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Deteccion del DNA del virus de la hepatitis B
en suero mediante amplificacion génica en
pacientes con hepatitis cronica B

y en pacientes con hepatitis cronica C
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Funbamento: La reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR) constituye un importante
progreso metodoldgico para detectar la presencia de 4cidos nucleicos viricos cuando éstos
se hallan en muy pequefia cantidad en suero o tejidos. EI propésito de este trabajo ha sido
la utilizacién de la PCR para detectar DNA del virus de la hepatitis B (VHB) en pacientes
con hepatitis crénica HBsAg positiva {HC-B) y en pacientes con hepatitis cronica no A no
B con anticuerpos contra el virus de la hepatitis C (anti-VHC) positivos (HC-C).

Merooos: Mediante la PCR se determiné el DNA del VHB en el suero de 40 pacientes con
HC-B y de 15 con HC-C. Asi mismo, se estudié la presencia de anti-VHC en los pacientes
con HC-B.

ResuLtapos: Se detecto la presencia de DNA del VHB por PCR en el 69 % de los
pacientes con HC-B que presentaban HBeAg positivo y DNA del VHB negativo por
hibridacion simple asi como en el 50 % de los pacientes que presentaban HBeAg
negativo, anti-HBe positivo y DNA del VHB negativo por hibridacién simple. Ademas, se
detecté DNA del VHB por PCR en el 27 %

(4/15) de los sujetos con HC-C, tres de los cuales poseian anticuerpos anti-HBc. Por otra
parte, se observé que el 20 % de los pacientes con HC-B poseian anti VHC. La positividad
anti-VHC se asoci6é a una mayor hipertransaminasemia en los pacientes con HC-B en fase
no replicativa.

ConctLusiones: La PCR es un método sensible de deteccién de la replicacién virica. Su uso
permite detectar concentraciones bajas de DNA del VHB en un porcentaje bajo pero
apreciable de hepatitis crénicas HBsAg negativas. La coinfeccion por los virus By C de la
hepatitis no es excepcional y explica la hipertransaminasemia en algunas HC-B en fase no
replicativa.

Detection of the DNA of the hepatitis B virus in serum by genic amplification in
patients with chronic hepatitis B and in patients with chronic hepatitis C

Backerounn: The polymerase chain reaction (PCR) constitutes important methadological
progress for detecting the presence of viral nucleic acids when these are found in small
quantities in serum or tissues. The aim of this study was the use of PCR to detect DNA of
the hepatitis B virus (HBV) in patients with chronic HBsAg positive hepatitis (HC-B) and
in patients with chronic non A non B hepatitis with antibodies against the virus of
hepatitis C (anti HCV) positive (HC-C).

MeTHops: The DNA of the HBV was determined with PCR in the serum of 40 patients with
HC-B and in 15 with HC-C. Moreover, the presence of anti-HCV was studied in the
patients with HC-B.

ResuLts: The presence of DNA of the HBV was detected by PCR in 69 % of the HC-B
patients presenting HBeAg positive and DNA of the HBV negative by simple hybridation as
well as in 50 % of the patients with HBeAg negative, anti-HBe positive and DNA of HBV
negative by simple hybridation. In addition, DNA of HBV was detected by PCR in 27 %
(4/15) of the subjects with HC-C, three of whom had anti-HBc¢ antibodies. On the other
hand, 20 % of the patients with HC-B had anti-HCV. Anti-HCV positivity was associated to
a greater hypertransaminasemia in patients with HC-B in a non replicative phase.
ConcLusions: PCR is a sensitive method for detecting viral replication. Its use permits the
detection of low DNA concentrations of the HBV in a low but appreciable percentage of
chronic negative HBsAg hepatitis. Coinfection by the B and C viruses of hepatitis is not
exceptional and explains hypertransaminasemia in some HC-B in a non replicative phase.
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El desarrollo de nuevas técnicas de biolo-
gia molecular ha tenido gran impacto en el
conocimiento de la infeccién por el virus
de la hepatitis B (VHB). Actualmente, se
acepta que la determinacion del DNA del
VHB como marcador de replicacion supera
en sensibilidad y especificidad a los mar-
cadores convencionales, especialmente al
sistema antigeno e/anticuerpo anti-e!2,
Un nuevo procedimiento de reciente apa-
ricion es la reaccién en cadena de la po-
limerasa (PCR)3. Esta técnica permite
amplificar especificamente una secuen-
cia de DNA determinada, seleccionada
mediante oligonucledtidos sintéticos (am-
plimeros) que delimitan el principio y el
final del segmento de DNA que se va a
amplificar. La amplificacién ocurre de
forma ciclica y es posible obtener mas de
un millén de copias del fragmento origi-
nal. La PCR es muy Util en el estudio de
la infeccion por el VHB?, ya que posibilita
la deteccién de su DNA, aunque el nu-
mero de moléculas presentes sea tan bajo
que resulten indetectables por hibrida-
cién convencional. De este modo, es po-
sible evidenciar la presencia de DNA del
VHB cuando otros marcadores de la in-
feccidn estdn ausentes.

Recientemente, se ha caracterizado el vi-
rus de la hepatitis C (VHC) y se ha ob-
servado la existencia de anticuerpos anti-
VHC en la mayor parte (80-90 %) de los
enfermos con hepatitis crénica no A no
BS7. El propésito de este trabajo es el es-
tudio de la presencia del DNA del VHB
por PCR en pacientes con hepatitis cré-
nica B (HC-B) y en sujetos con hepatitis
crénica C (HC-C), asi como determinar si
existen casos de coinfeccion por ambos
virus.

Pacientes y métodos

Se han estudiado 40 enfermos (28 varones y 12 mu-
jeres) que padecfan HC-B y otros 15 (11 varones y
4 mujeres) con HC-C. De los 15 pacientes con HC-
C, anti-VHC positivos, 8 presentaban, ademas, anti-
HBc, mientras que los 7 restantes eran negativos
para todos los marcadores del VHB. Ademads, como
controles se estudiaron 5 personas sanas con todos
los marcadores del VHB negativos, asi como anti-
VHC negativos.
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Fig. 1. Region del geno-
ma del virus de la hepa-
titis B amplificada por la
reaccion en cadena de la
polimerasa.

Deteccion en suero de antigenos y anticuerpos. Para
el diagndstico de estos enfermos se emplearon tée-
nicas de ELISA y radioinmunoanélisis (RIA) comer-
ciales. La deteccién de HBsAg, HBeAg, anti-HBe y
anti-HBc se realizé mediante RIA (Sorin Biomédica,
Italia) y la de anti-VHC, por ELISA (Ortho Diagnostic,
Estados Unidos). Los valores de las transaminasas
(AST y ALT) se determinaron en el laboratorio general
de bioquimica.

Deteccion del DNA del VHB en suero por hibridacion
simple?. La extraccion del DNA se practic6 a partir
de 200 pl de suero, el cual se digirié con 0,5 mg de
proteinasa K, 1 % SDS a 56 °C durante toda la no-
che. A continuacién se realiz6 una extraccién con fe-
nol-cloroformo, se afiadié a la fase acuosa 1/9 del
volumen de acetato sédico 3M y la muestra se pre-
Cipitd con dos volimenes de etanol a —20 °C durante
3 horas. Finalmente, se centrifugé a 10.000 G du-
rante 10 min, se lavé con el 70 % de etanol y el pre-
cipitado de DNA se resuspendié en TE (10 mM Tris-

HCI pH 8; 0,1 mM EDTA). Las muestras de DNA ob-
tenidas se depositaron sobre una membrana de nylon
(BIORAD, Zeta-Probe, Estados Unidos), utilizando
un sistema de microfiltracién al vacio. La membrana
se sometid a la accién de una solucién desnaturali-
zante del DNA (0,4M de NaOH) durante 10 min y se
lavé con SSC (0,03M de citrato sédico, 0,3M NaCli
pH 7,4) para conseguir su neutralizacion.

La hibridacién de la membrana® se realizé a conti-
nuacion con una sonda radiactiva marcada con 32p.
Esta se marcé mediante la técnica descrita por Rigby
etal®y se consiguié una actividad mayor de 10® dpm/
ug DNA. La sonda utilizada fue el genoma completo
del VHB, el cual se habfa clonado en el plasmido
PBR322 de Escherichia coli. Para su obtencidén se
realizé un cultivo de la clona, a partir del cual se ais-
16, mediante un gradiente de CsCl, el plasmido que
contenfa la sonda. Este se digifi6 con la enzima
EcoRl, se realizé una electroforesis en gel de agarosa
y se purific la banda correspondiente a la sonda por
electroelucién.
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Fig. 2. Electroforesis en gel (A) e hibridacién (B) de muestras amplificadas por la reaccidn en cadena de la
polimerasa. Columna 1 = marcador de peso molecular (PhyX-174 digerido con Haelll); columna 2 = control
positivo; columna 3 = control negativo; columnas 4, 5, 6, 8, 9 ¥ 11: casos positivos; columnas 7 y 10: casos

negativos.
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)'®11. E|
DNA utilizado para el PCR se aislé y purificé a partjy
de 200 ul de suero. El procedimiento seguido fye
idéntico al utilizado para la realizacién de la técnica
de hibridacién simple descrita anteriormente,

Al DNA se le afiadié 0,25M de cada uno de los ny.
cledtidos dATP, dGTP, dCTP y dTTP, tampon Cetys
(0,05M KCl; 0,01M Tris-HCI pH 8,3; 5 mm MgCl,,
0,01 % gelatina), 5 % DMSO y 1 uM de cada am.
plimero. Como amplimeros se utilizaron dos oligo-
nucledtidos sintéticos de 20 bases de longitud que
definen una regién de 330 pares de bases corres.
pondiente a un fragmento de la region polimerasa de|
genoma del VHB (fig. 1).

Ala mezcla de reaccién se le anadieron 2,5 unidades
de la enzima termorresistente Taq polimerasa y se
realizaron 30 ciclos de amplificacion: desnaturalj-
zacién (1 min a 95 °C), alineamiento (45 seg a
43 °C) y elongacién (1,5 min a 72 °C). Después de
los 30 ciclos, el DNA obtenido se precipité anadien-
do 1/9 del volumen de acetato sédico y 2,5 voli-
menes de etanol, tras lo cual se enfrié a —20 °C du-
rante 3 horas. El precipitado se recogioé por centri-
fugacién del mismo modo como se describig ante-
riormente y se resuspendié en TE. Se practicé una
electroforesis de las muestras obtenidas en gel de
agarosa al 3 % a 10V/cm. Como marcador de peso
molecular se utilizé el fago PhiX-174 digerido con
Haelll. Tras la electroforesis el gel se transfirié a una
membrana de nylon en medio alcalino. La membrana
fue hibridada del mismo modo en que se realizé en
la hibridacién simple, en este caso también con e|
genoma completo del VHB como sonda y se autorra-
diografié durante 8 horas.

Método estadistico. Para la comparacion de las me-
dias de ALT se utilizé la prueba no paramétrica de
Mann Whitney.

Resultados

Mediante la determinacion por hibrida-
cion molecular simple del DNA del VHB
en el suero de enfermos con HC-B, se
observé que 19 de los 40 pacientes
(47,5 %) se encontraban en fase repli-
cativa (FR) (DNA del VHB positivo en
suero) mientras que en los 21 restantes
(52,5 %) el DNA del VHB no era detec-
table por esta técnica, por lo que se con-
sideraron en fase no replicativa (FNR),
En ninguno de los enfermos con HC-C se
detectd DNA del VHB en suero por hibri-
dacién simple.

De los 21 enfermos con HC-B en los que
el DNA del VHB no era detectable por hi-
bridacién simple, 13 presentaban HBeAg
en suero y los 8 restantes posefan anti-
HBe. El PCR detecté DNA del VHB en
9 de los 13 enfermos (69 %) HBeAg po-
sitivos pero DNA del VHB negativo por hi-
bridacién simple (fig. 2). En el grupo de
pacientes HBeAg negativos, anti-HBe po-
sitivos y DNA del VHB negativos se de-
tectd DNA del VHB por PCR en 4 de 8
(50 %) (fig. 3). Asi pues, en 32 de los
40 pacientes con HC-B (80 %) se detec-
t6 DNA del VHB en suero por hibridacién
simple 0 mediante PCR.

Se detecté DNA del VHB por PCR en 4
de los 15 enfermos con HC-C (27 %), de
los cuales 3 posefan anti-HBc. En el
cuarto paciente no se evidencié ningdn
marcador del VHB (fig. 3). No se observé
la presencia de DNA del VHB por PCR en
ninguna de las personas sanas utilizadas
como controles negativos. Por consi-
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Fig. 3. Presencia de DNA del virus de la hepatitis B en una muestra de suero de enfermos con hepatitis
crénica, detectado mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

guiente, en relacién con la posible exis-
tencia de coinfecciones por el VHB vy el
VHC se observé que existen enfermos con
HC-C, HBsAg negativos, anti-VHC posi-
tivos en los que el DNA del VHB es de-
tectable en suero por PCR. Del mismo
modo, en algunas HC-B se detecté la pre-
sencia de anti-VHC. Ocho de las 40 HC-
B (20 %) posefan anticuerpos anti-VHC.
De estos 8 enfermos, 3 se encontraban
en FR y los 5 restantes estaban en FNR,
aunque en 4 de ellos el DNA del VHB se
detecté por PCR. No se encontrd, por
tanto, ninguna relacién entre la fase de
replicacién de la infeccién por VHB y la
presencia de anticuerpos frente al VHC.
Al estudiar la actividad ALT en estos pa-
cientes, se observé que los enfermos con
HC-B que presentaban DNA del VHB por
hibridacion simple tenian unos valores de
ALT significativamente mayores que
aquellos en los que el DNA no era detec-
table por esta técnica (Ul/l; 120 + 16
Ul/l frente a 78 = 16 Ul/l, p < 0,05).
En cambio, dentro del grupo de pacientes
en los que el DNA del VHB no era detec-
table por hibridacién simple no se obser-
vd ninguna diferencia significativa entre
aquellos en los que el PCR para el DNA
del VHB fue positivo y los restantes
(107 £ 27 Ul/I frente a 86 = 32 U/,
p = NS).

Tampoco se observaron diferencias sig-
nificativas en las concentraciones de ALT
en el grupo de HC-C, entre los pacientes
con positividad para el DNA del VHB por
PCR y los restantes. La presencia o au-
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sencia de anti-VHC en el grupo de enfer-
mos con HC-B no supuso diferencias sig-
nificativas en los valores de ALT
(116 = 34 Ul/I frente @ 101 = 13 Ul/I,
p = NS); sin embargo, considerando so-
lamente el grupo de enfermos en FNR se
encontré que los anti-VHC positivos po-
sefan unos valores de ALT significativa-
mente mayores que los anti-VHC negati-
vos (144 £ 59 Ul/ frentea85 + 16 Ul/
[, p < 0,05).

Discusion

La deteccién del DNA del VHB mediante
hibridaciéon simple ha supuesto un gran
avance en el conocimiento de la infec-
cién por el VHB y permite determinar con
notable sensibilidad el grado de replica-
cion del virus, por lo que es posible di-
vidir a los pacientes con HC-B en 2 gru-
pos: aquellos que presentan replicacién
(FR) y los que no (FNR). No obstante, la
actividad replicativa a bajo nivel puede
ser indetectable por los métodos conven-
cionales de hibridacién molecular. Con la
aplicacion de la técnica del PCR se con-
sigue una mayor sensibilidad en la de-
teccién de secuencias del DNA del VHB
en suero. En el presente trabajo, se ob-
servo la presencia de DNA del VHB me-
diante hibridacién simple en el 48 % de
las HC-B; en cambio, al aplicar la técnica
de ‘amplificacion por PCR la deteccién
aumenté al 80 % de los casos. Existe,
por tanto, un nimero significativo de en-
fermos en FNR en los que se sigue pro-

duciendo un escaso nimero de particulas
viricas completas por parte de algunas
células infectadas, en las que se man-
tendria el estado de replicacién activa. La
sensibilidad de la técnica de hibridacién
sin previa amplificacidon no es suficiente
para detectar estas particulas!?

Este hecho permite explicar la capacidad
infectante de enfermos que se encuen-
tran en FNR'3 de los cuales se pensaba
que no producian particulas viricas com-
pletas, puesto que sus marcadores de re-
plicacion eran negativos (DNA del VHB y
HBeAg). Por tanto, la aparicién de reac-
tivaciones de la replicacién virica en al-
gunos de estos enfermos podia derivar de
la existencia en ellos de una replicacién
a muy bajo nivel en la fase llamada no
replicativa.

Por otra parte, en este trabajo se ha com-
probado que algunos casos que en prin-
cipio eran considerados exclusivamente
como HC-C, presentan DNA del VHB en
suero. Esto ocurre con mayor frecuencia
en el grupo de HC-C que presenta, ade-
mas, el marcador del VHB anti-HBc.
Otros autores también han encontrado
DNA del VHB en enfermos con hepatitis
cronica HBsAg negativa por medio del
PCR'*15 o mediante Southern blot'® 8,
Sin embargo, las proporciones observa-
das difieren notablemente de unos a
otros estudios e incluso, en alguno no se
detecté DNA del VHB en ningtin caso!®
Estos hallazgos sugieren diversas hipo-
tesis; la mas plausible es que puede ha-
ber infeccién por el VHB sin que se pro-
duzca HBsAg, lo cual puede deberse a la
existencia de variantes del VHB?°?}, o
bien, a que en determinadas condiciones
el VHB no es capaz de producir HBsAg
detectable, aunque siga siendo capaz de
infectar a otro individuo con la consi-
guiente aparicion de HBsAg!®.

Asi pues, aunque existen enfermos que
padecen una coinfeccion por el VHC y el
VHB, no se conoce el papel relativo de
cada uno de los dos en la actividad de la
enfermedad.

As{ mismo, se han detectado anticuerpos
anti-VHC en enfermos con HC-B, sin
existir diferencias, en este sentido, entre
el grupo de pacientes en FR y el grupo en
FNR, por lo gque no existe ninguna rela-
cién entre la serologia positiva para el
VHC y la presencia de DNA del VHB en
pacientes con HC-B. En los pacientes en
FNR la coexistencia de positividad anti-
VHC se asocia a unos valores significati-
vamente superiores de transaminasas sé-
ricas, lo cual concuerda con el hallazgo
de otros autores, que observan que la ac-
tividad inflamatoria hepatica en sujetos
anti-HBe positivos guede deberse a cau-
sas ajenas al VHB?2. Los resultados de
este trabajo indican que la coinfeccién
por el VHC puede ser responsable de hi-
pertransaminasemia en pacientes con
HC-B en FNR.
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Cardiomyoplasty, por A. Carpentier, J.C.
Chachques y P. Grandjean. 280 pé&ginas.
Mount Kisko, Nueva York: Futura Publishing,
Inc., 1991

El afio pasado apareci6 en esta misma revista
(Medicina Clinica 1990; 95: 758) una recen-
sion bibliografica de, un volumen que recogia
los trabajos presentados en un Simposio sobre
musculo transformado como forma de asisten-
cia cardiaca. Un afio después, otro libro sobre
cardiomioplastia aparece en el mercado. Esta
vez lo firma el principal investigador en este
campo, el profesor Alain Carpentier.
Este hecho indica que existe un verdadero in-
terés en la utilizacién de musculo estriado
como asistencia ventricular, lo que viene co-
rroborado por el creciente niimero de reunio-
nes cientificas que se organizan anualmente
sobre el tema.
E! libro de Carpentier recoge las comunicacio-
nes al primer encuentro internacional sobre
cardiomioplastia dindmica, celebrado en Paris
en 1989, Este tipo de libros, que se publican
cada vez mas, tiene sus ventajas e inconve-
nientes y el que nos ocupa no es una excep-
cién. Entre las ventajas destaca el hacer ac-
cesible al publico en general los debates que
tienen lugar en las reuniones, pues se incluyen
las discusiones que se generan después de
cada presentacién. El mayor inconveniente ra-
dica en que no existe una verdadera labor de
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unificacién por parte de los editores. Los au-
tores presentan sus manuscritos, que son pu-
blicados fntegramente. Por ello existen mu-
chas referencias repetidas y las figuras y tablas
estdn numeradas de nuevo al comienzo de
cada articulo-capftulo. El libro esta escrito por
49 autores que no son mas que los distintos
firmantes de las ponencias presentadas.

La primera parte emgloba los fundamentos de
la cardiomioplastia, principalmente relacio-
nados con la estimulacién del musculo esque-
{ético en general y del dorsal ancho en parti-
cular. La segunda parte comprende la técnica
quirargica (lo que refleja lo poco difundida que
estd esta intervencion) y los resultados clini-
cos. La tercera parte es experimental y se in-
vestigan futuras areas de desarrollo. La cuarta
y Ultima parte recoge las conclusiones de la
reunién y esté firmada por el profesor Carpen-
tier. La calidad de la impresién es muy buena,
incluyendo las gréficas y figuras.

En resumen, el libro actualiza los avances que
se estan produciendo en este campo tan pro-
metedor, aunque reducido, de la cirugia car-
diaca. Cabe esperar futuros simposios para
concretar algo mas de lo que lo hace el pre-
sente libro, las indicaciones y los resultados
clinicos de la cardiomioplastia.

A. Aris
Cirugfa Cardiaca.

Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.

Barcelona

Unidades didacticas de nutricién. Organiza-
cién Panamericana de Salud. WHO. Publica-
cién cientifica n.° 528. 170 paginas, 63 fi-
guras, Washington DC: Ed. Organizacién Pa-
namericana de Salud, 1990

Libro editado por la Organizacién Mundial de
la Salud (WHOQ) para la formacion de instruc-
tores sanitarios en materias basicas de nutri-
ciém que trabajan en comunidades del tercer
mundo.

En sucesivos capitulos, trata de temas como
nutricion de la mujer embarazada, dieta en
caso de diarreas infantiles, principios de ali-
mentacién equilibrada. Siempre dirigido a la
alimentacién materno-infantil.

El libro insiste en la formacién del educador
sanitario, el cual, a partir de pocos y sencillos
conocimientos tedricos, debe saber transmi-
tirlos y, sobre todo, debe ser capaz de cambiar
hébitos de alimentacidn e higiene de las ma-
dres de estas comunidades.

El libro no es, pues, Gtil para personal sani-
tario de nuestro medio sino para aquellos que
trabajan, o vayan a hacerlo, en zonas socio-
cultural y econémicamente muy deprimidas, y
en las cuales van a actuar como «agentes de
salud nutricional».

Servicio de Dietética J. CLaPES
Hospital General
Vall d'Hebron. -
Barcelona
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