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RESUMEN

En el presente trabajo se busca desarrollar la técnica reaccién de cadena de la
polimerasa (PCR) para identificar virus de hepatitis B (VHB). Por su sensibilidad y
especificidad, la PCR se basa en la amplificacion de una region especifica del genoma
del virus cientos de veces y de esta forma poder visualizar este ADN por medio de
bandas electroforéticas en geles de agarosa (2%). En el ensayo tomamos muestras
sanguineas de 28 pacientes de hospitales y laboratorios de la ciudad de Quito, los
cuales se les diagnostico hepatitis B y se realizaron pruebas de antigeno de superficie y

antigeno de envoltura del virus por medio de ELISA.

Resultados: el 100% de los pacientes resulto positivo a la prueba de elisa para
antigeno de superficie, el 57% resultd positivo para antigeno de envoltura, un
porcentaje mayor al 80% resulta positivo en PCR, y presenta una banda de 447pb en

gel de agarosa al 2%.

Palabras claves: Reaccion de Cadena de la Polimerasa (PCR), Antigeno de
Superficie (HBsAg), Antigeno de envoltura (HBeAg), Virus de Hepatitis B (VHB).
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ABSTRACT

In the present project we used polymerase chain reaction (PCR) to detect
hepatitis B virus (HBV) in human blood samples. PCR is a sensitive and specific for
amplifying a sequence of HBV DNA hundreds of times allow us DNA visualization in
2% agarose gel electrophoresis. Samples from 28 patients infected by HBV and
confirmed by ELISA to detect antibodies to hepatitis B surface antigen (HBsAg) and e-
antigen (HBeAQ).

Results: 100%, which were considered positive for surface antigen, 57% were
considered positive for e-antigen, and 81% were positive for PCR, showing 447bp in

agarose gel (2%).

Key words: Polymerase Chain Reaction (PCR), Antigen Surface (HBsAQ), e-
Antigen (HBeAg), and Hepatitis B Virus (HBV).
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

Justificacion e importancia

El virus de hepatitis B segtin el ministerio de salud pablica del Ecuador ‘es

causante de infectar a 3658 personas desde el afio 1996 hasta el 2005, en la figura 1 se

representa un crecimiento de casos en los ultimos afios (18).

La identificacion inicial del virus es por medio de pruebas seroldgicas de

inmunoensayo como ELISA, la biologia molecular nos ofrece una técnica sensible a

bajas cantidades de ADN y especifica para el virus de interés como es el caso de la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), el desarrollo de técnicas como esta son

utilizados como complemento para otras pruebas, seguimiento de la infeccion, y

respuesta a tratamientos antivirales.

ECUADOR 1994 - 2005
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Figura 1. Casos de Hepatitis B en el Ecuador, Ministerio de Salud Pablica del Ecuador (18).

! http://imww.msp.gov.ec/web/informacion.asp?cod=24

Xiv




Objetivos

Objetivo General

Estandarizar un protocolo de deteccion del ADN del virus de Hepatitis B
mediante la técnica PCR.

Objetivos Especificos

e Optimizar las temperaturas, concentraciones, ciclos para correcta

amplificacion de ADN viral en PCR.

e Localizar pacientes diagnosticados con hepatitis B que sean positivos en

pruebas de inmunoensayo para los antigeno de superficie y antigeno e del virus.

e Realizar la extraccion de ADN del virus de sangre periférica de

pacientes con Hepatitis B.
e Determinar los amplicones para amplificacion de ADN viral.
e Visualizar el ADN amplificado y bandas especificas en gel de agarosa.

e Determinar pardmetros de muestra como seleccion y manejo de la

misma.

Marco Teorico

1.3.1 Virus de Hepatitis B

Pertenece a la familia de hepadnaviridae, es exclusivamente un virus de ADN,
posee aproximadamente 3,200 pb, que constituyen una doble cadena siendo una de
ellas mas corta que la otra, a su genoma se lo ha dividido en cuatro regiones: S, C, Py
X (Figura 2) estos fragmentos de lectura abierta contienen los genes necesarios para

codificar las proteinas de envoltura viral, capside, antigeno e, polimerasa y proteina X

).
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Pra-S2

Figura 2. Estructura y organizacién del genoma de Virus de Hepatitis B (6).

Este virus no es citolitico y la destruccion de las células no depende de la
actividad propiamente dicha del virus sino por el contrario de la respuesta de los
linfocitos T citoliticos a la infeccion viral, de esta forma provocando la lesion tisular

(4), por lo que el virus causa infeccion noncytocidal” crénica (3).

1.3.1.2 Genotipos y mutaciones

Se presentan 7 tipos de genotipos de acuerdo con una divergencia entre ellos
mayor al 8%, asi son denominados desde la letra A a la G, estos se presentan en

correspondencia el area geografica como se puede observar en la Tabla 1(2).

* La respuesta inmunoldgica provocada por el virus puede resultar de la relacion entre citokinas u otras
sustancias con potencial antiviral, sin necesidad de causar dafio a la célula infectada.
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Tabla 1. Prevalencia de los genotipos segun la zona geogréfica. Serra Miguel A.(2)

Genotipo  Subtipo Distribucién geografica predominante

A Adw2, aywl Noroeste de Europa Norteamérica y Africa Central
B Adw2, aywl Sudeste de Asia, China y Japén

C ayr, adrg+, adrg- adw2 Sudeste de Asia, China y Japon

D Ayw2, ayw3 Sur Europa, Oriente Medio e India

E Ayw4 Africa

F Adw4g- Nativos americanos, Polinesia, América Central y Sur
G Adw?2 Francia y Estados Unidos

En la actualidad se habla de la importancia de estos genotipos en el desarrollo
de la enfermedad ya que cada uno al parecer tiene una diferente forma de desarrollar

dafio hepatico, en la seroconversion y respuesta a tratamientos(2).

1.3.1.3 Replicacion Viral

Los hepatocitos constituyen el medio celular en el cual se da la replicacion del
VHB, el primer evento es la conversion del rcDNA (acido desoxirribonucleico circular
relajado)® viral a cccDNA (4cido desoxirribonucleico circular covalente)®, esta
transformacion mediada por mRNA viral constituye el inicio de la infeccidn a nivel de
las primeras 24 h de exposicién. La ligacion de las cadenas de DNA se valen de la
transcriptasa reversa desde el extremo 5’ catalizada por la polimerasa del propio Virus,
seguido de una hidrolisis o endonucleasa para cerrar el extremo 5°. Este paso puede
ocurrir tanto antes como después de la translocacion del DNA viral a través de la
membrana nuclear. EI RNA viral incluye un RNA pregendmico (pgRNA), el cual sirve

como modelo para la transcripcion reversa como también para la traduccion de las

Z Siglas en inglés “relaxed circular deoxyribonuclic acid”.
® Siglas en inglés “covalently closed cirular deoxyribonucleic acid”
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proteinas de envoltura, posteriormente generando la cadena complementaria y la

produccion de proteinas virales (3).

berta g

3. Traduccién 4. Replicacién
| VHB RNAu3-SKb
Proteina viral / @ () sintesis de la cadena ADN
[HBsAg, HBcAg, HBeAg.
polimerasa, X)

o (+) sintesis de la cadena ADN

Reticulo endoplasmatico

5.Construccién y salida de la célula

I

©

I

Figura 3. Construccion y replicacion del virus de Hepatitis B (6).
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Tanto en la hepatitis aguda como cronica existen dos transcripciones
predominantes una de 2,1kb y otra de 3.5kb (23).

e 2,1kb RNA: tiene varios sitios de iniciacion de
transcripcion con envergaduras para la iniciacion del codon de
traduccion para el desarrollo de proteinas como de sitios de
poliadenilacion en el genoma del virus, en esta region se codifica la

mayor parte de las proteinas de antigeno superficie (23).

e 3,5kb RNA: posee también sitios de iniciacion y
envergaduras de iniciacion del codon para secuencia precore, las
cuales preceden a fragmentos de lectura abierta de HBcAg. Antes de
la iniciacion del coddn se produce la proteina HBeAg/P18, mientras
que después de la iniciacion del codon precore codifica HBcAgQ/P21 la
cual es la mayor proteina de la nucleocapside, a su vez aqui podemos

encontrar los RNAs que codifican la VHB ADN polimerasa (23).

Otras transcripciones de 0,7kb se presume son la iniciacion de fragmentos de
lectura abierta para el gen X, que es sintetizado en algun estado durante la infeccion, se
sugiere por pruebas en virus de hepatitis B en patos y ratones que el gen X posee una

importante funcion en el ciclo de vida del virus (23).

Una de las mutaciones mas importantes es aquella que se produce en la region
precore-core, debido a que esta region es la responsable de la sintesis de la proteina
core, el cual interviene en la ausencia de la produccion del antigeno de envoltura
(HBeAg). A nivel de los codones 1856, 1898, 1899 responsables del mismo cambio
seroldgico como también de la ausencia de la proteina core, por lo tanto de la ausencia
de anticuerpos anti-HBc. Una mutacion que afecta y condiciona la forma viral frente a
los anticuerpos inducidos por vacunacion no protege al individuo vacunado esta en la
posicion 145 que afecta a la proteina S. Un factor influyente el las mutaciones han sido
los diferente tratamientos antivirales produciendo resistencia a los farmacos dando

lugar a la replicacion viral y dafio histolégico. (2).
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1.3.1.4 Transmision, causas, incidencia y factores de riesgo

Transmision:

Por via parental a través de transfusiones o de productos sanguineos,
cualquier fluido o secrecion corporal puede transmitir el VHB si contiene sangre o
suero. En adolescentes y adultos la transmision sexual constituye un mecanismo
frecuente de transmision, por via vertical o materno-fetal de una madre con infeccién
aguda o lo que es més frecuente portadora cronica a su hijo, el momento del parto al
entrar en contacto el neonato con la sangre o secreciones maternas contaminadas por el
VHB, si la madre es HBsAg(+) o HBeAg(+) la probabilidad de transmision es de 60-
90%, si es HBsAg(+) o HBeAg(-) la probabilidad de transmision es de 5-30%, la
transmision horizontal entre personas que conviven en el mismo espacio, se debe al
contacto de sangre o fluidos organicos contaminados. La transmision a través de
transfusiones de sangre y hemoderivados es muy poco probable por la medidas que se
toman en los bancos de sangre, también la acupuntura, tatuajes, perforaciones y

piercing constituyen medios de transmision (22).

La mayoria de la infecciones de hepatitis B son resultado de la actividad
sexual, uso e ingestion de drogas, o exposicion laboral. Otras causas, pero menos
frecuentes de la infeccion incluyen contacto dentro de la familia, hemodialisis,
transmision por una cirugia, y transplante de 6rganos o productos de la sangre. No se
encuentran claros factores de riesgo en un 29 o 30% de los pacientes, tal vez por el bajo
reporte que existe de otras posibilidades de contacto como mucosa u otra no reconocida
ruta de infeccion. Teniendo en cuenta el VHB esta presente en el suero por grandes
cantidades (10% a 10™° virones por mililitro), por lo que no es sorprendente detectarlo en

semen, saliva, secreciones cervicales, y leucocitos (5).

1.3.1.5 Marcadores Serologicos
1.3.1.5.1 Antigeno de Superficie (HBsAQ)

Su aparicion denota una clara infeccién, en caso de hablar de una hepatitis B
cronica se deben realizar otros marcadores y se puede repetir la prueba en seis meses

(8). Puede resultar negativo en tres casos especiales, cuando la infeccidn es reciente a
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penas un mes de exposicion, segundo cuando el HBsAg a desaparecido y ain no ha
aparecido su correspondiente anticuerpo anti-HBsAg, y finalmente si existe alguna
mutacién que evita la sintesis de HBsAg (2).

En la tabla 2 el HBsAg puede aparecer en el periodo de incubacién, infeccion
aguda o cronica, y constituye el inicial marcador seroldgico para determinar un

diagndstico.

Tabla 2. Pruebas primarias y secundarias para el diagnostico y monitoreo de la infeccion del

Virus de Hepatitis B, fpuede ser positivo en pacientes con infeccion cronica, Ipacientes con infeccion

Cronica, Stécnicas para deteccion difieren en sensibilidad y estandarizacion.(8).

Marcador Periodo de Infeccion Infeccion Infeccion Vacunacién
incubacion Aguda Pasada Crobnica

Diagnostico
primario

HBsAg + + - + -*

1

1
+

1
+

Anti-
HBs

Anti-
HBc
Total

I+
+
+

Anti-
HBc IgM

1
+
1
-+
—
1

Prondstico
0
monitoreo  HBeAg  + + -

I+

Anti-
HBe

I+
+
e

HBV- 48 + +§ +§ -
DNA

1.3.1.5.2 DNA del virus de hepatitis B
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La presencia de ADN en suero indica actividad replicativa del virus,
dependiendo de la carga viral, esta relacionada con la infectividad del paciente. Se lo

usa para valorar pronostico y evolucién de tratamientos antivirales(8).

1.3.1.5.3 Antigeno core

Se puede detectar su presencia en la biopsia hepatica por medio de técnicas de
inmunofluorescencia o inmunoperoxidasa, en el nacleo celular, sin embargo debido al
desarrollo de técnicas moleculares para deteccién de ADN, esta proteina es de poca
utilidad clinica(2).

1.3.1.5.4 Antigeno e (HBeAQ).

Este marcador resulta de la unién de la proteina core y precore, por lo que
puede llegar a medir de 25 a 17 kDa, su positividad por metodos de
enzimoinmunoanalisis va unida casi invariablemente con la replicacion viral, sin
embargo se puede relacionar la presencia de este antigeno e con ciertos estados de la
enfermedad, HBeAg +: Cepa salvaje,HBeAg -: Mutante pre-core ya que por ello no es

sintetizado, HBeAg +: portado inactivo (2).

1.3.1.6 Anticuerpos frente al antigeno
1.3.1.6.1 Anticuerpo frente a Antigeno core (anti-HBc).

Aparece en respuesta al HBcAg casi seguido de la aparicion de HBsAg, es
muy sensible a pruebas de inmunoanalisis y es un claro indicativo de la infeccion puede

durar hasta dos afios después su aparicion(2).

1.3.1.6.2 Anticuerpo frente a antigeno core tipo IgM (anti-HBc IgM).

Este antigeno constituye un indicativo usado para determinar hepatitis B
aguda, algunas veces aparece cuando hay replicacion viral en hepatitis B cronica.

Como también en algunos pacientes con ausencia de otros marcadores seroldgicos, lo

XXii



cual puede deberse a que el paciente esté en un periodo de ventana®, una reaccion

inespecifica a componentes sericos, o respuesta inmunitaria incompleta(9).

1.3.1.6.3 Anticuerpo frente a Antigeno de superficie (anti-HBs).

Presente debido a una infeccién pasada, como también se presenta en sujetos
vacunados, puede permanecer varios afios activo, se detecta por pruebas de
inmunoensayo Y su titulacién superior a 10 Ul, se lo considera como proteccion para el
individuo (9).

1.3.1.6.4 Anticuerpo frente a antigeno e

Su presencia denota un poca o nula actividad replicativa, y se lo ha utilizado
en conjunto con marcadores de DNA viral en respuesta a la infectividad (9), decisiones
terapéuticas o para identificar cepas mutantes (2).

En la figura 4 podemos observar la paricion de los antigenos y sus respectivos
anticuerpos segun el transcurso del tiempo se puede observar que el HBsAg permanece

por afios, lo cual nos permite establecerlo como factor para segregacion de pacientes.

4 periodo entre la desaparicion del HbsAg a su respectivo anti-HBs.
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Figura 4. Caracteristicas de evolucion de la infeccién cronica del virus de hepatitis B (6).

1.3.1.7 Manifestaciones clinicas

1.3.1.7.1 Hepatitis Aguda

Se estima que se dan de 140000 a 400000 nuevos casos de hepatitis B aguda
ocurren anualmente en Latinoamerica (7). Las consecuencias de la infeccion aguda por
VHB son altamente variables. Los rangos del periodo de incubacién van desde 6
semanas a 6 meses, y el desarrollo de manifestaciones clinicas es altamente
dependiente de la edad. Recién nacidos generalmente no desarrollan ningin signo o
sintoma, solo el 5 a 15 % desarrolla la enfermedad entre 1 y 5 afios de edad. Nifios
mayores y adultos presentan sintomas entre 33 a 50%. Infecciones sintomaticas varian
desde un leve o terminal desarrollo de la enfermedad. Sintomas y signos clinicos de la
infeccidn aguda por VHB incluyen fiebre, anorexia, nausea, malestar, vomito, ictericia,
orina oscura, palidez y dolor abdominal. Otras manifestaciones no muy comunes son
dermatitis (sarpullido), dolor de las articulaciones y artritis. La hepatitis fulminante

ocurre aproximadamente del 1 a 2% de personas con enfermedad aguda y casos de
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muerte de 63 a 93% (6). Los pacientes con hepatitis aguda resultan ser positivos al
antigeno de superficie y se requiere la presencia de anticuerpo anti-HBc tipo IgM como
una segunda prueba esencial (2).

1.3.1.7.2 Hepatitis Cronica

Segun el instituto Nacional de Salud (siglas en inglés NIH), define a hepatitis
crénica como una enfermedad necroinflamotoria® de el higado causada por persistencia
de infeccion por parte del VHB. También a su vez la divide HBeAg positivo y HBeAg
negativo. Se puede considerar como crénico después de pasar 6 meses de aparicion de
HBsAg, como también de la ausencia de anti-HBc tipo IgM. Aproximadamente el 5%

de los adultos que adquieren la infeccion desarrollan hepatitis B cronica (6).

Hablando del caso en que HBeAg positivo suele venir acompafiado de
replicacion viral constante, muchos de estos pacientes pueden terminar como
portadores asintomaticos sin considerable dafio hepatico, puede seguirse de la
conversion de HBsAg a su respectivo anti-HBs. Para aquellos HBeAg negativo retnen
todas las caracteristicas de un paciente con hepatitis cronica pero debido a la mutacion

no es posible la sintesis de este antigeno(2).
Se puede reconocer tres fases evolutivas de replicacion viral:

e Fase de elevada replicacion viral: se caracteriza por la
presencia de HBsAg, HBeAg, y de ADN del VHB con aumento de los
niveles de transaminasas y una actividad inflamatoria en la histologia
hepatica moderada, suele existir un riesgo elevado de desarrollar

cirrosis (19).

e [Fase de replicacion viral baja: se asocia con la
desaparicion en suero de la disminucion de la actividad inflamatoria en
la histologia hepatica, esta seroconversion ocurre entre un 10 a un 20

% anualmente y se asocia con mejor pronostico (19).

De acuerdo al “grado de enfermedad”, se asigna una puntuaciéon numérica en base a: inflamacion de
tractos portales, necrosis y apoptosis del parénquima y fibrosis hepatica.
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e Fase de ausencia de replicacién: en la que los marcadores
en suero estan ausentes y también la inflamacion hepatica, si ya se ha

establecido cirrosis ésta persistira indefinidamente (19).

Tratamiento

Existen al menos cinco opciones de tratamiento para la hepatitis B cronica,
que incluyen interferon y antivirales lamivudina, adefovir, etecavir y clevudina, para
iniciar un tratamiento se debe considerar los antecedentes clinicos y de laboratorio del

paciente, como una decisién compartida entre el médico y el paciente (20).

° Interferon:

Para su uso estan aprobados interferon alfa-2a y el interferon alfa-2b, poseen
propiedades antivirales, inmunomoduladores y antiproliferativas (19).

El interferon es una sustancia normalmente producida por las células inmunes
del organismos frente a infecciones, este medicamento se usa en inyecciones

subcutaneas (20).

Es un tratamiento que puede tener bastantes efectos adversos, entre ellos esta
el denominado sindrome-flu, consiste en fiebre, mal estar, cansancio, artralgias y
disminucidn de los leucocitos y de la plaqueta en el hemograma, también es frecuente
depresion, insomnio, pérdida de peso, alopecia e irritabilidad (19), a pesar de ello
cuando se logra una respuesta, ésta habitualmente es sostenida en el tiempo, no se

puede usar cuando el paciente tiene una cirrosis descompensada® (20).

. Lamivudina:

Este medicamento inhibe directamente al virus interfiriendo con la replicacion
viral, por su debido uso a largo tiempo puede causar la aparicion de virus resistentes
(mutacion de la regibn YMDD de la polimerasa) (20), esta mutacion deberan

sospecharse cuando los niveles de ALT y de la AST aumenten de forma significativa

Caracterizada por la presencia de un dramético y complicado cuadro clinico que amenaza la vida del
paciente como son la hemorragia por varices del esdfago, ascitis, peritonitis bacteriana espontanea o
encefalopatia hepética (21).
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después de iniciar un descenso con la introduccion del farmaco o con la reaparicion del
DNA del VHB (19).

. Adefovir:

De manera similar a la anterior inhibe la polimerasa viral, tiene potencial de
dafiar la funcién renal, por lo que debe vigilarse con examenes periddicos, la

posibilidad de generar mutantes en menor (20).

° Entecavir:

Posee una potente actividad antiviral y bajo desarrollo de resistencia, es bien
tolerado, y se a demostrado que tiene actividad contra virus HIV (20).

° Clevudina:

Constituye el mas nuevo de los antivirales orales inhibidores de la polimerasa

viral, su potencial antiviral no parece ser superior al adefovir y entecavir (20).

. Otros antivirales:

Incluyen emtricitabina, famciclovir, telbivudina, tenefovir y otros (20).
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Figura 5. Pacientes susceptibles a tratamientos (19).

1.3.1.7.3 Portador Asintomatico

Constituye un estado en el cual no se reflejan sintomas, puede mantener el
HBsAg como HBeAg o su respectivo anti-HBeAg sin actividad necroinflamatoria
aparente, aproximadamente del 1 al 2 % de estos pacientes pueden dejar su estado de

portador y desarrollar dafio hepatico(2).

1.3.1.8 Andlisis de resultados en la evolucién de la infeccion

Un rol importante en el analisis de resultados esta los valores de transaminasas
que pueden ser evaluados tanto en un inicio, sospecha como también en el transcurso
de los diferentes manifestaciones clinicas (10); a continuacion se puede observar la
paricion de las transaminasas (ALT) en valores representativos durante la hepatitis B

aguda.
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Figura 6. Curso de los marcadores seroldgicos en la infeccién aguda de hepatitis B con resolucion (10).

“El primer marcador de la infeccion es HbsAg, luego de la exposicion,
aproximadamente 1-2 meses mas tarde, la primera respuesta de anticuerpos son
anticuerpos IgM para el antigeno core de la hepatitis B (IgM anti-HBc), generalmente
alrededor del tiempo de incremento en las actividades de AST (Aspartato
Aminotransferasa) y ALT en plasma. En el momento de aparicion de la ictericia, la
mayoria de los pacientes tienen ambos HBsAg y IgM anti-HBc. Con la eliminacion del
virus el anti-HBs se hace detectable. En un pequefio porcentaje de pacientes, suele
haber un periodo de transicion en el que no se pueden medir ni HBsAg ni anti-HBs, el
Gnico marcador comunmente presente en este tiempo es IgM anti-HBc, un patrén
denominado la “ventana core”. Con la recuperacion de la infeccion HBV, anti-HBc y

anti-HBs persisten durante toda la vida en la mayoria de los individuos”(10).

En la tabla 3 se resume un analisis para reconocer la fase de la infeccion de

acuerdo con la presencia o ausencia de marcadores serolégicos.
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Tabla 3. Marcadores seroldgicos de la hepatitis B en diferentes fases de la infeccion (11).

Marcadores seroldgicos de la hepatitis B en diferentes fases de la infeccién
Anti-HBc

Fase de la infeccion HBsAg /IA\—InE:; IgG  IgM HBeAg ?_InBtie-
Periodo de incubacion tardio + - - - +/- -
Hepatitis aguda + - + + + -
Hepatitis aguda HbsAg- negativa - - + + - -
Portador HbsAg sano + - +++ - - +
Hepatitis B crénica replicativa + - +++ +/- + -
Hepatitis cronica minimamente N ] et ] ] N

replicativa

Infeccion HBV pasada reciente - ++ ++ +/- - +
Infeccion VHB pasada distante - +/- +/- - - -
Vacunacion reciente - ++ - - - -

1.3.1.9 Infeccion oculta por el Virus de Hepatitis B

Constituye un estado en el cual no existe presencia de marcadores seroldgicos
y suele aparecer DNA viral en suero 0 mas frecuentemente en células del higado, en
este estado se puede explicar la reaparicion viral en momentos de inmunodeficiencia
como la transmision de hepatitis B por medio de trasplantes. Se puede retribuir la
ausencia de antigeno de superficie a cambios en el genoma y en la expresion de la

proteina S (2).

1.3.1.10 Epidemiologia

Aproximadamente el 45% de la poblacion mundial vive en areas de
prevalencia de hepatitis B cronica (>8% de la poblacion es HBsAg positivo), 43% vive
en areas de prevalencia moderada (2-7% de la poblacién es HBsAg positivo), y el 12%

vive en areas de baja prevalencia (2% de la poblacion es HBsAg positivo)(6). Figura 6.
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Figura 7. Distribucion geogréafica de hepatitis B cronica (6).

En areas de alta prevalencia, el riesgo de contraer infeccion es del 60%, y la
mayoria de infecciones ocurren en el nacimiento o durante los primeros afios de vida,
justamente cuando es riesgo de contraer hepatitis cronica es el mas grande. Debido a
que a temprana edad la mayoria de infecciones son asintomaticas alli es pequefia la
apreciacion de enfermedad aguda, el indice de enfermedad cronica al higado y cancer
es alta. Areas de alta prevalencia incluyen la mayor parte de Asia (a excepcion de
Japén e India), la mayoria de Medio Oriente, la Cuenca Amazdnica de Sudamérica, la
mayoria de islas del Pacifico, también otra especial poblacion como nativos de Alaska,
Aborigenes de Australia, y Maoris en Nueva Zelanda. En areas de alta prevalencia
donde el HBeAg entre mujeres embarazadas es baja (Africa, Suramérica y Medio
oriente), problemas en el nacimiento contribuyen poco a la transmisién de HBV de
nifios infeccidbn crénica como temprana transmisién después del nacimiento.
Generalmente en estas areas del 1 a 2% de infantes desarrollan infeccién crénica y del
10 a 20% de infecciones crénicas entre nifios resulta en el momento de nacimiento. Un
grupo de alto riesgo incluye los homosexuales, uso de drogas intravenosas, personas
quienes hayan tenido contacto heterosexual con multiple parejas, contacto dentro de

casa de personas con hepatitis, hemofilicos, pacientes de hemodialisis y personal,
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pacientes de largo tiempo con facilidad de contagio, persona con exposicion a sangre y
fluidos infecciosos, y personas ingresadas por incapacidad mental(6).

La vacunacion ha permitido frenar el desarrollo de esta enfermedad en el
mundo en nuestro pais se implanta la vacuna pentavalente que incluye Difteria,
tosfeina, tétanos, hepatitis B, Haemophylus influenzae tipo B, a partir del afio 2003, sin
embargo se debe tener en cuenta llevar un monitoreo para el anti-HBSAg, este
anticuerpo nos permite reconocer si la persona esta inmunizada, la dosis de refuerzo
son indispensables debido a que ciertas personas no desarrollan el anticuerpo aun
después del tercer refuerzo, Anexo 1.

1.3.2 Métodos de biologia molecular

1.3.2.1 Reaccion de polimerasa en cadena

Mediante esta técnica se pueden obtener millones de copias de secuencias de
ADN deseadas, debido a que estas secuencias se pueden encontrar en muy poca

cantidad y son indetectables sin la previa amplificacion(12).

La técnica de PCR (siglas en inglés) basicamente consta de tres fases

principales:

o Desnaturalizacion: entre una temperatura de 93°C a 95°C el

ADN se separa en cadenas sencillas(12).

o Alineamiento (hibridizacion o Annealing): es necesario que
existan dos cebadores que seran los iniciadores de la sintesis de
oligonucledtidos, generando la cadena complementaria tanto en el extremo
3'como 5. Esta temperatura puede variar entre 50°C a 70°C dependiendo de la

temperatura de fusion (Tm)’(12).

" Tm de un oligonucleotido duplex se refiere a la temperatura en la cual el oligonucléotido esta 50%
templado con su cadena complementaria (13).
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. Extension: los oligonucledtidos sintéticos actlan como
iniciadores para que la ADN polimerasa sintetice el resto de la cadena con
ayuda de los dNTP, esta temperatura puede variar entre 70°C a 75°C (12).

Figura 6.
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Figura 8. Reaccion de Polimerasa en cadena (15).

Cada PCR requiere de una especifica optimizacion para una optima PCR total.

La falta de optimizacion puede resultar en varios problemas, como:
o Productos no detectables de PCR,

o Baja eficiencia en la amplificacion de cada unidn de bases,

o La presencia de bandas no especificas (smeary background),

o La formacién de primer dimers, que compiten con la unién de primer en la
amplificacién, o como también mutaciones causadas por errores en la incorporacion del

nucleétido.

Es por lo tanto de particular importancia la optimizacién de la PCR para poder
usarla con su respectivo diagndstico o procedimiento analitico donde una correcta

amplificacion es importante(14).
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La optimizacion de una particular PCR puede consumir tiempo y verse
complicada porque existe varios parametros que estan involucrados. Algunos de ellos

incluyen:
e  Calidad y concentracion del ADN modelo.
e Disefio y concentracion de primers
e  Concentracion de iones de Magnesio.
e  Concentracion de los cuatro desoxioligonucledtidos (ANTPS).
e  Buffer para PCR.
e  Seleccion y concentracion de DNA polimerasa.
e  Condiciones térmicas de los ciclos de PCR.
e  Adicion y concentraciones de aditivos o cosolventes de PCR.
e  Técnica de Hot-star®.

La PCR puede verse afectado de cada uno de estos parametros individuales,
como también de la combinacién de efectos independientes de algunos de estos

parametros (14).

1.3.2.1 Electroforesis

Por métodos de gel de electroforesis podemos separar por longitud o pureza
las moléculas de ADN que han sido amplificadas, asi por ejemplo para nucleotidos de
hasta un solo nucledtido o de diferente longitud puedan separarse en geles de
poliacrilamida. En el caso de moléculas de ADN muy grandes podemos utilizar geles
de agarosa, los fragmentos migran con mayor rapidez, se mueven por el campo
eléctrico gracias a las cargas negativas de sus fosfatos, se puede utilizar
concentraciones de 0,2 a 3%. Para poder visualizar estas bandas es necesario que sean
tefiidas por algiin método fluorescente como bromuro de etidio que permite observar la
bandas a la luz ultravioleta. Para la apreciacion del tamafio de la molécula es necesario
comparar con un marcador de peso molecular el cual nos determina un patrén modelo

para distinguir nuestra banda de interés (14).

8 Esta técnica reduce amplificaciones no especificas, manipulando Tm (mealting temperatura) antes de la
adicion de polimerasas (http://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction).
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CAPITULO 2: Materiales y métodos

2.1: Toma de muestras y estudio de la poblacion

La poblacidn con la cual se realizé el estudié fueron pacientes diagnosticados
con hepatitis B a los cuales se les determiné pruebas de HBsAg y HBeAg mediante
ELISA. La toma de muestra debera realizarse en tubos sin anticoagulante y proceder

inmediatamente a obtener el suero.

Las muestras fueron recolectadas a partir de laboratorios y hospitales de Quito
entre los cuales estan: La Cruz Roja Ecuatoriana, Hospital Carlos Andrade Marin,
Baxter Ecuador (centro de Hemodialisis), Laboratorios Zurita y Zurita, Hospital de
nifios Baca Ortiz, mediante un consentimiento oral de autorizacion por parte de los
pacientes en el caso de Baxter, en cuanto a la cruz roja Ecuatoriana no se realiza un
consentimiento ya que son sueros de paciente donantes positivos para HBSAg, en
cuanto al Hospital Vaca Ortiz constituyen nifios con cancer que muchas veces poseen
defensas bajas y son propensos a hepatitis B crdnica, y en cuanto a laboratorios Zurita
constituyen restos de muestras en el area inmunoldgica que resultaron positivos para
HBsAg sin conocer la paciente. Una vez realizado el ensayo y utilizado el suero la

muestras son desechadas y destruidas sin quedar residuos de muestras contaminadas.

2.2: Extraccion de ADN

Para la extraccion se utilizdé PureLink Viral RNA/DNA Kits (Anexo 2), segln
las especificaciones del fabricante, la muestra de suero debe ser centrifugada en caso de

que existan precipitados o restos pequefios de hielo si la muestra haya sido congelada.

Recomendaciones del Kit:

e  Luego de colectar la muestra debemos proceder inmediatamente
a la extraccion, si la muestra fue congelada a 4°C debe hacerse por corto

tiempo (4 horas maximo) o congelada a -20°C o -80°C por mas tiempo.

e  No descongelar la muestra mas de una vez.
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e Usar el sobrenadante limpio en caso de que haya sido

centrifugado por la presencia de criopresipitados.

Materiales:
° Buffer de lisis viral (L22)
° Buffer de lavado (W5)(5X)
° Proteinasa K (20 mg/ml)
° Carrier RNA (liofilizado)
e  Agua estéril libre de RNasa (E3)
° Columnas y tubos de recoleccion
®  Tubos de lavado (2.0ml)

° Tubos de recoleccion (1,5)

Procedimientos antes de la extraccion:

° Preparacion del Buffer de Lavado.- adherir 60ml de etanol al 96-
100% a 15ml del Buffer de lavado (W5).

° Preparacion del Carrier de RNA.- para el stock debemos colocar
310ul de agua estéril libre de RNasa sobre los 310ug del liofilizado, mezclar y

alicuotar la solucion y almacenar a -20°C.

Para la preparacion de Buffer de lisis junto con el carrier de RNA mezclar

segun la formula para su calculo:

A=Nx0,21ml

A(ml)=volumen de buffer de lisis (L22)

B-Ar2s
ml

B(ul)=volumen de “Carrier de RNA”

A+B almacenar a 4°C hasta su uso en la extraccién dentro de una hora.
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Extraccion:

Lisis celular:
o Colocar 25ul de proteinasa K en un tubo limpio.
o Colocar 200ul de muestra en el mismo tubo.

o Colocar 200ul de Buffer de lisis previamente mezclado con el

“Carrier de RNA”, cerrary mezclar en el vortex por 15 segundos.
o Incubar a 56°C por 25 minutos.

o Colocar 250ul de etanol al 96-100%, mezclar en el vortex por 15

segundos.
o Incubar la lisis por 5 minutos a temperatura ambiente.
Proceso de purificacion:
o Colocar la lisis en la columna de extraccion.

o Centrifugar la columna a 8831,32 RPM por un minuto. Descartar

lo atravesado por la columna, colocar la columna en un nuevo tubo de lavado.
o Lavar la columna con 500ul de buffer de lavado (W5).

o Repetir el paso anterior una vez mas con otros 500ul de buffer de
lavado (W5).

o Descartar lo atravesado por la columna y colocar la columna en

un nuevo tubo de lavado.

o Centrifugar la columna al maximo de velocidad para filtrar

cualquier residuo del buffer de lavado.
o Colocar la columna en un nuevo tubo de recoleccion (1,5ml).

o Colocar 10-50ul de agua esteéril libre de RNasas para aislar los

acidos nucleicos.

o Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto. Centrifugar al

méaximo de velocidad por 1 minuto.

o Almacenar el DNA purificado a -80°C para otras aplicaciones.
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El ADN extraido fue corrido en un gel de agarosa al 0,8% para visualizar la

presencia de ADN viral en bandas superiores.
2.3: Amplificacion del ADN

Para la amplificacion se utilizan primers dentro de la regién core
(Rodrigues,2001). Estos iniciadores nos determinan la pauta para poder sintetizar la
region de interés con la ayuda de la polimerasa, por lo cual estos se ubican en una
posicion del genoma especifica en nuestro caso el primer AE-3 posicion (1955-1974)
5'TTG CCT TCT GAC TTC TTT CC 3°, primer AE-4 posicién (2401-2381) 5’TCT
GCG AGG CGA GGG AGT TCT 3’. A continuacion se pueden ubicar los primers en

el genoma del VHB, en la region core y antigeno e como también la region polimerasa.
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Bajo las mismas condiciones del articulose estandarizo los parametros de PCR
hasta llegar ha las siguientes condiciones, con un volumen final de 25ul, con un
volumen de 5ul de ADN extraido.

o Platinum Taq DNA Polymerase: 1U.

o PCR Buffer: 10X

o Primer AE-3 y primer AE-4: 0,5 pM/ul.
o MgClI2: 2mM.

o Mezcla de dNTP: 200uM.

. Agua estéril libre de RNasas.

Para el control de temperatura y ciclos se utilizé el termociclador Progene, con
los siguientes ciclos para la amplificacion:

o Denaturacion inicial: 94°C por 3min.
o 30 Ciclos: cada ciclo compuesto por:
Denaturacion: 94°C por 1min.
Alineamiento: 48°C por 1min.
Extension: 72°C por 2min.

o Extension final: 72°C por 7min.

Figura 9. Termociclador progenie, Emilia Espin.
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2.4: Visualizacién de ADN en gel de agarosa

Se utiliz6 agarosa al 2%, la cual se tifid6 con bromuro de etidio en una
concentracion de 0.5ul por cada 10ml de gel, por medio de una Electroforesis
Horizontal se someti6 a cargas entre 110 y 120 V, posteriormente se utiliza un
transiluminador para visualizar el ADN tefiido previamente bajo luz UV.

Como controles negativos estan: suero de una persona vacunada, suero de una

persona sana no vacunada y agua.

Figura 11. Carga del ADN amplificado en el gel de agarosa previa corrida electroforética. Emilia Espin.
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Para comparar las bandas obtenidas es necesario utilizar un marcador de peso
molecular que en mi caso es de 100 pb, que me permite evaluar en un rango de
fragmentos de doble cadena desde 100-1500pb.

Figura 12. Esquema de Marcador Molecular de 100pb. Emilia Espin.

Figura 13. Gel de Electroforesis Horizontal, corrida electroforética de ADN amplificado. Emilia Espin.
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Figura 14. DyNa Light Dual Intensity UV Transilluminator.
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CAPITULO 3: Resultados

o Se obtuvieron alrededor de 28 muestras de pacientes con
Hepatitis B, de los cuales todos son positivos para antigeno de superficie

(HBsAQ), y el 57% son positivos para antigeno e (HBeAg).

o El 81% de los pacientes resultan positivos para la amplificacién
con PCR.

o La amplificacién por medio de PCR da como resultado una

banda amplificada de 447pb.

o Se observo una positiva amplificacion de PCR con pacientes

asintomaticos.

o Las condiciones finales de PCR que resultaron de la
estandarizacion son: concentracion de Polimerasa 1U, Buffer 10X, Primers
0,5pmol/ul, cloruro de magnesio 2mM. dNTPs 200uM. La temperatura de
alineamiento result6 en 48°C
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Figura 15. Gel de Agarosa (2%) tefiido con Bromuro de Etidio (CyH0BrNs) y visualizado
bajo luz ultravioleta, M=marcador molecular, 1-5= pacientes con Hepatitis B, 6=vacunado, 8=no
vacunado, C-=Control Negativo.Emilia Espin.

Figura 16. Gel de Agarosa (2%) tefiido con Bromuro de Etidio (C,;Hy0BrN3) y visualizado

bajo luz ultravioleta, M=marcador molecular, 1-5= pacientes con Hepatitis B, 6=vacunado, 8=no
vacunado, C-=Control Negativo. Comparacion entre dos concentraciones de cloruro de magnesio,
1,8mM y 2mM respectivamente se observa en la segunda grafica bandas més claras como se observa en

la figura 15. Emilia Espin.

o La temperatura 6ptima de hibridizacion es 48°C por un minuto,

denaturacion de 94°C por un minuto y extension de 72°C por dos minutos.

o El ADN extraido puede ser almacenado a -80°C lo cual también

nos dan resultados positivos amplificando una banda de 447pb.
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Muestras almacenadas a -80°C

Figura 17. Gel de Agarosa (2%) tefiido con Bromuro de Etidio (C,;H,0BrNz) y visualizado
bajo luz ultravioleta, M=marcador molecular, 1-3= pacientes con Hepatitis B, V=vacunado, C-=Control

Negativo.Emilia Espin.

o Se observo una banda de amplificacion de 447pb en una de las

muestras congeladas a -20°C.

Muestras almacenadas a -20°C

Figura 18.Gel de Agarosa (2%) tefiido con Bromuro de Etidio (CyHzoBrNs) y
visualizado bajo luz ultravioleta, M=marcador molecular, 1-3= pacientes con Hepatitis B,
V=vacunado, C-=Control Negativo. Un paciente amplifica la banda de 447pb Luego de tres dias

de ser almacenada a -20°C. Emilia Espin
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CAPITULO 4: Discusion

Estos resultados presentan total concordancia con otros ensayos
realizados mediante PCR los cuales muestran un 90% de muestras positivas para
HBsAg y que amplifican para PCR, de igual forma presentan similares resultados en
presencia 0 ausencia de HBeAg lo cual no refleja altos o bajos porcentajes de
replicacion viral (Zaaijer H. 1994), de igual forma en otros autores resaltan al
importancia y efectividad de PCR para varias manifestaciones clinicas, especialmente
cuando se detectan bajos niveles de viremia en enfermedades no replicativas, también
en pacientes con infecciones virales pasadas y portadores asintométicos (Rodrigues C,
2001).

Esta es una prueba sensible a bajas cantidades de ADN sin embargo se
prefiere utilizar tipos de PCR cuantitativas para no solo determinar la presencia de
ADN viral sino la carga viral presente en un determinado paciente, con el objeto de

determinar la respuesta a tratamientos antivirales y progreso de la enfermedad.

Dentro de nuestros pacientes pudimos incluir una muestra de paciente
asintomatico la cual amplifico para PCR, esto nos permite comparar con resultado de
otros autores los cuales determinan una amplificacion del 97% en pacientes
asintomaticos que no presentan niveles de transaminasas considerables y que por medio
de PCR o pruebas invasivas tal como una biopsia del higado pueden ser detectados
(Madan K, 2004).
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CAPITULO 5: Conclusiones

o La estandarizacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa fue
exitosa para la identificacion del Virus de Hepatitis B en suero de pacientes positivos
para Antigeno de Superficie (HBsAg). Siendo asi que el 81% son reactivas para PCR
se puede atribuir este 19% a la calidad de la muestra ya que se pudo comprobar que en
el mismo paciente, con dos tomas de muestra diferentes: la una resulta positiva para
PCR vy la otra negativa, muchas veces la muestra no se encuentra en condiciones

adecuadas de amplificacion y de ello depende los buenos resultados de PCR.

. La presencia de Antigeno de Envoltura “e” (HBeAg) es un indicativo
importante para determinar replicacion viral sin embargo se pudo comprobar que no es

necesario su positividad para determinar el ADN viral por medio de PCR.

o El kit de extraccion de ADN viral en columna (Invitrogen purelink
RNA/DNA) proporciond excelentes resultados, ya que el ADN extraido no tuvo

ninguna complicacion al momento de PCR.

o El ADN extraido se puede almacenar a -80°C dando resultados positivos
en PCR.

o Las muestras procesadas el mismo dia: toma de muestra, extraccion, y
amplificacion, presentan bandas mas claras segun los resultados obtenidos con
muestras congeladas, por lo que PCR seria optima para hospitales y laboratorios donde

exista la facilidad de tomar las muestras y realizar el ensayo inmediatamente.

o Se puedo comprobar que el ADN vial es muy sensible y tiende a

degradarse muy rapidamente.

o Los primers de la posicion 1955-1974 y la posicién 2401-2381 del
genoma completo del virus de Hepatitis B resultaron apropiados para identificacion del

virus.

o Se pudo comprobar que a pesar de no tener espacios delimitados
fisicamente de prePCR y postPCR, la delimitacion de areas imaginariamente de

materiales y equipos el orden de proceder y seguir los protocolos permiten obtener
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resultados excelentes, para ello también es importante una constante limpieza de

materiales y mesones de trabajo.

o En el caso de poseer condiciones adecuadas y control de calidad se
puede utilizar muy efectivamente la PCR como una determinacién inicial de pacientes

por ejemplo en segregacion de donantes de sangre o transplantes.

o Se puede concluir en caso de poner en practica PCR en hepatitis B para
laboratorios con espacios reducidos y que se encuentran en crecimiento y avance, una
extension de PCR con ELISA de esta forma se pueden reducir mucho mas los costos
una vez estandarizada y realizada la prueba, como también se reduce el peligro de
fabricar geles y manipular el bromuro de etidio muy peligroso y potencialmente

cancerigeno.



CAPITULO 6: Recomendaciones

o Es muy importante el manejo de la muestra, esta es preferible que se
recolecte sin anticoagulante y que se proceda a la obtencion de suero inmediatamente,
se puedo ver que tiene unos mejores resultados realizar la extraccién el mismo dia de
recoleccién y la amplificacion. Los resultados demuestran que las muestras procesadas
el mismo dia tienen bandas mucho mas claras que aquellos en los cuales se almaceno el

suero o el ADN extraido.

o Se recomienda no descongelar la muestra mas de una vez, se pudo
observar que en muestras varias veces descongeladas las bandas de amplificacién son

muy leves o no aparecen.

Figura 19.Gel de Agarosa (2%) tefiido con Bromuro de Etidio (C,1Hx0BrNs) y visualizado bajo luz
ultravioleta, M=marcador molecular, 1-9= pacientes con Hepatitis B, 10=vacunado, 11=no vacunado, C-

=Control Negativo.

o Para el transporte luego de la recoleccion de la muestra es necesario una

cuidadosa refrigeracién de la misma para lograr mejores resultados y asi evitar al
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degradacion del ADN vy por lo tanto que no se encuentre la region de interés para ser

amplificada.

o Se recomienda realizar otros ensayos para determinar tiempo y calidad
del ADN al ser almacenado a -20°C ya que se pudo observar que algunas muestras

fueron positivas para PCR luego de ser almacenadas a esta temperatura.

o Se recomienda continuar la investigacion con una poblacion
asintomatica para comprobar los resultados con otros autores como también observar la

presencia silenciosa de hepatitis B.
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