
MICROBIOLOGIA MEDICA, Vol. 28 (3), 2013

132

INTRODUZIONE
Il virus dell’epatite B-HBV instaura nell’organi-
smo ospite un’infezione persistente con differenti
livelli di espressività clinica, biochimica e virolo-
gica influenzati, a loro volta, dall’equilibrio crea-
tosi tra risposta immunitaria dell’ospite e replica-
zione virale. 
A tal proposito, l’infezione da HBV è associata ad
un ampio spettro di manifestazioni cliniche che
vanno dall’epatite acuta e fulminante, a varie
forme di epatite cronica, senza trascurare lo stato
di portatore inattivo e le numerose infezioni
occulte (4, 6, 10). 
Per i portatori inattivi (definiti erroneamente por-
tatori sani fino a qualche tempo fa) non è previsto
altro che il monitoraggio periodico, mentre per i
pazienti affetti gli attuali protocolli farmacologici
prevedono terapie a base di Interferon e/o analo-
ghi nucleosi(ti)dici.
L’attuale gold standard per il monitoraggio della
terapia è rappresentato dalla quantificazione del
HBV-DNA plasmatico, ma non sempre la non
rivelabilità del genoma virale è indice di assenza
di virus circolante, in quanto il cccDNA (covalen-
tly closed circular DNA) (9, 14) del virus tende
comunque a persistere a lungo negli epatociti.
Sarebbe pertanto estremamente utile poter dispor-
re di altri marcatori indicativi dell’avvenuto con-
trollo immunitario dell’ospite sull’infezione senza
ricorrere alla biopsia epatica mal tollerata dai
pazienti (13).

Studi recenti hanno documentato una correlazione
diretta tra i livelli intracellulari di cccDNA e i
livelli sierici dell’antigene di superficie durante le
varie fasi dell’infezione (1), mentre non risulte-
rebbe una correlazione analoga con i livelli pla-
smatici di HBV DNA (2, 3, 11, 15, 16). 
La comparsa sul mercato del nuovo marcatore
HBsAg quantitativo (5) e la pressione commer-
ciale che propone il suo utilizzo, ci ha indotti a
valutare tale marcatore su alcuni campioni pla-
smatici relativi a pazienti sottoposti a terapia, ana-
lizzati nel laboratorio di Biologia Molecolare
dell’Ospedale “A. Perrino” ASL-Brindisi e con-
servati nella sieroteca del reparto. 
Confrontando i due parametri (HbsAg
Quantitativo e HBV DNA Quantitativo) conte-
stualmente si potranno ricavare utili informazioni
e valutare la qualità del controllo immunologico
sostenuto (SIC) (12).

MATERIALE E METODI
Per lo studio sono stati presi in considerazione i
1965 campioni di plasma, processati nel periodo
compreso da gennaio 2011 a luglio 2012, prove-
nienti da pazienti affetti da vari tipi di epatite B
arrivati al laboratorio con la richiesta di valutare e
quantificare l’HBV-DNA, senza peraltro specifi-
che informazioni ne sulla tipologia di infezione ne
sulla eventuale terapia utilizzata.
Il 57% dei pazienti è costituito da uomini e il 43%
da donne (Figura I).
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Il range di età varia tra i 18 e i 90 anni.
Analizzando il grafico della figura II sotto riporta-
ta si osserva come il maggior numero di pazienti
ha un’età compresa fra i 50-65 anni.

Dall’avvento della vaccinazione, divenuta obbli-
gatoria in Italia con la Legge 165 del 27 maggio
1991, i casi di infezione da HBV sono notevol-
mente diminuiti.
Di questi 1965 campioni di plasma, sono stati
selezionati quelli provenienti di 13 pazienti tutti
affetti da epatite cronica, di cui avevamo dati suf-
ficientemente numerosi.
Tali campioni, processati per la determinazione
quantitativa dell’HBV-DNA con il kit commer-
ciale COBAS® Ampliprep/COBAS® TaqMan®
HBV v2.0 della ditta Roche, sono stati sottoposti al
test per la determinazione dell’HbsAg utilizzando
il Kit VITROS® HBsAg ES Assay della ditta
Ortho-Clinical Diagnostics in uso in laboratorio,
test sierologico qualitativo che sfrutta una tecnica
CLIA (Immuno Assay Chemiluminescence)
potenziata, rivelando anche 37 possibili mutazio-
ne escape. La quantificazione dell’antigene è stata
resa possibile utilizzando una curva di calibrazio-
ne esterna realizzata in house (Tabella 1, Figura
III) che ci consente di interpretare il valore index
(rapporto fra il segnale luminescente del campio-
ne e il valore di cut off del singolo campione) e
valutarne la concentrazione. Tale curva è stata rea-
lizzata partendo da uno standard di HBsAg a tito-
lo noto 101 UI/ml (cortesemente fornitoci
dall’Istituto Superiore di Sanità), diluito scalar-
mente (1:10; 1:100, 1:1000) con H2O distillata,

utilizzata anche per risospendere lo standard liofi-
lo. L’analisi delle diluizioni scalari dello standard
ha mostrato valori di index direttamente propor-
zionali alla concentrazione dell’antigene.

Tabella 1. 
PUNTI CONCENTRAZIONE (UI/ml) INDEX
C1 101 (dil. 1:400) 3600
C2 10.1 (dil. 1:10) 312
C3 1.01(dil. 1:100) 32
C4 0.101(dil. 1:1000) 2.98

I campioni da analizzare, mediamente con un
index molto elevato, sono stati diluiti 1:400 utiliz-
zando un diluente specifico prelevato dal ES
HbsAg Confirmatory VITROS, valutando tale
diluizione come la più efficace (*).
Tale diluizione (1:400) è stata utilizzata per valu-
tare un quarto punto della curva, relativo alla con-
centrazione tq (101 UI/mL); il valore così ottenu-
to, moltiplicato per 400 si è allineato con gli altri
3 punti della curva (Figura III) assicurandoci così
anche la corretta valutazione dei campioni diluiti.

(*) Si ricorre semmai ad un diluizione più spinta nel
caso di un valore index ancora troppo alto, oppure ad
una più ridotta per quelli troppo bassi.

RISULTATI
Per ogni paziente valutato sono stati riportati i
risultati dei due marcatori in una tabella ed in un
grafico a doppia entrata. I grafici hanno un’asse
delle “x” su cui sono riportate le date di prelievo
e due assi “y”: quello sulla sinistra, espresso in
scala logaritmica, rappresenta la concentrazione
plasmatica del HBV-DNA UI/mL, mentre quello
sulla destra, in scala numerica, rappresenta la con-
centrazione plasmatica del HbsAg UI/mL. 
La curva relativa all’HBV-DNA è espressa con
linea nera, mentre quella del HBsAg quantitativo
con linea grigia. In alcuni casi sono stati riporta-
ti valori di viremia più vecchi di cui non aveva-
mo più il campione di plasma. Valori di HBV-
DNA < 20 UI/ml (limite minimo di sensibilità
del test in uso nel laboratorio) sono stati conside-
rati negativi.
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Figura II.
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Di seguito sono riportati i 13 casi:
Paziente C.A. Analizzando il grafico di tale
paziente, uomo di 44 anni per la prima volta testa-
to nel nostro laboratorio nel gennaio del 2010, si
osserva la non corrispondenza delle due variabili
(HBV-DNA, HBsAg), difatti dopo una prima ed
apparente correlazione si nota, nel campione di
maggio 2012, come le due linee prendano direzio-
ni diverse ed opposte.

Tabella  2
C. A. (08/03/1968)

TEMPO HBV-DNA (UI/ml)
HBsAg 
(UI/ml)

gen-10 1.00E+03
set-10 1.00E+03
gen-11 1.00E+03 2980
lug-11 1.00E+03 7952
ott-11 1.00E+04 8340
gen-12 1.00E+01 5388
mag-12 1.00E+01 4028
lug-12 1.00E+01 6448

Paziente C.G., maschio di 36 anni, presentatosi
nel nostro laboratorio per la prima volta nel 2009
con valori molto alti di HBV-DNA. Dall’analisi
della Figura V sotto riportata, ad un decremento
del livello del HBV-DNA, si riscontra un innalza-
mento del livello del HBsAg. In questo caso, la
persistenza dell’antigene di superficie, alla pari
del caso precedentemente descritto, potrebbe
essere associata ad una bassa probabilità di rispo-
sta immunologica sostenuta.

Tabella 3.
C. G. (01/04/1976)

TEMPO
HBV-DNA HBsAg 

(UI/ml) (UI/ml)
set-09 1.00E+07
ott-09 1.00E+07
nov-09 1.00E+07
dic-09 1.80E+08
gen-10 1.80E+08
mar-10 1.00E+05
apr-10 1.00E+05
giu-10 1.00E+06
lug-10 1.00E+07
set-10 1.80E+08
dic-10 1.00E+07
apr-11 1.00E+07
mag-11 1.00E+07
set-11 1.00E+07
gen-12 1.00E+07 10100
apr-12 1.00E+03 10876
lug-12 1,00E+01 15824

Paziente D.A. maschio di 66 anni. Dall’analisi
del grafico relativo, si osserva come il repentino
decremento della concentrazione di HBV-DNA
in Aprile – Agosto 2011 non è corrisposto la
diminuzione del HBsAg che, invece, sale in
maniera graduale. Tale differente andamento
potrebbe essere indice di una terapia non effica-
ce, difatti nei primi mesi del 2012 si osserva un
repentino innalzamento della carica virale fino a
valori pari a 10^7. Il paziente dall’inizio del 2012
è sottoposto a terapia con Tenofovir. 
Tale farmaco determina un decremento di
entrambi i markers, seppur quello dell’acido
nucleico risulta esser più repentino rispetto a
quello dell’antigene di superficie. 
La lenta riduzione di HBsAg sarebbe indice di
un maggiore controllo immunologico che
potrebbe migliorare con il tempo.

Tabella 4.
D. A. (18/04/1946)

TEMPO HBV-DNA HBsAg 
(UI/ml) (UI/ml)

apr-10 1.00E+04
set-10 1.00E+07
gen-11 1.00E+08 3704
apr-11 1.00E+04 8092
mag-11 1.00E+03 8859
ago-11 1.00E+02 9305
gen-12 1.00E+07 10454
mar-12 1.00E+06 11472
giu-12 1.00E+03 9920
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Paziente D.P., femmina di 56 anni. Il grafico
(Figura VII) mostra come i due markers hanno un
andamento non simile, si osserva un decremento
dell’acido nucleico ed un innalzamento del
HBsAg.

Tabella 5. 
D. P. (02/02/1956)

TEMPO
HBV-DNA HBsAg 

(UI/ml) (UI/ml)
feb-11 1.00E+05 3315
mag-11 1.00E+06 3626
giu-11 1.00E+06 4120
ago-11 1.00E+05 4897
ott-11 1.00E+04 5098
dic-11 1.00E+01 5196
mar-12 1.00E+01 5684
giu-12 1.00E+01 6306

Paziente L.P., maschio di 51 anni sottoposto a
terapia con Entecavir, mostra un andamento simi-
le a quello precedentemente descritto relativo al
paziente D.P..
Si osserva una non correlazione degli andamenti
delle curve dei due markers in particolare, mentre
l’HBV-DNA decresce, L’HBsAg cresce.

Tabella 6.
L. P. (17/09/1961)

TEMPO
HBV-DNA HBsAg 

(UI/ml) (UI/ml)
ott-11 1.80E+08 3652
dic-11 1.00E+07 3877
mar-12 1.00E+05 4376
lug-12 1.00E+03 5052

Paziente G.R. Il caso di G. R., maschio di 65 anni
sottoposto da subito a terapia con Telbivudina, è
un probabile esempio di paziente su cui il tratta-
mento farmacologico utilizzato sta inducendo un
efficace SIC; dal grafico sotto riportato si osserva
una completa corrispondenza fra l’andamento nel
tempo della curva relativa all’HBV-DNA e quello
del HBsAg. Entrambi i markers sono caratterizza-
ti da un repentino decremento.

Tabella 7.
G.R. (02/08/1932)

TEMPO
HBV-DNA HBsAg 

(UI/ml) (UI/ml)
apr-11 1.61E+08 12000
set-11 1.01E+05 7340
dic-11 7.60E+01 3598
apr-12 1.60E+01 680
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Paziente I.F. , maschio di 64 anni, ha una storia
diagnostica risalente al 2006 (anno in cui per la
prima volta è giunto in laboratorio un suo prelie-
vo). Come si nota dal grafico sotto riportato, il
trattamento farmacologico determina inizialmente
un lieve decremento della carica virale fino a
Gennaio 2011, mese in cui si ha una sua repentina
risalita. Da Febbraio 2011 fino a luglio si osserva
un decremento dei livelli di entrambi i markers
(HBV-DNA, HbsAg) dovuti ad un cambio di tera-
pia.

Tabella 8.
I. F. (21/04/1943)

TEMPO
HBV-DNA HBsAg 

(UI/ml) (UI/ml)
ott-06 1.00E+04
feb-07 1.00E+03
feb-08 1.00E+03
lug-08 1.00E+04
feb-09 1.00E+02
giu-09 1.00E+02
set-09 1.00E+02
gen-10 1.00E+02
gen-11 1.00E+06 5712
mar-11 1.00E+05 4544
mag-11 1.00E+05 4578
set-11 1.00E+02 3196
gen-12 1.00E+01 2789
apr-12 1.00E+00 2500

Paziente L.G. Il grafico (Figura XI) del paziente
L.G. mostra un andamento simile a quello del
paziente (I. F.) precedentemente descritto. Il trat-
tamento farmacologico a cui è sottoposto determi-
na un riduzione nel tempo di entrambi i markers.
In particolare, l’HBV-DNA ha un andamento
sinusoidale per poi azzerarsi nel luglio del 2012,
mentre il decremento dell’HBsAg risulta esser
meno repentino.

Tabella 9.
L. G. (08/04/1965)

TEMPO
HBV-DNA HBsAg 

(UI/ml) (UI/ml)
mag-02 1.00E+04
nov-03 1.00E+06
gen-05 1.00E+06
apr-05 1.00E+04
ott-05 1.00E+03
ago-07 1.00E+06
ott-07 1.00E+04
giu-11 1.00E+04 1009
lug-11 1.00E+02 872
nov-11 6.00E+01 674
apr-12 1.00E+04 611
lug-12 1.00E+00 666

Paziente P.L. femmina di 58 anni i cui risultati
hanno mostrato (Figura XII) una persistenza nel
tempo di alti livelli di HBsAg, a differenza del
HBV-DNA la cui concentrazione nel tempo decre-
sce repentinamente.

Tabella 10.
P. L. (15/03/1954)

TEMPO
HBV-DNA HBsAg 

(UI/ml) (UI/ml)
ott-11 1.00E+06 6358
gen-12 1.00E+06 5775
feb-12 1.00E+04 5643
set-12 1.50E+01 5490

Paziente A.C. Il grafico del paziente A.C., donna
di 67 anni, è simile a quello precedentemente
descritto del paziente P.L. Anche in questo caso la
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terapia in uso, nonostante determini una netta
riduzione nel tempo dei livelli di HBV-DNA, non
ha alcun effetto sul HBsAg che, al contrario,
aumenta.

Tabella 11.
A. C. (18/01/1945)

TEMPO
HBV-DNA HBsAg 

(UI/ml) (UI/ml)
set-09 1.00E+06
nov-10 2.50E+06
nov-11 1.80E+06 7136
gen-12 1.80E+04 7516
mar-12 4.73E+03 8248
giu-12 6.00E+01 8832

Paziente P.A. Il grafico del paziente P.A.,
maschio di 68 anni, è quello tipico di un paziente
in terapia con esito positivo, in quanto vi è grande
corrispondenza fra i livelli di entrambi i markers.
La rapida riduzione dell’HBsAg potrebbe essere
indice di un’alta probabilità di controllo immuno-
logico sostenuto.

Tabella 12.
P. A. (03/11/1944)

TEMPO
HBV-DNA HBsAg 

(UI/ml) (UI/ml)
gen-11 1.00E+03 2538
giu-11 1.00E+03 2952
ott-11 1.00E+05 3195
dic-11 1.00E+04 2076
feb-12 1.00E+02 1360
mag-12 5.00E+01 388
ago-12 1.00E+01 315

Paziente S.V. Analizzando il grafico del paziente
S.V. (Figura XV), maschio di 52 anni, si osserva
un apparente calo di entrambi i markers, nono-
stante i valori di HBsAg QT rimangano sempre
molto alti (nell’ordine di 10^4). 
L’andamento decrescente di entrambi i marcato-
ri (HBV-DNA e HBsAg) indicherebbe che la
terapia in uso sia efficace, ma il persistere di alte
concentrazioni plasmatiche di HBsAg lo esclu-
derebbe.

Tabella 13.
S. V. (07/02/1960)

TEMPO
HBV-DNA HBsAg 

(UI/ml) (UI/ml)
dic-10 1.80E+08
gen-11 1.00E+06 74982
mar-11 1.00E+05 70000
apr-11 1.00E+05 66780
giu-11 1.00E+04 65650
set-11 1.00E+04 56346
dic-11 1.00E+03 45769
feb-12 1.00E+03 42083
mag-12 1.00E+03 38828
lug-12 1.00E+02 25024

Paziente R.R. L’analisi dei dati (Tabella 14 e
Figura XVI) relativi alle concentrazioni plasmati-
che sia del HBsAg QT che del HBV-DNA del
paziente R.R., femmina di 57 anni, va fatta con
una certa attenzione: si nota un andamento decre-
scente dell’acido nucleico in valori logaritmici e
un’apparente variabilità nel tempo della concen-
trazione del HBsAg QT. 
Quest’ultima in realtà presenta valori più che
accettabili infatti, le concentrazioni di HBsAg
sono piuttosto basse sin dell’inizio, anche rispetto
ai valori riscontrati negli altri pazienti analizzati.
Tutto ciò porta a presupporre che la terapia in atto
stia avendo successo e, pertanto, possa indurre un
controllo immunologico sostenuto nel tempo.
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Tabella 14.
R. R. (05/10/1957)

TEMPO
HBV-DNA HBsAg 

(UI/ml) (UI/ml)
feb-08 1.00E+04 202
giu-11 1.00E+05 172
ott-11 1.00E+04 368
mar-12 1.00E+01 156
mag-12 1.00E+01 236

DISCUSSIONI
Nonostante ad oggi siano disponibili efficaci pre-
sidi profilattici e terapeutici, il virus dell’epatite B
costituisce ancora un grave problema sanitario a
livello mondiale, perché 2 miliardi di persone ne
sono infette in tutto il mondo e di queste 350
milioni hanno sviluppato un’infezione cronica
che, se non precocemente trattata potrebbe evol-
vere in cirrosi epatica, scompenso epatico fino a
carcinoma epatocellulare (HCC).
Purtroppo i casi conclamati di Epatite B cronica
sono notevolmente sottostimati rispetto quelli
reali e di questi solo una piccola percentuale risul-
ta essere in trattamento.
L’obiettivo principale della terapia farmacologica
non è l’eradicazione dell’infezione, ma nei sog-
getti affetti da epatite cronica B è quello di arre-
stare la progressione del danno epatico miglioran-
do la qualità della vita dei pazienti, attraverso una
soppressione massiva della replicazione del HBV.
Sembrerebbe quindi auspicabile, anche dai dati
riportati in questo studio, l’utilizzo del nuovo
marcatore HbsAg quantitativo in quanto promette
utili informazioni sulla validità ed efficacia della
terapia (7).
Dall’analisi dei grafici riportati nel paragrafo pre-
cedente si possono riassumere tre diverse tipolo-
gie di relazioni che intercorrono fra i due markers
nel corso della terapia:

Alta analogia di andamento delle due curve: si
osserva nel tempo un repentino e contemporaneo
calo della concentrazione plasmatica di entrambi i
marcatori (HBV-DNA ed HBsAg Quantitativo). 
Il calo di HBsAg Quantitativo fino a livelli molto

bassi può significare un’alta probabilità di con-
trollo immunologico sostenuto (SIC). Questo è il
caso di tre dei tredici pazienti: G.R (1947), P.A.
(1944), e R.R. (1957).

NOTA: Lo stesso andamento fra le due curve si nota
sia nei casi di Epatite acuta trattata tempestivamente,
sia in quelli di riattivazione del virus (4), come nel caso
del paziente A.F. (09.07.1940) da noi seguito (vedi
Figura XVII). La riattivazione, provocata da una tera-
pia oncologica immunosoppressiva, è stata trattata
tempestivamente, come un’epatite acuta, ed alla fine si
è registrata una completa sieroconversione.

Tabella 15.
A. F. (09/07/1940)

TEMPO
HBV-DNA HBsAg 

(UI/ml) (UI/ml)
mag-10 2.05E+02
feb-11 1.70E+08
mar-11 2.02E+04
apr-11 3.85E+02 130
lug-11 1.00E+00 0.16
gen-12 1.50E+01 0
apr-12 1.00E+00 0

Ridotta Analogia di andamento delle due curve:
in altri pazienti, come per esempio nei casi di
D.A. (1946) e I.F. (1943), si osserva una lenta
riduzione dei livelli plasmatici di HBsAg nono-
stante il calo repentino della concentrazione pla-
smatica di HBV-DNA. Tale situazione ci fa pre-
supporre che la terapia, pur essendo efficace,
abbia bisogno di tempi più lunghi per indurre un
netta riduzione del HBsAg Quantitativo con con-
seguente controllo immunologico (SIC).
Assenza di analogia nell’andamento delle due
curve. Diverso è il caso in cui i pazienti apparen-
temente risultano responsivi alla terapia, rivelan-
do una riduzione dei livelli di HBV-DNA nel pla-
sma, ma in realtà presentano livelli di HBsAg per-
sistenti o addirittura in aumento nel tempo. In tali
soggetti vi è, quindi, una bassa probabilità di con-
trollo immunologico sostenuto, ed esiste il rischio
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di aumento della carica virale una volta sospesa la
terapia. Tale condizione è stata riscontrata nella
maggior parte dei casi analizzati: C.A. (1968),
C.G. (1976), D.P. (1956), L.P. (1961), L.G. (1965),
P.L. (1954), S.V. (1960), A.C. (1945).
L’analisi di questi due marcatori e il loro anda-
mento nel tempo consentirebbe al clinico di
apportare delle modifiche alla terapia a cui il
paziente è sottoposto al fine di arrestare il danno
epatico.
Nonostante ciò, tutt’oggi è ancora molto difficile
ottenere, nei pazienti affetti da epatite B cronica,
se pur trattati con terapia, un completo controllo
immunologico che si mantenga nel tempo.
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