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Deteccion cuantitativa

del DNA del virus de Hepatitis B

'@ 15min.
X

Lainfeccidn por el virus de Hepatitis B (HBV)
afectamuchos millones de personas en todo
el mundo y la hepatitis viral asociada es
considerada un problema de salud publica
mayor en muchas areas. El Dr. Daniel Pirola
nos muestra en este articulo los métodos de
cuantificacion, aplicaciones, pronéstico y
tratamiento de estos casos.
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’> Lainfeccion por el virus de Hepatitis
B (HBV) afecta muchos millones de personas
en todo el mundo y la hepatitis viral
asociada es considerada un problema de

salud publica mayor en muchas areas. La
OMS ha estimado que actualmente 360
millones de personas estan cronicamente
infectadas por el virus y el virus ocasiona el
30 % de los casos de cirrosis y el 50 % de los
casos de hepatocarcinoma.

En los ultimos afios, un conjunto de
nuevas metodologias se han desarrollado
parasu diagnostico, y como herramienta Util
en su tratamiento, evolucionando desde la
simple deteccion del HBsAg hasta la
cuantificacion y caracterizacion del genoma
viral. En este aspecto, los métodos que usan
estrategias basadas en la biologia molecular
son actualmente aplicados para analizar las
donaciones de sangre, diagnosticar
infeccion activa, como ayuda en establecer
el pronostico, orientar el tratamiento y para
verificar larepuestaal mismo.

Los genomas virales estan presen-
tes en cantidades relativamente pequefias
en los liquidos biol6gicos del organismo por
los que, en general, se requiere de
metodologias que amplifiquen significa-
tivamente su deteccion. Basadas en estos
principios se han desarrollado basicamente
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dos grandes grupos de ensayos, (a) aquellos
que amplifican el DNA viral y (b) aquellos
que amplifican la sefial de deteccién.

Los métodos pertenecientes a la
categoria en el punto a, incluyen a la ya tan
conocida técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) con diferentes variantes
metodoldgicas. Recientemente, una
variedad conocida como PCR en tiempo real
se ha impuesto por sus ventajas de
sensibilidad, rapidez y extension de su rango
dindmico de deteccion. Otras metodologias
de amplificacion de la sefial descriptas
incluyen al NASBA y al TMA (amplificacion
mediada por transcripcion) ambas de uso
clinico actualmente.

El método basado en el principio del
punto b se conoce como método de bran-
ched DNA (bDNA).

Métodos de cuantificacion

La Figura 1 muestra los ensayos
comerciales disponibles localmente para
cuantificar HBV DNA incluyendo los rangos
dinamicos determinados por los fabrican-
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tes. Este rango puede extenderse por dilu-
cion previa de la muestra. Estos ensayos son
especificos y exactos dentro del rango
dinéamico.

®.

Fig. 1 Ensayos para HBV DNA disponibles
localmente: Rangos Dinamicos
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La influencia del genotipo en la
determinacion de la concentracion de virus
en plasma, también denominada carga viral
(CV), no ha sido extensamente evaluada
pero esta descripta para el genotipo F y
ensayos de PCR. Lo mismo que para otros
virus, se recomienda no considerar
variaciones en la CV menores a 0.5 log10
como analiticamente significa-tivas.

Varios afios atras los ensayos para
cuantificar HBVDNA expresaban los
resultados en copias/mL o pg/mL de
HBVDNA llevando a notorias diferencias
intermétodos. Recientemente, la OMS
estableci6 un estandar universal para
unificar la expresién de los resultados
definiendo la Unidad Internacional y es
especialmente Util en los ensayos desa-
rrollados recientemente que poseen una
muy alta sensibilidad (entre 50 y 100
Ul/mL). Este estandar estd basado en el
genotipo A y la Unidad Internacional es
equivalente a aproximadamente 5.4
equivalente de genoma o copias virales.
Aln asi es posible encontrar para una
misma muestra variaciones entre los
resultados obtenidos por metodologias
estandarizadas por lo que se recomienda el
seguimiento comparativo de resultados de
un paciente por lamisma metodologia.

Aplicaciones
Algunas de las aplicaciones de la

cuantificacion de la carga viral se
encuentranen lafigura2.
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Bancos de sangre: Los ensayos de
carga viral no se realizan universalmente en
el Banco de Sangre aunque Nnumerosos
estudios realizados demuestran que la
deteccion del HBVDNA es aproximada-
mente 21 dias anterior a la aparicion del
HBsAg en la deteccion de la infeccion
reciente. Aln cuando se desee disminuir el
riesgo de transmision de HBV la deteccion
cualitativa seria suficiente.

.

Fig. 2 Cuantificacion del HBV DNA
CargaViral

< Indicadorde laactividad de replicacion
e Cuantificar la eficacia del tratamiento
antiviral

= La cinética de la Carga Viral puede pre-
decir el resultado de la respuesta al trata-
miento

« Deteccion tempranade resistenciaviral
» Deteccionde infeccion oculta por HBV

Diagnostico de lainfeccion por HBV:
Los ensayos serolégicos son normalmente
suficientes para el diagnostico de la
infeccion aguda por HBV. La infeccion
cronica se define como la persistencia del
HBs Ag en suero por mas de 6 meses.

En esas circunstancias la cuantifi-
cacion de HBVDNA es necesaria para
determinar el grado de replicacion viral y
correlacionarlo con la presencia o ausencia
de HBeAg, con las alteraciones bioquimicas
e histologicasy laactividad de fibrosis.

En presencia de HBeAg el diagnos-
tico de infeccion cronica replicativa puede
realizarse independientemente del nivel de
CV. En los casos de HBeAg negativos o anti-
HBe positivos (situacion que se asocia a la
presencia de virus con mutaciones en la
region pre core del genomaviral) la CV viral
es el Unico marcador de replicacion. La
diferenciacion entre estos pacientes y los
portadores inactivos es dificil, pues se
pueden observar en ambos casos muy bajos
nivelesde CV.

Con los nuevos métodos que pue-
den detectar CV muy pequefias se hizo

necesario definir niveles significativos de
replicacion, es aceptado que CV inferiores a
100 Ul/mL se asocian a portadores inactivos
mientras que concentraciones mayores
debenasociarse areplicacion viral activa.

Severidad y Prondstico

Si bien el examen histolégico del
higado es la mejor forma de evaluar la
severidad de la hepatitis cronica por HBV la
deteccion de HBVDNA aporta una valiosa
informacion pronéstica. En hepatitis
cronica B (CHB) niveles elevados de HBV
DNA se asocian con un riesgo aumentado de
progresion de esta a formas mas severas
como cirrosis 0 hepatocarcinoma. Este
riesgo es bajo si la hepatitis crénica esta
asociada a bajas CV pero esta conclusion
carece de valor cuando la consideramos en
casos de cirrosis.

Tratamiento

La CV de HBVDNA es de vital impor-
tancia en el tratamiento de la infeccién por
HBV tanto como en la decision del trata-
miento, seleccion de la terapéutica ptima,
control de la efectividad y seguimiento de la
aparicion de mutaciones de resistencia a los
antivirales anélogos de nucledtidos o
nucléosidos. En la figura 3 se describen los
parametros habituales para evaluar una
respuestaal tratamiento.

.

Fig. 3 Como se define la respuesta a
antivirales

Virolégica

* Completa: niveles indetectables de HBV
DNA (<601U/mL)

e Parcial: disminucién de HBV DNA de al
menos 2 logsy amenos de 20,000 [U/mL

« Falla de respuesta primaria: disminucion
de HBVDNA <2logs.

Seroldgica

= HBeAg seroconversion: pérdida de HBeAg
yaparicion de anti-HBe

= HBsAg seroconversion: pérdida de HBsAg
yaparicion de anti-HBs

a.-Enladecision de iniciar tratamiento se
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MEDICINA GENOMICA

Contamos con un perfil integral que incluye los analisis referidos a los avances en genética:

Canceres Hereditarios

Enfermedades Metabdlicas

- Cancer hereditario de mama y/u ovario (Genes
BRCA 1y BRCA 2)

- Deteccion de p53 (exones 4-5-6-7-8-9)

- HER2/NEU

- K-Ras

Citogenética

- Cariotipo de Alta Resolucion

- Cariotipo en material de aborto espontaneo

- Citogenética clasica

- Citogenético prenatal en Vellosidades Coridnicas -
Cultivo

- Citogenético prenatal en Vellosidades Coridnicas -
Directo

-Cr22Q11

Enfermedades Cardiovasculares

- Apo E (Estudio de alelos asociados a riesgo vascular)
- ECA (Enzima convertidora de angiotensina)
- Genotipo CYP2C9 (Hipersensibilidad a la Warfarina)

Enfermedades Hereditarias

- Alzheimer (variantes alélicas de Apo E)

- Ataxia de Friedreich

- Ataxia espinocerebelosa tipo 1 (SCA-1)

- Ataxia espinocerebelosa tipo 2 (SCA-2)

- Ataxia espinocerebelosa tipo 3 (SCA-3)

- Ataxia espinocerebelosa tipo 6 (SCA-6)

- Ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA-7)

- Ataxia espinocerebelosa tipo 8 (SCA-8)

- Atrofia espinal bulbar (Enfermedad de Kennedy)

- Atrofia muscular espinal tipo | (SMA1)

- Charcott Marie-Tooth 1A

- Corea de Huntington

- Distonia de torsion temprana (DYT 1)

- Distrofia miotdnica de Steiner

- Distrofia 6culo faringea

- Duchenne, distrofia muscular (9 deleciones)

- Fibrosis Quistica (Mutacion Delta F508)

- Fibrosis Quistica (Otras Mutaciones)

- Fragilidad del cromosoma X

- Fragilidad del cromosoma X en Diag. Prenatal

- Neuropatia tomaculosa(HNPP)

- Poliquistosis renal (PKD I y/o PKD I1).

- Estudio de ligamiento Fliar.

- Prader Willi(paciente-padre-madre) Microsatélites
- Prader Willi-metilacién (presencia de la mutacidn)
- Sindrome de Angelman (paciente-padre-
madre)Microsatélites

- Sindrome de Angelman-metilacion (presencia de la
mutacion)

- Sordera hereditaria (Mutacion 35delG en el gen de
la conexina 26)

- Galactosemias

- Enfermedad de Gaucher

- MELAS(secuenciacion del transfer de leucina)
- Enfermedad de Canavan

- Enfermedad de Tay-Sachs

- MERRF (A834G en ARNt lisina)

- NARP (T8993G en ADN mitocondrial)

- Panel Askenazi (caso indice)

- Panel Askenazi (cada Fliar.)

Esterilidad
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MEDICINA GENOMICA Diagnéstico Bioquimico

- Papilomavirus (HPV) (tipificacion subtipos 16 y 18)
- Parvovirus (genoma)

- Pneumocystis carinii (genoma)

- Toxoplasma gondii (genoma)

- Trypanosoma cruzi (genoma)

- Varicela zoster (VZV)(genoma)

- Virus JC (genoma)

Inmunologia y Transplante

- AZF(Estudio de 9 microdeleciones en el cromoso-
ma Ygl1)

- SRY(Deteccién del gen SRY)

- Determinacion de la variante 5AT en el gen de la
fibrosis quistica

Estudios de Filiacidon e Identidad

- Filiacion (padre alegado-hijo)
- Filiacion (padre alegado-hijo-madre)
- Tipificacion de ADN (DNA Typing)

Infectologia

- Cross Match contra donante

- Cross Match frente a panel

-HLA 29

- HLA ABC

- HLA B27

-HLADQ

-HLADR

- Quimerismo (estudio pre y post trasplante)

Neoplasias Hematoldgicas

- Adenovirus (genoma)

- Bordetella pertussis (genoma)

- Chlamydia trachomatis(genoma)

- Citomegalovirus (CMV) (genoma)

- Citomegalovirus (CMV) Carga Viral

- Coxsackie virus (genoma)

- Echovirus (genoma)

- Enterovirus (EV) (genoma)

- Epstein - Barr (EBV) (genoma)

- Epstein Barr Carga Viral

- Hepatitis B (HBV) ( genoma)

- Hepatitis B ( HBV) ( carga viral)

- Hepatitis B( HBV) ( genotipificacion)
- Hepatitis C (HCV )(carga viral)

- Hepatitis C (HCV )(genoma)

- Hepatitis C (HCV)(genotipificacién)

- Herpes 6 (genoma)

- Herpes simplex |y Il ( HSV | y II) (genoma)
- HIV (DNA Proviral)

- HIV (carga viral)

- HIV (genoma)

- HIV (Resistencia a antirretrovirales)
-HTLV Iy Il (genoma)

- Mycobacterium tuberculosis (genoma)
- Mycoplasma pneumoniae (genoma)
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- Beta Talasemia

- Citogenética cldsica en leucemias

- Deleciones de Tal 1 (del gen Tal/SIL-TAL 1)

- Factor Il de Protrombina ( Mutacién G20210)
- Factor V de Leiden

- Hemocromatosis (Mutacion C282Y)

- Hemocromatosis (Mutacion H 63 D)

- Inmunofenotipo en leucemias

- Inversion i(16)/CBFB-MYN Il

-Jak 2

- MTHFR

- PAI (polimorfismo 4G/5G en PAI-1)

- Rearreglo del Gen del receptor de Células T/ TCR-y
- Traslocacién Bcl-1/t (11;14)

- Traslocacion Bcl-2/1gH t (14;18)

- Traslocacién BCR-ABL t (9;22) Cuantificacion
- Traslocacion BCR-ABL t (9;22) Deteccién de p190/
p210

- Traslocacién PML-RAR alfa t (15-17)

- Traslocacion t (1,19)

- Traslocacién t (8,14)

- Traslocacion t (8,21), (M2)/AML1-ETO

- Traslocacion t (12,21)/ TEL-AML1

- Traslocacién t (2,5) ALK

- Traslocacién t (4,11)
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consideran individualmente factores como
los niveles aumentados de ALT (alanina
amino transferasa), cambios histoldgicos
indicadores de hepatitis crénica con o sin
cirrosis y la presencia de niveles
aumentados de HBV DNA, Figura 4.

S

Fig. 4. Quienesdeben recibir tratamiento
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Los criterios actuales indican el
tratamiento en ambos casos de CHB HBeAg
positivo 0 negativo si la concentracion de
HBV DNA > 20,000 IU/mLy ALT > 2 x el valor
maéximo normal.

Las drogas usadas en el tratamiento
de CHB sonincluyen:

-Lamivudine

- Adefovir

-Entecavir

- Peginterferon alfa-2a
- Telbivudine

- Tenofovir
-Interferonalfa-2b

b.- Cuando se selecciona el tratamiento
optimo se ha verificado que muchos
pacientes con CV baja responden mas
efectivamente al tratamiento con IFN que
aquellos con alta CV. Los pacientes no
respondedores al IFN no evidencian
cambios en la CV o presentan cambios poco
significativos. Para los anélogos de
nucledtidos no se observan diferencias.

c.- Para el monitoreo de la respuesta
antiviral la cuantificacion de la CV, la
disminucion de ALT y las determinaciones
de la seroconversion de HBeAg a anti-HBe
en pacientes previamente HBeAg positivos
son los parametros criticos para la
evaluacion. La CV basal pretratamiento es
entonces importante para luego verificar la

Bioanalisis | May - Jun 09

respuesta y la emergencia de resistencia
particularmente al lamivudine o los
analogos de nueva generacion (adefovir,
tenofoviry entecavir).

La CV es un importante parametro
durante el tratamiento y la mayoria de las
guias clinicas proponen como objetivo final
de éxito la supresion de la replicacion viral,
figura 5. La evaluacion de la respuesta
bioguimicay virol6gica se realizaala 12, 24
y 48 semanas. Se considera una respuesta
viroldgica cuando el HBVDNA es < 60 Ul/mL
y una respuesta bioquimica cuando ALT es
<40UI/L.

S

Fig. 5 Respuestaal tratamiento antiviral
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En pacientes que reciben analogos
de nucledtidos o nucleésidos, por ejemplo
lamivudine como droga prototipo, la
potente actividad antiviral se evidencia con
una rapida y significativa caida en la CV. Los
niveles disminuyen a valores bajos o
indetectables al cabo de pocas semanas de
tratamiento si responde en forma
completa.

En no todos los casos la respuesta
es total. La figura 6 indica la evaluacion a
realizar en aquellos casos de pacientes
inicialmente no respondedores.

Los objetivos parciales de trata-
miento pueden sintetizarse en lograr
HBVDNA < 20,000 IU/mL, pérdida del
HBeAg, pérdida del HBsAg o de ambos,
HBVDNA indetectable por método de alta
sensibilidad, normalizacién de ALT,
seroconversion del HBeAg y del HBsAg
posteriormente.

Pequefias cantidades de HBVDNA
pueden detectarse luego de la serocon-

version de HBeAg cuando se utilizan meto-
dologias de alta sensibilidad en tanto estos
niveles bajos tienden a desaparecer cuando
se produce la seroconversion del HBsAg a
anti HBsAg.

d.- Como predictor de la respuesta la
deteccion de HBVDNA a la semana 4 conun
nivel < 2000 IU/mL indica probablemente
una buena respuesta. Si a la semana 12 la
disminucion de laCV es < 11og10 segura-
mente se trata de una falta de respuesta
primariay se debera cambiar o agregar otra
droga antiviral. En lasemana 24 la presencia
de HBV detectable es indicador de la
necesidad de una segunda droga.

e

Fig. 6 Respuestas suboptimas en la Hepatitis
CronicaB
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e.- Como indicador de la necesidad de
terapia combinada si el HBV DNA es
detectable en concentracién mayor de 1000
Ul/mL después de 12 meses de tratamiento
con monoterapia con Adefovir o Entecavir o
después de 6 meses de tratamiento con
lamivudine.

S

Fig. 7 Manifestaciones de la resistencia
antiviral
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f.-Cuando el virus es resistente a



lamivudine, situacion que se evidencia en aproximadamente el
20 % de los pacientes al cabo de un afio de tratamiento y que
sube al 40 % luego de dos afios, la CV aumenta pero a niveles
generalmente menores a los del inicio del tratamiento (Figura
7). La resistencia se explica debido a la seleccién de mutantes
de resistencia que emergen como consecuencia de
mutaciones puntuales Unicas o multiples en zonas internas o
cercanas al dominio de polimerasa de la enzima. Estas
mutaciones pueden sospecharse en los casos de aumentos de
laCV intratratamiento. El criterios habitual esun aumentoenel
HBV DNA = 1.0 log IU/mL. Con mayor exactitud la resistencia
puede determinarse por identificacién genética de mutaciones
asociadas a resistencia a drogas utilizando secuenciacion
directa o hibridacion reversa del gen de la polimerasa viral.
Estas mutaciones para resistencia primaria son rtM2041 y para
resistencia secundaria “rtL180M with rtM204V”. Otros
indicadores de resistencia son aumento en los niveles de ALT y
undeterioro clinico no explicados por otras causas.

g.-Enlos pacientes HBe Ag Negativos con CHB lacargaviral es el
Unico marcador virologico que puede guiar la interrupcion del
tratamiento, sin embargo en la mayorias de las guias de
tratamiento no se recomienda en la practica la interrupcion
debido al alto porcentaje de pacientes en las cuales la
replicacion se reinicia luego de suspendido el tratamiento.

h.- La carga viral también es de utilidad en la etapa post
tratamiento para monitorear la reaparicion de replicacion viral
una vez suspendido el mismo. Los intervalos de deteccion
varian entre 1 a 3 meses durante el primer afio y luego cada 6 a
12 meses.

Entre los nuevos desafios para los préximos afios
podemos mencionar la mayor estandarizacién en la
cuantificacion, la definicion de mejores y mas precisos puntos
de corte enlas aplicaciones clinicas que puedan utilizarse como
recomendaciones parael tratamiento.
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