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RESUM

S'ha avaluat la detecci6 del DNA del virus de lahepatitis B (DNA-VHB) en 80 pacients amb hepatitisc r o n i c a causada per aquest agent mitjanc;:ant duest e c n Lq u e s : hibridaci6 molecular "dot-blot" utilitzant
una �onda marcada amb 32p i reaccio en cadena de lapolimerasa seguit de tincio amb bromur d'etidi (PCR-EB).Els resultats obtinguts per PCR concorden totalment ambels obtinguts per dot-blot. Tambe es va estudiar lasensibilitat d'ambdues tecniques, resultant ser del'ordre de 0,1 pg de DNA-VHB clonat pel dot-blot i de0,01 pg per la PCR-EB. Aquests resultats indiquen <;rue elmetode PCR-EB es adequat per a la detecci6 del DNA-VHBen serum. La PCR-EB es un procediment me s senzill, rapidi sensible que el dot-blot. Ad eme s te I' avantatge de queno calla utilitzacio d'isotops radioactius.

INTRODUCCIO

L'avaluacio de l'activitat replicativa del VHB a lahepacitis cronica ocasionada per aquest agenc infeccios es moltimporcanc pel seguiment dels paciencs, pero sobretot pel controldel tractamenc amb farmacs antivirals. Fins ara, el metode mesutiliczat per detectar la r e p Li c a c i o del VHB ha estat laidentificacio de sequencies del seu genoma en mostres de serum
per hibridacio molecular. Aquesta tecnica es complicada i lentade realiczar, per aixo la seva ucilitzacio queda restringida a
un pe t i t nombre de c e nt r e s que disposen de la tecnologia iinfraescructura adient. D' erica de l' apa r i c i o de la r eacc i o encadena de la polimerasa (PCR) s'han oberc noves perspectives pera la dececcio d'agencs infecciosos. En aquesc estudi es comparaun metode d'hibridacio molecular "dot-blot" amb sondaradioactlva marc ada amb 32p amb un procedimenc de PCR rapid isenzill.

MATERIALS I MtTODES

S'ha invescigat la presencia de DNA-VHB en 80 mostres deserum, 3S HBeAg+/Anti-HBeAg-, 39 HBeAg-/Anti-HBeAg+, S ambambdos marcadors posicius i 1 amb ambdos marcadors negacius.
Per a l'hibridacio molecular s'ha utilitzac una modificaciodel rne tode de Scot to e t al. (1), i, per a la peR s "ha seguic el

me t ode de Kaneko e c el. (2,3). Breument, el rne t ode consta d i

u naexcraccio simple del DNA-VHB traccanc el serum amb NaOH durant
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1 hora a 37°C, n eu t r a l i t z ac i o amb HCl i arnp Li f i c ac i o del ON.!.
extret. Per a l'amolificacio s'utilitzen ·primers· corresponentsa la regia pre-c-c del genoma del VHB, una de les mes
conservades. La reaccia es realitza en un termociclador Perkin­
Elmer i consta de 30 cicles d t

amp Li f i ca c i.o ( l rn 30s a 94°C, 1m
30s a 42°C 1 3m a 72°Cl; els productes de 1a r e ac c i o es
visua1itzen mitjancant una electroforesi en gel d'agarosa al 2%
tenyit amb bromur d '

e c i.d i (PCR-EBl, detectant-se el oroducte
amplificat com una banda de 270 pb.

-

La sensibilitat dels dos metodes s'ha determinat utilitzant
diferents dil.lucions de ONA-VHB c1onat.

RESULTATS

Es va observar una c o r r e spond enc i a total dels resultats
obtinguts per dot-blot i per PCR-EB, excepte un cas,en el qualel dot-blot era dubtos i la PCR-EB clarament positiva.

DOT-BLOT PCR-EB

+ +

HBeAg+/Anti-HBeAg- 31 4 31 4

HBeAg-/Anti-HBeAg+ 1 38 1 38

HBeAg+/Anti-HBeAg+ 1 4 1 4

HBeAg-/Anti-HBeAg- 1 (d) 1

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

DISCUSSIO

Els me t ode s di h i b r i dac i o molecular han estat ampliament
utilitzats per a la determinacia de l'activitat replicativa del
VHB. No obstant, aquest procediment dura aproximadament una
setmana, e s complexe i, normalment, inc lou la rne n i.pu La c i o
d t i s o t op s radioact ius, la qual cosa' obliga a disposar de
instalacions adequades. Si be als darrers anys s ' han introduit
metodes de deteccia amb sondes no isotopiques, aquests no sempre
proporcionen resultats satisfactoris, especialment en QUant a la
sensibilitat, que normalment norne s arriba a 1 pg de ONA-VHB
clonat.

El metode de deteccia de ONA-VHB per PCR-EB utilitzat en

aquest estudi p r e s e nr a avantatges importants respecte a la
hibridacia molecular, ja que es un metode senzill: no
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s'utilitzen extraccions de DNA amb Proteinasa K/fenol/clorotorm,ni isotops radioactius en el proces de deteccio, cosa que permet
el seu us a laboratoris que no disposin de la infraestructuraadequada per la manipulac i o de r ad i o i s o t cp s . Ad eme s , e s un
rne t od e rapid: tot el procediment, des de i :

ext r a c c i.o del DNAtins la deteccio del producte amplificat es realitza entre 6 i 7hores, quan l' h i b r i d ac i o molecular t e una durada aproximadad'una setmana.

Es important destacar que el metode de deteccio del c�A delVHB per PCR-EB es equivalent al dot-blot, ja que s
'

ha o os e r var.
una concordanca total amb els resultats d'aquest metode, i, finsi tot, mes sensible, ja que per PCR-EB s'arriben a detectar 0,01pg de DNA-VHB clonat, mentre que la h i b r i d a c i o molecularpresenta el maxim de sensibilitat en 0,1 pg.

Degut a la rna j o r sensibilitat de la PCR-EB, aquest me t odepot ser potencialment mes adequat que el dot-blot per avaluarl'activitat replicativa del VHB en pacients que present in baixosnivells de viremia, com, per exemple, a la fase previa a las e rocorive r s s i o 0 en portadors de HBsAg, i Anti-HBeAg+, ambtransaminases elevades.

Es pot concloure, dones, que la deteccio del DNA del VHBper PCR-EB es un metode rapid, senzill i sensible que comportavaries avantatges importants sobre l'us de la hibridaciomolecular.
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