad? promedio
(% de hombres)? (recorrido), en afios ~ ASAT ALAT GGT ADN del VHB
593/77 (88%) 31,8 (18-59) 4 (2%) 3 (1,5%) 19 (9,5 %) 0/2 075
@ n = 674 muestras consecutivas.
b n = 200 muestras consecutivas.
ASAT: aspartato aminotransferasa; ALAT: alanina aminotransferasa; GGT: y-glutamiltransferasa.
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mente mediante PCR anidada) au-
menta las probabilidades de detectar
ADN del VHB en el suero. Estos re-
sultados coinciden con un estudio
anterior de los autores, en el cual se
observé una mayor frecuencia de
detecciéon del ADN del VHB cuando se
optimizaron las condiciones de extrac-
cién y el volumen de la muestra (13).
En el presente estudio se analizaron
las combinaciones 6ptimas de cebado-
res para la PCR anidada y se confirmé
que el método de ultracentrifugacion
utilizado permiti6 la recuperacién efi-
ciente de particulas virales, compen-
sando el efecto de dilucién ocasionado
por la mezcla de las muestras. Tam-
bién se analizaron los niveles de tres
marcadores bioquimicos indicadores
de inflamacién en el tejido hepatico
—ALAT, ASAT y GGT— de 200 sue-
ros de la poblacién en estudio. Se en-
contré elevaciéon de alguno de estos
pardametros en 10,5% (21/200) de las
muestras analizadas, aunque 98% de
ellas mostraron niveles normales o
bajos de ALAT con o sin alteraciones
de ASAT (cuadro 3). Aunque no es po-
sible descartar una causa viral, es pro-
bable que los niveles elevados de GGT
se deban a otras causas, como el con-
sumo de alcohol en esta poblacién. De
acuerdo a los trabajos de Alter y col.
(1981), se ha sugerido un valor de
ALAT de 70 UI/mL para la exclusién
de donaciones de sangre con vistas a
prevenir la transmisién de hepatitis
por transfusiones (24, 25). En el pre-
sente estudio, solo el 0,5% (1/200) de

1. Zuckerman AJ, Zuckerman JN. Current topics in
hepatitis B. ] Infection 2000;41:130-136.

2. Torres J. Hepatitis B and hepatitis delta virus in-
fection in South America. Gut 1996;38:548-S55.

3. Devesa M, Loureiro C. Variabilidad genética del
virus de la hepatitis B y sus implicaciones. Acta
Cientifica de la Sociedad Venezolana de Bioana-
listas Especialistas 2000;6:13-28.

4. Blitz L, Pujol FH, Swenson PD, Porto L, Atencio
R, Araujo M, et al. Antigenic diversity of hepatitis
B virus strains of genotype F in Amerindians and
other population groups from Venezuela. ] Clin
Microbiol 1998;36:14.

5. Decker RH. Diagnosis of acute and chronic hep-
atitis B viral infections. En: AJ] Zuckerman y HC
Thomas, eds. Viral hepatitis. 2nd ed. Nueva York:
Churchill-Livingstone 1998:201-217.
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las muestras analizadas present6 valo-
res de ALAT por encima de este valor
de exclusiéon. En contraste, en un estu-
dio anterior realizado en Venezuela
se observé una incidencia de hepatitis
B de 5/131 (3,8%) de los receptores
de hemoderivados con serologia de
AgsHB negativa. Se observé también
en ese estudio correlacién entre los ni-
veles elevados de ALAT en los recep-
tores y la transmisién del VHB (12).

Se ha notificado la presencia de
ADN del VHB en el suero de indivi-
duos con infeccién silente desde el
punto de vista serolégico en paises con
baja endemicidad de hepatitis B, como
Alemania (26) y los Estados Unidos
(27). Por otra parte, en paises de ele-
vada endemicidad de hepatitis B,
como Japén, se han encontrado bajos
niveles de ADN viral y mutaciones en
el gen x del VHB, asociados con la ma-
yoria de las hepatitis crénicas no B, no
C, con serologia de VHB y VHC nega-
tivas (9).

En América Latina se desconoce la
magnitud de la infeccién silente por el
VHB. En otros paises, como Alemania
y Japoén, se ha implementado la eva-
luacién de donaciones sanguineas
mediante el uso de técnicas sensibles
de amplificacién de 4cidos nucleicos
(NAT) estandarizadas, para la deter-
minacién de infecciones por VIH, VHC
y VHB durante el denominado “pe-
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ABSTRACT

Low impact of silent
hepatitis B virus infection
in posttransfusion hepatitis
in Venezuela

Objective. Silent infection by hepatitis B virus (HBV) occurs in the absence of se-
rological markers for the virus. This type of occult infection is generally chronic,
asymptomatic, and associated with low levels of viral replication. This study de-
termined the presence of HBV DNA in the sera of blood donors who were negative
for serological markers that were tested during screening, with the goal of evaluating
the impact of silent HBV infection in posttransfusion hepatitis B in Venezuela.
Methods. A total of 2 075 sera were tested in 53 serum pools of 25-50 donations
(0.5-1.0 mL from each sample). The pools were subjected to ultracentrifugation prior
to DNA extraction by the proteinase K, phenol/chloroform method.

Results. No HBV DNA was found in any of the pools by nested polymerase chain
reaction, using primers for highly conserved regions of the genes that code for the sur-
face antigen and for the viral capsid. Aminotransferase levels were normal in 98% of
200 sera that were tested.

Conclusions. These results suggest that there is a low risk of acquiring posttransfu-
sion hepatitis B in Venezuela.
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