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UANTIFICACION DE VIRUS B
;CUAL ES EL MEJOR METODQ?

Dra. Elena Pestana
Gastroenterélogo Pediatra

La infeccion por el virus de la hepatitis B (VHB) puede ocasionar formas
agudas y crénicas de hepatitis, con frecuencia principalmente en nifios, la
infeccion cursa de forma asintomatica o con sintomas leves e inespecificos.
En ofras ocasiones, las personas infectadas desarrollan sintomas de hepatitis
aguda que casi siempre se resuelve de forma espontéanea después de unos
meses, sin dejar secuelas, aunque a veces, el cuadro clinico puede ser grave
o incluso, en algunas ocasiones, cursar de forma fulminante o subfulminante
con una alta mortalidad.

La infeccién puede hacerse crénica en el 10 % de los casos, aproximada-
mente. La persistencia de la infeccién depende de la edad de adquisicion de
la infeccién, ocurriendo en el 90 % de los nifios que se infectan al nacer, en
el 30 % de los nifios menores de 5 afios y en el 5 % de los adultos. La evolu-
cién de la infeccién crénica por VHB es muy heterogénea. Frecuentemente,
no se observan lesiones histolégicas en el higado de los portadores crénicos
del virus, o éstas son poco importantes. Sin embargo, en otras ocasiones el
proceso puede evolucionar generando formas més graves de enfermedad
hepética como hepatitis crénica, cirrosis hepatica o cancer de higado.

Los diversos componentes del virus y los anticuerpos generados durante la
infeccién, denominados marcadores de la hepatitis B, aparecen y desapare-
cen en etapas concretas de la infeccion y evolucionan en estrecha relacién
con el curso de la enfermedad.

El andlisis de estos marcadores de la infeccién por VHB mediante pruebas
inmunolégicas y moleculares es muy Gtil no sélo para el diagnéstico, sino
también para evaluar la situacién actual de la enfermedad y valorar la
evolucién de la misma. Ademés el andlisis de estos marcadores nos permite
precisar que pacientes deben ser tratados y cuales no, qué medicamento
elegir y establecer la pauta terapéutica mas adecuada.

Para el diagnéstico y clasificacién de la infeccién crénica por el virus B
se han utilizado una gran variedad de pruebas bioquimicas, serolégicas y
virales ademés de las caracteristicas histolégicas.

La determinacién de los antigenos de superficie y antigeno e como los anti-
cuerpos contra antigeno de superficie, antigeno e, core total e IgM ha sido
ampliamente estandarizado, no asi las pruebas de cuantificacion del ADN
VHB, las cuales tienen diferentes rangos de sensibilidad.

EI ADN del virus de la hepatitis B (ADN-VHB) es uno de los llamados marca-
dores moleculares para determinar infeccién crénica por VHB.

Es el primer marcador de infeccién por VHB que se detecta, apareciendo
en el periodo de incubacién, entre 2 y 4 semanas antes que el HBsAg. Es
el mejor indicador de la replicacién virica ya que se correlaciona estrecha-
mente con la concentracién de virus en la sangre y en el higado. La determi-
nacién de la viremia es imprescindible para clasificar de manera adecuada
a los pacientes crénicos, siendo muy 0til para efectuar el pronéstico de la
evolucién de la enfermedad y llevar a cabo una correcta seleccién de los
pacientes que pueden beneficiarse de tratamiento antiviral y comprobar la
eficacia terapéutica.

Actualmente existen diversos métodos moleculares para detectar y cuanti-
ficar el DNA-VHB en el suero o en el plasma. Desafortunadamente el uso
de estos métodos tiene limitaciones debidas a las grandes diferencias en
relacién con su sensibilidad y su intervalo de linealidad, y a la falta de
estandarizacién de las unidades de DNA-VHB usadas. Los métodos menos
sensibles son los basados en la hibridacién molecular, mientras que los ba-
sados en técnicas de amplificacién genética tienen mayor sensibilidad. Reci-
entemente se han desarrollado métodos de PCR en tiempo real, muy réapidos
y sensibles, con intervalos de linealidad muy amplios que pueden sustituir a
los procedimientos anteriores. Aunque no hay un consenso claro en cuanto
al significado clinico de los diferentes niveles de DNA-VHB, en general se

acepta, que valores inferiores a 2000-20000 Ul/ml se asocian a formas
inactivas de infeccién.

Se han encontrado  que individuos con antigeno de superficie positiva
para VHB que se habian considerado portadores inactivos, no eran tales,
al utilizar técnicas mas sensibles basadas en la reaccién de cadena polim-
erasa. La reaccién en cadena de la polimerasa amplifica cantidades ex-
tremadamente pequefias de DNA presentes en una muestra, y hace posible
su identificacién con una sonda.

La infeccién crénica por virus B es sumamente compleja debido a los dife-
rentes estadios de la enfermedad que se describen, de alli la importancia de
disponer de pruebas moleculares con una alta sensibilidad para determinar
la presencia del virus B.

El diagnéstico de la infeccién crénica por VHB viene dado por la presencia
del Ags VHB y el ADN VHB en suero, lo que nos va a permitir clasificar si es-
tamos en presencia de un paciente con enfermedad activa o inactiva aunque
en ocasiones altas cargas virales de ADN VHB no estan relacionadas con
enfermedad activa como ocurre en los pacientes inmunotolerantes.
Disponer de pruebas altamente sensibles para la determinacién de ADN
VHB es sumamente importante para identificar la infeccién oculta por VHB
que se caracteriza por tener Ags VHB indetectables en suero pero ADN VHB
positivo en suero o higado.

Otra situacién donde es de gran utilidad la utilizacién de técnicas altamente
sensibles para determinar ADN VHB es en el seguimiento de los pacientes
que reciben fratamiento bien sea con andlogos de nucleésidos o interferén,
ya que en conjunto con los marcadores serolégicos nos va a permitir evaluar
la respuesta a los mismos.

Aunque los marcadores serolégicos han demostrado ser sensibles y conveni-
entes en la defeccién de infecciones por HBV, no siempre son buenos indica-
dores de actividad viral. Una de las razones es la relativa alta cantidad de
proteinas marcadoras (antigenos y/o anticuerpos) que son necesarias para
ser defectados en el laboratorio por los procedimientos actuales.

Este umbral minimo de proteina necesario para su deteccién puede no llegar
a presentarse en casos de inmunodepresién, tales como el SIDA, o trata-
mientos inmunosupresores, y en los periodos de incubacién del virus, donde
a menudo no hay defeccién de anticuerpos y/o antigenos.

Estas limitaciones se pueden evitar mediante la defeccién del ADN viral,
que si estd presente en todos estos casos, usando técnicas de biologia mo-
lecular. Las hibridaciones directas por “dot-blot” o “slot-blot”, dan evidencia
de presencia virica, pero tienen una limitacién de sensibilidad de 30.000
copias de genoma viral.

Recientemente, se ha demostrado que la reaccién en cadena de la po-
limerasa en tiempo real es capaz de detectar, entfre una y tres copias de
genoma viral, lo que constituye una herramienta otil y sin duda una de las
pruebas de uso obligatorio en pacientes con infeccién crénica por VHB.
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