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RESUMEN

La deteccion del ADN del virus de la Hepatitis B (VHB) es el marcador més sensi-
ble para determinar la replicacién activa e infectividad del virus circulante. Por esta
razén la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) fue aplicada satisfactoria-
mente usando primers especificos para gen del antigeno de superficie (HBsAg).
Un fragmento de 260 bp fue amplificado in vitro apartir de 200 ul de sueros de
pacientes aplicando PCR.

Latecnologia de PCR esta siendo aplicada en el diagnéstico de pacientes infecta-
dos con el virus de la Hepatitis B pertenecientes a diferentes zonas geograficas

ABSTRACT

Detection of Hepatitis Viral DNA (HVB) is the most sensitive marker to determinate
the active replication and infectivity of the circulating virus. for this reason, the
Polymerase Chain Reaction was applied satisfactoriously by using specific primers
corresponding to the Hepatitis B surface antigen (HBsAg). A fragment of the 260
bp was in vitro successfully amplified by using 200 ul of sera of patients infected
with HVB applying PCR.

The PCR technology is being used in the diagnosis of patients infected with HVB
belong to differents geographical areas from Peru.

INTRODUCCION

El Perd. un pafs con mas de veintitrés millones ~ El HBsAg es el primer antfgeno que aparece en
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de habitantes. tiene un promedio de prevalen-
cla entre | a 2% para antigeno de superficie
{HBsAg) y de 20 -30 % para anticuerpos con-
tra HBsAg * del virus de la Hepatitis B (VHB).
La prevalencia de la hepatitis B varia de acuer-
do alas diferentes regiones geogrificas ', loca-
lidades, hdbitat y los grupos de poblacién dis-
tribuidas en las diversas dreas geograficas, pre-
senta zonas hiperendémicas en la region de la
selva alta que incluye a 10 departamentos que
cuentan con selva alta y dreas rurales de la sel-
va baja ®. ademds en algunos valles de la ver-
tiente oriental de la cordillera de los Andes
como Abancay y Huanta*?
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el suero, debido a que ésta proteina es la mas
inmunogénica y se considera como un marca-
dor temprano de infeccién por VHB. Cinco a
diez por ciento de adultos con infeccién por
VHB, normalmente no se recuperan de la in-
feccién y permanecen con seropositividad al
HBsAg por largos periodos de tiempo. Estos
pacientes se convierten en portadores sanos y/
o desarrollan una hepatitis crénica. Se conside-
ra que mds de dos mil millones de habitantes
en el mundo han sido infectados por el virus de
la Hepatitis B, de los cuales 280 millones serzin
portadores crénicos positivos HBsAg.

Se conoce fue el virus se replica activamente
en el higado de los pacientes infectados aumen-
tando la presencia del HBsAg y antigeno de en-
voltura (HBeAg) en suero, de alli la importan-
cia de poder detectar por la técnica de ELISA a
estos dos antigenos. Sin embargo estos
antigenos pueden quedar circulantes indefini-
damente teniendo una reiacion directa de la
Infeccién y seroconversion del paciente. Por o
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que, las técnicas moleculares resultan muy dti-
les para determinar la presencia del ADN del
virus tanto en pacientes agudos, crénicos y los
que se encuentren en periodo de ventana de la
infeccidn. _

Hasta ia actualidad se cuentas con pruebas
inmunologicas que son utilizados para el diag-
nostico clinico pero la PCR ayudaria a mejo-
var o dhagadstico de In enformedad identifcando
directamente al virus. Jo cual es importante para
poder determinar [a fase de la enfermedad, pro-
nostico v tratamicnto del paciente.

MATERIALES Y METODOS

Mblaterial Bioldgico

Los seis sueros cinpleados para este estudio
tuvieron como caracter de inclusidn la
reactividad de al HBsAg v HBeAy def HVB
cmpleando fa téenica de ELISA Laconfirma-
cion serologica de estos pacientes fue realiza-
da por kv Division de Virologia del INS.

Par €510 S131€Ma 8 necesario Conlar con con-
froles positivos y como controles negatives, El
control positive es un suero de paciente positi-
vo i HBsAg v HBeAg, y el control pegativo s
un sucro de paciente que o ha lenido antes la
enfermedad o que no se encuentre en dreas en-
démicas,

Extraccion de ADN Viral

El métado de extraccidn de ADN a partir de
200 microlitros de suero, eheual estd basado en
ta histe de {a membrana del virus bajo ciertas
condiciones quimicas como detergentes,
enzimas que permitan lisar la membrana del
virus dejando Libre el material gendtico y lucgo
oy tratado por una resina de carga catidnica v
cluida con agua pura libre de DNAsas v
RN Asas.

Lucgo el ADN ¢ cuantificado por
espectrofotometria. para conocer 1a cantidad a
utifizaren PCR v poder determinar 1a sensibili-
dad.

Reaccion en cadena de Ja Polimerasa
(PCR)}

La Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR}
fue reahizada usado oligonucledudos iniciado-
res (primers) ya reporatdos que son especifi-
cos para fa regidn del gen del antfgeno de su-
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Figura 1: Estandarizacién de da Temperatura de
Anillamiento. M. marcador de peso molecular
para fragmentos de ADN (Phi X174/Hae [
1. control postive 11 2. control postive 25 3
contol negative {PCR 2 suero de persona sana),
4. Coentrol del sistema (PCR sin muestra solo
con agua tnidestilada). La temperatura emplea-
daesde 53°C

perficic (HBsAg} y para todos los subtipos de
Hepatitis B!,

Para amplificacidn se utilizd una enzima ADN
Polimerasa, los dNTPs, agua para PCR libre
ADNsa y RNAsa, Cloruro de Magnesio.
{MgCL). Los tubos de reaccién fueron someti-
dos a diversas temperaturas: denaturacion del
ADN a 95 °C por 30 segundos, hibridacién de
los primers a 533 °C por 30 segundos y una ex-
lensidn a 72 °C por 30 segundos. Se repitieron
estas 3 temperatura 35 veces v la extensidn §i-
nal a 72 °C por 5 minutos.

Se realizé la estandarizacidn de la temperatura
de hibridacidon de los primers, curvas de con-
centraciones de MgClL,, y curvas de ADN para
demostrar ia sensibilidad de la técnica. Los pro-
ductos de amplificacion fueron visualizados en
geles de poliacritamida al 12 9%, coloreados con
bromure de etidio y fotografiadas.

RESULTADOS

El método de extraccidn fue realizado satisfac-
toriamente obteniéndose una cantidad de 250
ng. aproximadamente de ADN para cada mues-
tra. asf como también la calidad de ADN fue de
alta pureza la cual es dptima para ser aplicado a
técnicas moleculares como PCR.

En la técnica de PCR se probaron diferentes
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temperaturas de anillamiento de primers desde
30 a 56 °C. siendo la mds Sptima de 55 °C (fi-
gura |).

Teniendo estd temperatura se probaron diferen-
tes concentraciones de MgCl, desde 1 a 4 mM,
siendo la mas Sptima de 2mM (figura 2).

Para determunar la sensibifidad se probaron dj-
ferentes cantidades de ADN desde 100ng.a 1
ng. siendo la sensibilidad de hasta 1 a 10 pg
que corresponde de 1 a 10 copias de virus cis-
culante.

Las condiciones para ser usadas en PCR fue-
ron aplicadas usando la temperatura de
anillamiento de log primers fue de 55 °C, la
concentracion de MgCl, dpuma fue de 2 mM.
En la estandarizacién de la técnica se pudo de-
terminar que PCR tiene una sensibilidad alta
de aproximadante detecta hasta 10 particulas
virales circulantes y 1a especificidad fue de un
15, Ademas se realizé el PCR de 6 sueros
de pacientes infectados, teniendo resultados
positivos (figura 3).

Se concluye que esta técnica serd de mucha ayu-
da en el diagndstico y prongstico de ia enfer-
medad asf como del seguimiento al paciente en
caso de ser un portador cronico. Del mismo
modo  podria emplearse en  estudios
epidemicidgicos de 1a enfermedad.
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260 pb

Figura 2. Estandarizacién de la concentracion de
MgCl.. . M, marcador de peso molecular para
fragmentos de ADN (Phi X174/Hae TH); 1. 4
mM de MgCl,: 2. 3 mM de MgCl: 3. 2.5 mM
de MgCL: 4.2 mM de MgCL: 5, 1.5 mM de
MgCl1 6. 1 mM de MgCl0 7,0 mM de MgCl,

0
| i
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Figura 3. PCR en pacientes confirmados con HVBE. M,
marcador dg pese molecular para fragmentos
de ADN (Phi X174/Hae {H): |, control positi-
vy 2-5, pacientes posiiivos para HBsAg v
HBeAg: 6, control negativo (PCR a una extrac-
cidn de suero do persona sana) 7. control de
sistema (PCR sin muoestra selo con agua
tridestilada).

DISCUSION

La presencia del ADN del virus de la hepatitis
B (HVB) en suero indica ia infectividad y Ia
replicacion del virus °. Bl emplec de las dit-
mas técnicas moleculares como Southern o spot
-blot hibridacidn utilizande marcaje radiactivo
detectan 0,61-1,0 pg de ADN, que equivale a
3x 10 * a 3x 10 5 copias de HVB, respectiva-
mente. Sin embargo, métodos mds sensibles’
detectan 3 x 10 % pg. La PCR es una técnica
que nos permite amplificar fragmentos de ADN
dando una sensibilidad de ! a 10 copias y se
aumenta la sensibilidad empleando después una
hibridacidn con una sonda marcada.”

En ana infeccidn con Hepatitis Viral B (HVB)
el marcador mas sensible es ia deteccidn el
ADN del virus en suero ya que indica la
replicacion y la infectividad del virus '

En el estado crdnico de esta enfermedad la téc-
nica de PCR seria muy importante ya que po-
dria determinar si e} paciente estd en una fase
replicativa, lo cual ayudaria al tratamiento def
paciente y al prondstico de Ia enfermedad. Con
esta téonica se podrian realizar estudios de
monitoreo de  la respuesta inmunoldgica del
paciente infectado, asi como detectar con la pre-
sencia de ADN circulante en casos de
reactivacidn del virus y por su alta sensibilidad
determinar los casos donde el paciente se en-
cuentre en el periodo de ventana,
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