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RESUM

S'ha avaluat la deteccid del DNA del virus de 1la
hepatitis B (DNA-VHB) en 80 pacients amb hepatitis
cronica causada per agquest agent mitjangant dues
técniques: hibridacidé molecular "dot-blot" utilitzant
una sonda marcada amb 32P i reaccié en cadena de 1a
polimerasa seguit de tincid amb bromur d'etidi (PCR-EB) .
Els resultats obtinguts per PCR concorden totalment amb
els obtinguts per dot-blot. També es va estudiar la
sensibilitat d'ambdues técniques, resultant ser de
l'ordre de 0,1 pg de DNA-VHB clonat pel dot-blot i de
0,01 pg per la PCR-EB. Aquests resultats indiquen que el
métode PCR-EB és adequat per a la deteccid del DNA-VHB
en sérum. La PCR-EB és un procediment més senzill, rapid
i sensible que el dot-blot. Ademés te l'avantatge de que
no cal la utilitzacid d'isdtops radioactius.

INTRODUCCIQ

L'avaluacid de 1l'activicat replicativa del VHB a la

hepatitis crénica ocasionada per aquest agent infeccids és molt
important pel seguiment dels pacients, perd sobretot pel control
del tractament amb farmacs antivirals. Fins ara, el métode més
utilitzat per detectar 1la replicacié del VHB ha estat la
identificacidé de sequdncies del seu genoma en mostres de sérum

per hibridacié molecular. Aquesta técnica és complicada i lenta
de realitzar, per aixd la seva utilitzacié queda restringida a
petit nombre de centres que disposen de la tecnologia i
structura adient. D'encd de l'aparicid de la reaccid en
de la polimerasa (PCR) s'han obert noves perspectives per
a deteccid d'agents infecciosos. En aquest estudi es compara
un métode d'hibridacidé molecular "dot-blot" amb sonda
radioactiva marcada amb 32P amb un procediment de PCR réapid i
senzill.
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MATERIAL T

S'ha investigat la preséncia de DNA-VHB en 80 mostres de

serum, 35 HBeAg+/Anti-HBeAg-, 39 HBeAg-/Anti-HBeAg+, 5 amb
ambdos marcadors positius i 1 amb ambdos marcadors negatcius.

Per a l'hibridacié molecular s‘ha utilitzat una modificacid

del metode de Scotto et al. (1), 1 per a la PCR s’'ha seguit el

métode de Kaneko et el. (2,3). Breument, el métode consta d'una

eéxtraccid simple del DNA-VHB tractant el sérum amb NaOH durant
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1 hora a 37°C, neutralitzacid amb HCl i amplificacidé del DNA
extret. Per a l'amplificacid s'utilirzen “primers" corresponents
a la regié Pre-c-C del genoma del VHB, una de les més
conservades. La reaccid es realitza en un termociclador Perkin-
Elmer i consta de 30 cicles d'amplificacié (lm 30s a 94°C, 1m

30s a 42@:C i 3m a 72°C); els productes de la reaccid es
visualitzen micjangant una electroforesi en gel d'agarcsa al 2%
tenyit amb bromur d'etidi (PCR-EB), detectant-se el producte

amplificat com una banda de 270 pb.

La sensibilitat dels dos métodes s'ha determinat utiliczant
diferents dil.lucions de DNA-VHB clonat.

RESULTATS

Es va observar una correspondéncia total dels resultats
obtinguts per dot-blot i per PCR-EB, éxcepte un cas,en el gual
el dot-blot era dubtds i la PCR-EB clarament positiva.

DOT-BLOT PCR-EB

+ - + -
HBeAg+/Anti-HBeAqg- 31 4 31 4
HBeAg-/Anti-HBeAg+ 1 38 1 38
HBeAg+/Anti-HBeAg+ 1 4 1 4
HBeAg-/Anti-HBeAg- 1 (d) - iy -

En quant a la sensibilitat, amb el métode de dot-blot es va
detectar 0,4 pg de DNA-VHB clonat a les 24 hores
d'autorradiografia i 0,1 pg a les 92 hores, en canvi per PCR-EB
es va detectar fins 0,01 pg de DNA-VHB clonat.

DISCUSSIO

Els métodes d'hibridacié molecular han estat ampliament
utilitzats per a la determinacid de l'activitat replicativa del
VHB. No obstant,aquest procediment dura aproximadament una
setmana, és complexe i, normalment, inclou la manipulacid
d'isdtops radioactius, la qual cosa obliga a disposar de
instalacions adequades. Si bé als darrers anys s'han introduit
métodes de deteccid amb sondes no isotdpiques, aguests no sempre
proporcionen resultats satisfactoris, especialment en quant a la
sensibilitat, que normalment només arriba a 1 pg de DNA-VHB
clonat.

El métode de deteccid de DNA-VHB per PCR-EB utilitzat en
aguest estudi presenta avantatges importants respecte a la
hibridacié molecular, ja que és un meétode senzill: no
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s'utilitzen extraccions de DNA amb Proteinasa Kffenolfciorofcrm,
ni isdtops radiocactius en el procés de deteccid, cosa Jue permert
el seu us a laboratoris qué no disposin de la infraestruccura
adequada per 1a manipulacid de radioisétops. Ademés, és un
métode rapid: rot el procediment, des de l'extraccig del DNA
fins la deteccid del producte amplificat es realitza entre 6 i 7
hores, gquan l'hibridacig molecular té una durada aproximada
d'una setmana.

Es importantc destacar que el metode de deteccid del ~va del
VHB per PCR-EB &g equivalent al dot-blot, ja que s'ha ocgservar
una concordanca total amb elsg resultats d'aguest métode, i, fing
i tot, més sensible, ja que Per PCR-EB s'arriben a detectar 0,01
Dg de DNA-VHB clonat, mentre que la hibridacig molecular

Presenta el maxim de sensibilitat en 0,1 pPg.

Degut a la major sensibilitat de 13 PCR-EB, aquest métode
Pot ser potencialment més adequat que el dot-blot per avaluar
l'activitat replicativa del vHB €n pacients que Presentin baixeos
nivells de virémia, com, Per exemple, a la fase préevia a la
seroconverssidéd o en portadors de HBsAg, | Anti-HBeAg+, amb
transaminases elevades.

Es pot concloure, doncs, que la deteccid del DNA del vuR
Pér PCR-EB és un métode rapid, senzill i sensible que comporta
varies dvantatges importants sobre 1l'ds de 1a hibridacié
molecular.
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