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RESUMEN

El analisis de la viremia en la infeccién por el virus de la he-
patitis A (VHA) mediante los métodos convencionales es
poco utilizado debido a que la determinacion viral se realiza
habitualmente en heces y a que las técnicas empleadas son
laboriosas y tienen baja rentabilidad diagnéstica. Los objeti-
vos de este trabajo son el desarrollo de un método de ampli-
ficacion génica y Southern blot para la deteccion de ARN-
VHA en el suero de los pacientes con infeccion aguda y
relacionar la presencia de ARN-VHA con la deteccion de
anticuerpos anti-VHA de tipo IgM y los valores de la alani-
na aminotransferasa (ALT). E1 ARN-VHA se ha estudiado
en 26 muestras de suero de 21 pacientes con hepatitis aguda
A, en 11 muestras de pacientes con hepatitis aguda B y en 15
con hepatitis aguda no A, no E. El ARN-VHA se detect6 en
10 (38%) de las 26 muestras de suero de pacientes con hepa-
titis aguda A. En cinco muestras fue positivo por la técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) simple y en
10 mediante la técnica de PCR-Southern blot. El ARN-VHA
fue positivo en el 100% de las muestras de suero obtenidas
en la primera semana de la sintomatologia clinica, en el 50 %
de las muestras de la segunda semana y no se detect6 en nin-
guna de las muestras obtenidas posteriormente. No se detec-
t6 ARN-VHA en ninguno de los 11 casos de hepatitis aguda
B ni de los 15 de hepatitis aguda no A, no E. No se observé
una relacion significativa entre la deteccion de ARN-VHA y
el grado de positividad de los anticuerpos anti-VHA de tipo
IgM, pero si en cambio con el aumento de la ALT.

En conclusion, la presencia de ARN-VHA en la hepatitis
aguda A es frecuente, pero su deteccion es transitoria du-
rante las primeras 2 semanas del inicio de la sintomatologia
clinica y requiere de una técnica de amplificaciéon génica y
Southern blot.
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DETECTION OF HEPATITIS A VIRUS
RNA BY PCR-SOUTHERN BLOT IN SERUM
FROM PATIENTS WITH ACUTE HEPATITIS A

Assessment of viremia in hepatitis A virus (HAV) infection
is not frequently performed with conventional methods be-
cause the techniques used are laborious, have low sensitivity
are usually performed in feces. The aims of this study were
to develop a polymerase chain reaction (PCR) and Southern
blot technique to detect HAV-RNA in the serum of patients
with acute HAYV infection and to determine the relationship
between HAV-RNA and anti-HAV IgM and alanine amino-
transferase (ALT) levels. The presence of HAV-RNA was
studied in 26 serum samples from 21 patients with acute he-
patitis A. We also studied 11 samples from patients with
acute hepatitis B and 15 samples from patients with non-A,
non-E hepatitis. HAV-RNA was detected in 10 (38%) of the
26 serum samples from patients with acute hepatitis A. Sim-
ple PCR was positive in 5 samples and PRC-Southern blot
was positive in 10. All the serum samples obtained during
the first week of onset were HAV-RNA positive and 50% of
those obtained during the second week were positive. None
of the serum samples obtained after the second week of on-
set were HAV-RNA positive. None of the serum samples
from the 11 patients with acute hepatitis B or from the 15
patients with non-A, non-E acute hepatitis were positive for
HAV-RNA. No significant relationship was detected betwe-
en HAV-RNA detection and an IgM anti-HAV or ALT posi-
tive result. In conclusion, the presence of HAV-RNA in acu-
te hepatitis A is frequent but the PCR Southern blot
technique is required for detection, which is transitory du-
ring the first weeks after onset.

(Gastroenterol Hepatol 2001; 24: 1-4)

El virus de la hepatitis A (VHA) es un virus ARN mono-
catenario de polaridad positiva que pertenece a la familia
Picornaviridae. La capside del VHA estd constituida por
tres polipéptidos denominados VP1, VP2, VP3 y posible-
mente un cuarto, VP4, aunque éste no ha sido detectado
en los viriones'~.
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El VHA se transmite por via enteral. En los paises en vias
de desarrollo la mayorfa de las infecciones por el VHA
ocurren en la infancia, mientras que en los paises industria-
lizados la infeccién se presenta sobre todo en adultos jove-
nes. En Espafia, el patrén epidemiolégico de la infeccion
por el VHA ha variado en las dltimas décadas, en relacién
con la mejoria de las condiciones higiénicas y ambientales,
y es similar al de las zonas de baja endemicidad*.

El diagnéstico de la infeccién aguda por el VHA se reali-
za habitualmente mediante la deteccién de anticuerpos de
tipo IgM frente al VHA (anti-VHA IgM). Estos anticuer-
pos se detectan aproximadamente a las 3-7 semanas des-
pués de la infeccién con el virus, en algunos casos antes
de la presentacion de la sintomatologia clinica y de la ele-
vacion de los valores de las transaminasas séricas. Estos
anticuerpos alcanzan su valor maximo a los 15-30 dias
del inicio del cuadro clinico y van declinando hasta desa-
parecer en un intervalo de 3-6 meses, cuando las manifes-
taciones clinicas de la enfermedad han cedido. El diag-
nostico de la infeccion mediante la deteccién de la
viremia o la presencia viral en las heces de los pacientes
es poco utilizado, ya que tanto la excrecion fecal del virus
como la viremia son transitorios, por lo que un resultado
negativo no excluye el diagnéstico de infecciéon aguda
por el VHASS,

La técnica de la reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR) se utiliza ampliamente para la evaluacién de la vi-
remia y el diagnéstico de infecciones virales, sobre todo
en la hepatitis viral crénica causada por el virus de la he-
patitis B (VHB) y el virus de la hepatitis C (VHC). La
técnica de PCR es muy sensible, ya que permite detectar
bajos niveles de ADN o ARN de los diferentes virus in-
cluso en ausencia de anticuerpos especificos, por lo que
es util para el diagnéstico de infecciones agudas virales
en fases iniciales, como ocurre en el diagndstico de la
hepatitis aguda VHC en el caso de sujetos inmunodepri-
midos”.

El objetivo de este trabajo es la aplicacién de un método
de retrotranscripcién (RT) seguido de reaccién en cade-
na de la polimerasa (PCR) y Southern blot para la detec-
cion de ARN-VHA en el suero de una serie de pacientes
con hepatitis aguda A, hepatitis aguda B y hepatitis aguda
no A, no E. El ARN-VHA se ha determinado en muestras
consecutivas de suero y su deteccién se ha relacionado
con la presencia y el titulo de los anticuerpos anti-VHA
de tipo IgM y los valores de las transaminasas séricas.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes

El ARN-VHA se ha estudiado en 26 muestras de suero pertenecientes a
21 pacientes con hepatitis aguda por el VHA, en 11 muestras de pacien-
tes con hepatitis aguda por el VHB y 15 muestras de suero de pacientes
catalogados como hepatitis aguda no A, no E. De las 26 muestras de
suero de los pacientes con hepatitis aguda A, cinco fueron obtenidas du-
rante la primera semana del inicio de la sintomatologia clinica, 10 du-
rante la segunda semana y en 6 casos entre la tercera y la cuarta semana.
En los 5 pacientes con muestra de suero inicial obtenida durante la pri-
mera semana se analiz6 una segunda muestra de suero obtenida al mes.
En los casos de hepatitis aguda por el VHB y hepatitis aguda no A, no E
se utilizé una muestra de suero obtenida en los primeros 15 dias del ini-
cio de la sintomatologia clinica.

El diagndstico de infeccion aguda se realiz6 por la presencia de un cua-
dro clinico caracteristico y la elevacion de los valores de transaminasas
séricas 10 veces por encima del limite superior del intervalo de referen-
cia establecido. El diagnéstico de hepatitis aguda A se basé en la positi-
vidad de los anticuerpos anti-VHA de tipo IgM. El diagnéstico de infec-
cién aguda B se baso en la positividad de los anticuerpos de tipo IgM
frente al VHB (anti-HBc IgM) y del antigeno de superficie del VHB
(HBsAg). EI diagnoéstico de hepatitis aguda no A, no E se basé en la
ausencia de anti-VHA IgM, anti-HBc IgM, anticuerpos totales frente al
virus de la hepatitis C (anti-VHC), ARN-VHC vy anticuerpos frente
al virus de la hepatitis E (anti-VHE).

Métodos

La determinacion de anticuerpos anti-VHA IgM, anti-HBc IgM vy anti-
VHC se realizé6 mediante técnicas inmunométricas (ANTI-HAV IgM,
ANTI-HBV IgM, ANTI-HCV, Vitros Immunodiagnostic, Ortho-Clini-
cal Diagnostic, EE.UU.). La determinacion de anticuerpos anti-VHE se
efectu6 por enzimoinmunoandlisis (ANTI-HEV Abbot Diagnostic,
EE.UU.). La determinaciéon de ARN/VHC se efectué mediante RT-PCR
(HCV DiaSorin, Italia).

Determinacion de ARN-VHA mediante RT-PCR
Southern blot

La extraccion y deteccion de ARN-VHA se realiz6 siguiendo los méto-
dos previamente descritos®!?. Brevemente, 10 pul de ARN se desnaturali-
zaron durante 5 min a 99 °C y posteriormente se afiadieron a una mezcla
de reaccion que contenia 6,25 U de transcriptasa inversa (Expand™ Re-
verse Transcriptase, Roche), 5 pl de tampdn, 0,5 uM del cebador HAV
240 (5’-GGAGAGCCCTGGAAGAAAGA-3’), que corresponde a la re-
gion comprendida entre los nucledtidos 241 y 222 de la cepa salvaje
HM-175, 0,2 mM de nucledtidos y 10 mM de DTT. La reaccion se llevo
a cabo durante una hora a 45 °C. Para proceder con la reacciéon de PCR,
a 10 pl del producto de la retrotranscripcion se afiadieron 5 pl de tam-
p6én PCR 10X, que contenia una concentracién 15 mM de MgCl,, 0,5
UM del primer HAV-240, 0,5 puM del primer HAV-68 (5-
"TCACCGCCGTTTGCCTAG-3") que corresponde a la region que va
del nucledtido 68 a 85 de la cepa salvaje HM-175, 0,2 mM de la mezcla
de nucledtidos y 0,5 U de la mezcla enzimdtica de amplificacion. La
amplificacién se efectué en un termociclador (Perkin Elmer 9600) y
consistia en una desnaturalizacion inicial de 4 min a 94 °C, 40 ciclos de
amplificacion incluyendo cada uno una desnaturalizacion de 1 min a 94
°C, una hibridacién de 1 min a 55 °C y una extensiéon de 1 miny 30 s a
72 °C, a la cual seguia finalmente una extensién de 10 min a 72 °C. Los
productos se analizaron en gel de agarosa al 1,5% y tincién con bromu-
ro de etidio.

Para la confirmacion de las muestras positivas se utilizé un método de
transferencia por Southern blot e hibridacién con una sonda interna. La
sonda utilizada 5’-TTAATTCTTGCAGGTTCAGG-3’ se encuentra lo-
calizada en la posicién 150-169 de la cepa salvaje HM-175 y estd mar-
cada en el extremo 5’ con digoxigenina. El revelado de la hibridacion se
efectud por autorradiografia.

La sensibilidad del método se estudié realizando diluciones de la cepa
virica HM-175 en un pool de sueros control negativo. A partir de las
muestras que contenian las diferentes concentraciones del stock viral se
procedi6 a la extraccién del ARN-VHA y la posterior RT-PCR Southern
blot.

Andlisis estadistico

Para la comparacién de medias se aplico el test de la t de Student. Cuan-
do no se cumplian las condiciones de aplicacion se utilizaron pruebas no
paramétricas. Los cdlculos estadisticos se realizaron con el programa
SPSS 6.0 para Windows.

RESULTADOS

El producto de la amplificaciéon de RT-PCR del frag-
mento de ARN-VHA se visualizé en la electroforesis en
agarosa como una banda que correspondia al tamafio es-
perado de 189 pb. La especificidad de la banda de am-
plificacién se comprob6 mediante hibridacién con la son-
da especifica marcada con digoxigenina. En la figura 1 se
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Fig. 1. Determinacion de ARN-VHA mediante las técnicas de RT-PCR y
Southern blot. A) Deteccion de ARN-VHA mediante RT-PCR, electrofo-
resis en gel de agarosa del producto de la PCR y tincion con bromuro
de etidio. 1: control negativo de la extraccion; 2: control negativo de la
reaccion de RT; 3: control negativo de la técnica de PCR; M: marcador
de tamario molecular X174 Hae III; 4-8: muestras ARN-VHA positivo;
9: control ARN-VHA positivo. B) Resultados obtenidos con la técnica
Southern blot e hibridacion de los productos de la PCR con una sonda
marcada con digoxigenina. RT: retrotranscripcion. PCR: reaccion en
cadena de la polimerasa.

muestran los resultados de la electroforesis en gel de aga-
rosa y tinciéon con bromuro de etidio de los productos de
la RT-PCR y de la hibridacién Southern blot. La sensibi-
lidad del método de PCR simple fue de 4.000 particulas
virales por ml, mientras que la del método de RT-PCR

Southern blot fue de 400 particulas virales por ml. El
ARN-VHA se detect6 en 10 (38%) de las 26 muestras de
pacientes con hepatitis aguda A. En cinco muestras fue
positivo por la técnica de PCR simple y en 10 mediante la
técnica de PCR-Southern blot. Todas las muestras posi-
tivas por el método de PCR simple fueron también positi-
vas por la técnica de Southern blot.

El ARN-VHA fue positivo en las cinco muestras de suero
obtenidas durante la primera semana del inicio de la sin-
tomatologia clinica tanto por la técnica de PCR simple
como por la de Southern blot, mientras que en cinco de
las 10 muestras obtenidas durante la segunda semana el
ARN-VHA fue positivo tnicamente mediante la técnica
de Southern blot. No se detect6 ARN-VHA en ningu-
na de las muestras de suero obtenidas a partir de la segun-
da semana del inicio de la sintomatologia clinica de los
pacientes con hepatitis aguda A. El ARN-VHA fue nega-
tivo en las 11 muestras pertenecientes a hepatitis aguda B
y en las 15 restantes de pacientes catalogados como hepa-
titis aguda no A, no E.

No se observé relacion significativa entre la deteccién de
ARN-VHA vy el titulo de los anticuerpos anti-VHA IgM, va-
lorado mediante el grado de positividad de la muestra con
relacién al cut-off del método inmunométrico (fig. 2). El
ARN-VHA se detect6 en el 64% de las muestras con valores
de ALT superiores a 1.000 U/l y en ninguna de las muestras
con valores de ALT inferiores a 500 U/l (p < 0,05).

DISCUSION

En la estandarizacién de una técnica de PCR para la de-
teccién de un genoma viral que presenta una variabilidad
significativa, como ocurre con los virus ARN, es muy im-
portante valorar la localizacién de los cebadores utiliza-
dos en la amplificacién del genoma por PCR. Los estu-
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dios de polimorfismo del VHA han demostrado que las
regiones VP3 y VP1 son las que presentan una mayor
variabilidad, mientras que la regién 5’ no codificante esta
mds conservada entre los diferentes genotipos del VHA!L,
Por esta razon, la region 5° del genoma viral es la aconseja-
da para seleccionar los cebadores. En nuestro estudio, el
uso de cebadores correspondientes a la zona 5’ y el empleo
de una técnica de PCR Southern blot ha permitido conse-
guir una buena sensibilidad en la detecciéon de ARN-VHA
(400 copias por ml).

La mayoria de los estudios que han evaluado la viremia
en la infeccién por el VHA se han realizado en chimpan-
cés. Algunos de estos trabajos han utilizado métodos indi-
rectos, como la deteccién de antigenos virales mediante
técnicas de RIA o ELISA!2. Los estudios realizados en
humanos son escasos y han analizado la presencia de
ARN-VHA, ya sea a partir de suero o de heces de pacien-
tes. Algunos de ellos han empleado la técnica de PCR,
procedimiento mas facil, rapido y sensible que la detec-
cion de proteinas virales. Sin embargo, la escasa casuisti-
ca de estos trabajos impide realizar un andlisis profundo
para conocer la duracién y la frecuencia de la deteccion
de la viremia en la infeccién aguda por el VHA. La infor-
macién disponible de la relacién entre la presencia de
ARN-VHA, los valores de anti-VHA IgM vy el valor
de las transaminasas séricas es también escasa'>!%.

En este estudio, se ha detectado ARN-VHA en 10 (67%) de
las 15 muestras de pacientes con hepatitis aguda A, obteni-
das en las primeras 2 semanas, no detectdndose en otras he-
patitis virales como la hepatitis B o las hepatitis catalogadas
como no A, no E. En todos los casos el ARN-VHA se iden-
tifico en los pacientes que presentaban valores de ALT ele-
vados y estaban en la fase clinica inicial de la hepatitis agu-
da. El estudio de muestras de suero consecutivas ha
demostrado que la presencia de ARN-VHA es transitoria,
detectandose tnicamente durante los primeros dias de la in-
feccidn; siendo posteriormente indetectable incluso utilizan-
do una técnica de PCR-Southern blot. A diferencia de otros
autores no hemos observado ninguna correlacién ente la de-
teccién de ARN-VHA vy el titulo de anticuerpos de tipo IgM
frente al VHA, lo que podria explicarse por diversos moti-
vos. Uno de ellos estarfa relacionado con la elevada produc-
cién de anticuerpos observada en la fase inicial de la infec-
cién aguda (aproximadamente en los primeros 15 dfas de la
infeccién) en respuesta a la replicacion viral que darfa lugar
a un fenémeno de saturacién en la reaccién antigeno-anti-
cuerpo de las técnicas de ELISA convencionales utilizadas
para la detecciéon semicuantitativa de anti-VHA IgM. Por
este motivo, en la mayorfa de los casos, y a pesar de realizar-
se diluciones de la muestra de suero, no se detectaron dife-
rencias en los titulos de anticuerpo anti-VHA IgM estadisti-
camente significativos entre las muestras positivas y las
negativas para el ARN-VHA.

En este trabajo, el ARN-VHA se detecté solamente en
pacientes con valores de ALT 10 veces superiores al ran-
go de normalidad, y no se detect6 en pacientes con valo-
res de ALT elevados pero menos de 10 veces los valores
normales (rango, 44-440 U/1). En este aspecto, seria inte-
resante comprobar si en los casos de hepatitis aguda bifa-

sica, mas frecuentes en adultos, el ARN-VHA se detecta
también en forma bifdsica y si estos pacientes presentan
viremia mds prolongada y, por tanto, el riesgo de infec-
ciosidad es mas elevado. La experiencia en esta situacién
es muy escasa, ya que la determinacién de ARN-VHA en
la hepatitis aguda no se realiza habitualmente y menos
durante la fase de recuperacién de la infeccion.

En resumen, este estudio demuestra que la técnica de PCR-
Southern blot es util para la deteccién de la viremia en las
fases iniciales de la infeccién aguda por el virus A, pero su
incorporacién a la préctica clinica diaria estd limitada por
la elevada precision y facilidad del diagndstico seroldgico.
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