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Las hepatitis virales se diagnostican satisfactoriamente en
el laboratorio mediante inmunoanalisis, para detectar
antigenos y anticuerpos en suero. Sin embargo, la
deteccion temprana de infecciones agudas durante el
periodo de ventana, la investigacion de las llamadas
infecciones “ocultas”, y la necesidad de cuantificar la
viremia y de caracterizar en detalle las cepas de virus,
como apoyo al tratamiento antiviral, han planteado nuevas
necesidades que sélo las técnicas moleculares pueden
satisfacer. Ademas, en tiempos en los que las estrategias
preventivas buscan reducir significativamente la incidencia
de estas infecciones, o incluso llegar a la erradicacion de
algunas de ellas, la caracterizacion completa de los brotes
epidémicos y de los casos que puedan indicar la
emergencia de variantes virales de escape a vacuna son
objetivos importantes para la salud publica, y solo pueden
alcanzarse con la asistencia de estas técnicas. La
incorporacion de estos métodos a la rutina de los centros
de transfusion, en un esfuerzo mas para mejorar la
seguridad de la transfusion sanguinea, ha generado
nuevas necesidades de apoyo por parte del laboratorio de
microbiologia, que obligan a éste a incorporarlos también
a su trabajo diario. Después de mas de una década, las
circunstancias han permitido que los métodos
automatizados para detectar, cuantificar, caracterizar y
secuenciar los genomas de estos virus sean una realidad al
alcance del microbidlogo asistencial, lo que no hace sino
abundar en la necesidad de que los laboratorios
hospitalarios sigan contando con especialistas capacitados
para su correcto manejo.
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Utility of molecular biology in the microbiological diagnosis
of viral hepatitides

Viral hepatitides are satisfactorily diagnosed in the
laboratory by immunoassays for either antigen or antibody
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detection in serum samples. However, the early detection
of acute infections during the window period,
investigation of “occult” infections, and issues related to
the establishment and follow-up of antiviral therapy in
chronic infections pose new challenges that only
molecular methods can meet. In addition, full
characterization of epidemic outbreaks and surveillance of
the emergence of viral variants able to escape from
vaccine protection are major public health objectives that
can only be achieved through the use of these techniques.
As a further attempt to improve the viral safety of blood
transfusions, the incorporation of molecular biology
techniques into the routine work of transfusion centers
has generated new technical and scientific demands on
microbiology laboratories, which must in turn incorporate
these methods to respond to the challenge. After more
than a decade, automatic methods for the detection,
quantification, characterization and sequencing of the
genomes of these viruses have become a reality for the
clinical laboratory, reaffirming the essential role of the
microbiologist in the hospital setting.
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Introduccion

El diagnéstico microbiol6gico de las hepatitis virales se
ha basado tradicionalmente en el uso de métodos serolo-
gicos para detectar antigenos y anticuerpos especificos, y
esa estrategia continta siendo, en gran medida, la ac-
tual’. No obstante, la utilizacién de técnicas de diagnés-
tico molecular con fines de investigacién clinica ha pues-
to de manifiesto algunas limitaciones en esta estrategia,
y ha abierto un espacio para esas técnicas en las labores
de diagnéstico. Ademaés, a medida que se ha constatado la
importancia de la cuantificacién de la viremia en el se-
guimiento del tratamiento antiviral, y se han ido estable-
ciendo correlaciones de interés entre algunas peculiari-
dades de las cepas virales (genotipo, variantes genéticas
y antigénicas) y algunas cuestiones relacionadas con el
pronoéstico o el tratamiento del paciente y su entorno (es-
cape a inmunidad protectora, reactivacién de la infeccién,
resistencia al tratamiento), el diagnéstico microbiolégico
se ha ampliado, conceptualmente, mas alld de la mera
identificacion del agente etiolégico, incluidos objetivos
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que s6lo las técnicas de caracterizacién molecular pueden
cubrir.

Otro aspecto que favorece la incorporacién de las técni-
cas moleculares en los laboratorios que realizan el diag-
néstico de las hepatitis virales es la introduccién de algu-
nas de ellas en la préctica habitual del banco de sangre,
toda vez que genera nuevas necesidades de apoyo por par-
te del microbidlogo. Tras la incorporacién por norma de la
deteccién del 4cido ribonucleico (ARN) del virus de la he-
patitis C (VHC), para detectar las unidades de sangre do-
nadas durante el periodo de ventana de la infeccién agu-
da, todo parece indicar que la del 4cido desoxirribonuclei-
co (ADN) del virus de la hepatitis B (VHB) no tardara
mucho en ser obligatoria. La deteccion de donaciones po-
sitivas para el ADN viral y negativas para el antigeno de
superficie de la hepatitis B (HBsAg), tanto las realizadas
durante el periodo de ventana de la infeccién aguda, como
las procedentes de donantes sospechosos de presentar la
infeccién “oculta”, podrian justificar esa decisién?.

Desde un punto de vista préactico, las técnicas serol6gi-
cas y las de diagnéstico molecular tienen poco en comun,
lo que ha llevado con cierta frecuencia a que se manejen
en laboratorios diferentes que emiten informes indepen-
dientes sobre las muestras de un mismo paciente. En es-
ta situacién, muchas veces dictada por las necesidades
propias de la gestion de los recursos, hay que enfatizar
que los resultados que ofrecen estas 2 aproximaciones en
el ambito de las hepatitis virales son siempre comple-
mentarios, y han de presentarse como un todo homogé-
neo y coherente. A nuestro juicio, esto aconseja que todos
ellos se recojan siempre en un informe dnico y con la res-
ponsabilidad tunica del personal de microbiologia, lo que
ofrece al solicitante una interpretacién global de los re-
sultados.

Las caracteristicas bésicas de los agentes etiolégicos
de las hepatitis virales se han expuesto en una revisién
reciente?, a la que remitimos al lector que desee repasar-
las antes de entrar en la materia de la presente. Por lo
demas, las técnicas mencionadas a continuacion se encua-
dran en alguno de los grupos siguientes: deteccién cuali-
tativa del genoma, cuantificacion del genoma, amplifi-
cacion-hibridacién y secuenciaciéon. La amplificacion ge-
nomica cualitativa y cuantitativa se realiza mediante la
reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) en alguna de
sus variantes. Las técnicas de amplificacién més sensibles
de entre las disponibles comercialmente en la actualidad
son las de amplificacién mediada por transcripcion (TMA)
y las de PCR en tiempo real. Las técnicas de PCR anida-
da son también muy sensibles, pero, al incluir 2 reaccio-
nes, deben manejarse en unas condiciones que eviten la
contaminacién cruzada de las muestras. La sensibilidad
analitica de las técnicas debe tomarse como un valor apro-
ximado, y deben tenerse en cuenta factores adicionales,
como la variabilidad técnica del ensayo y la variabilidad
biolgica de los pardametros y factores que afectan a la
muestra, como son sus condiciones de almacenamiento y
transporte y los ciclos de congelacién-descongelacién a los
que haya podido someterse. Estos ultimos factores cobran
especial importancia en los virus ARN, ya que éste es més
facilmente degradable por las condiciones ambientales
que el ADN. En todas las amplificaciones genémicas de vi-
rus ARN por PCR debe realizarse previamente una trans-
criptasa inversa (RT).

Cuando el producto amplificado contiene regiones con
posiciones nucleotidicas de interés, se pueden utilizar sis-
temas de hibridacién con sondas especificas que localizan
mutaciones en esas posiciones, o que identifican polimor-
fismos relacionados con el genotipo o con otras cuestiones
relevantes (técnicas de hibridacién reversa o LiPA). Ade-
mas, con el fin de caracterizar completamente el fragmen-
to amplificado, puede obtenerse su secuencia completa me-
diante reamplificacién con nucleétidos o cebadores marca-
dos con fluorocromos y posterior electroforesis de todos los
fragmentos. El estudio mediante secuenciacién reflejara la
secuencia genética mayoritaria dentro de la poblacién vi-
ral, mientras que las técnicas de LiPA podrian identificar
mutaciones en poblacién viral minoritaria.

Hepatitis virales de transmision entérica

Hepatitis A

El diagnéstico de la hepatitis aguda por el virus de la
hepatitis A (VHA) queda perfectamente cubierto por los
métodos de deteccién de inmunoglobulina (Ig) M especifi-
ca y no requiere el uso de técnicas moleculares. No obs-
tante, hay 3 situaciones en las que esas técnicas tienen
utilidad diagnéstica. La primera es la persistencia pro-
longada de la IgM especifica en pacientes que desarrollen
hepatitis autoinmunitaria tras una hepatitis A aguda?, en
la que la deteccién del ARN viral en suero diferencia esa
situacién de la que deriva de una posible prolongacion
inusual de la infeccién®%. La segunda es la hepatitis agu-
da por reinfeccién del injerto, que puede suceder en pa-
cientes sometidos a trasplante hepético tras una hepatitis
A fulminante’. La tltima es el diagnéstico temprano de la
infeccién aguda durante el periodo de ventana serolégica,
que puede ser util en casos puntuales y en la investiga-
cion de brotes epidémicos. La amplificacién de secuencias
de la region 5-no codificante del virus mediante RT-PCR
en suero es el método de eleccion en todos los casos.

De los 7 genotipos descritos hasta la fecha para el VHA,
solo los genotipos I, II, III y VII se han aislado de seres
humanos. El genotipo I es el més frecuente a escala mun-
dial, y el genotipo III es también frecuente en Espana y
en todo el &mbito mediterrdaneo. La vacuna de virus com-
pleto inactivado protege de forma eficaz frente a todos los
genotipos conocidos. Por el momento, la caracterizacién
molecular de las cepas de VHA carece de utilidad clinica,
y s6lo resulta 1til con fines epidemiolégicos en el estudio
de brotes.

Hepatitis E

El diagnoéstico de la hepatitis aguda por virus de la he-
patitis E (VHE) plantea problemas atn no resueltos de
forma completamente satisfactoria. Aun cuando esta en-
fermedad sea muy infrecuente en nuestro medio, los datos
generados ya en Espana la clasificarian como autéctona y
de muy probable origen zoonético, por lo que este agente
debe tomarse en consideracién en funcién de las caracte-
risticas del paciente. En regiones como la nuestra, la pre-
valencia de anticuerpos frente al VHE (anti-VHE) en la
poblacién general es baja (4-7%), y su mera presencia en
un caso sospechoso resulta muy significativa con vistas al
diagnéstico etioldgico, siempre que se hayan descartado
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ya otros agentes. No obstante, el problema reside en la es-
pecificidad de las técnicas disponibles, que parece no ser
muy satisfactoria. En ese sentido, hay un método de in-
munoblot disponible en el mercado que permite detectar
separadamente la presencia de anti-VHE de las clases
IgG e IgM, y que muestra una especificidad superior a la
de otros métodos con los que se ha comparado®.

Asi pues, es conveniente que el diagnéstico seroldgico
de la hepatitis E aguda, en ausencia de antecedente re-
ciente de viaje a un drea endémica, se confirme median-
te técnicas moleculares de deteccién de virus. Tal conve-
niencia se justifica no sélo desde el punto de vista asis-
tencial, sino también por la necesidad de generar m4s
datos que permitan conocer mejor la realidad epidemio-
légica de esta infeccion. Hay métodos de PCR basados en
la amplificacién de secuencias de las regiones ORF1 y
ORF2 del genoma viral que pueden utilizarse con éxito
en suero con fines de diagnéstico®!?, y el uso conjunto de
estos métodos y de los métodos de deteccion de IgM espe-
cifica permite identificar casos de hepatitis E aguda que
rinden resultados negativos en estos dltimos, quiza debi-
do a que la toma de esas muestras se realizé durante el
periodo de ventana seroldgica. En cualquier caso, parece
recomendable usar conjuntamente ambas aproximacio-
nes si se desea mejorar el rendimiento del diagnéstico de
laboratorio de esta enfermedad.

Hasta la fecha, se han descrito 4 genotipos del VHE, y
las cepas aisladas de pacientes del Mediterraneo europeo
y de los Estados Unidos pertenecen al genotipo 3, el tni-
co encontrado hasta ahora en animales de granja en esas
regiones. En Espana, todas las infecciones humanas au-
téctonas en las que se ha identificado el genotipo viral, y
todas las que se han detectado en las granjas de cria de
ganado porcino, han respondido, hasta hoy, a cepas de
ese genotipo. Por el momento, no se conoce bien el im-
pacto que pueda tener esta diversidad genética en la efi-
cacia de las técnicas de diagnéstico molecular.

Hepatitis virales de transmision parenteral

Hepatitis C

Infeccién primaria aguda

La hepatitis aguda por el VHC es una entidad clinica
de estudio muy infrecuente, ya que la inmensa mayoria
de las infecciones primarias agudas por este virus pare-
cen ser completamente subclinicas o manifestar sintomas
muy inespecificos, que no mueven a realizar estudios de
diagnoéstico etiolégico. Por tanto, y al margen de algunos
pocos casos esporadicos, el diagnéstico de la primoinfec-
cién aguda por VHC sélo se plantea en pacientes contro-
lados y considerados en riesgo especial de experimentar
la infeccién, que son sometidos a controles especificos con
regularidad. Aun cuando la transmisiéon del VHC en las
unidades de hemodidlisis se ha reducido drasticamente,
estos pacientes siguen siendo el colectivo que demanda
mas el diagnéstico de esta situacién poco usual.

El control sistemaético de las donaciones de sangre me-
diante técnicas moleculares de deteccion del VHC consti-
tuye otra fuente adicional de identificacion de primoinfec-
ciones agudas, y requiere el concurso del microbiélogo pa-
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ra su confirmacién definitiva. En estos casos, la labor se
ve facilitada por el hecho de que estas infecciones corres-
ponden al periodo de ventana que precede a la aparicién
de valores detectables de anticuerpos especificos en suero,
por lo que basta con tomar una nueva muestra algunas
semanas mas tarde para poner de manifiesto la serocon-
version. Es en este periodo cuando las técnicas de detec-
cién directa de virus ofrecen la tnica alternativa util pa-
ra el diagnéstico de la hepatitis C aguda, entre las cuales
las de diagnéstico molecular son las més utilizadas. Inde-
pendientemente de cudl sea su sensibilidad analitica (um-
bral de deteccién), la sensibilidad clinica de estas técnicas
es siempre elevada, dado que la viremia acostumbra a ser
ya especialmente alta (> 108 U/ml) cuando se presenta la
ictericia y/o la elevacion de los valores séricos de amino-
transferasas. La deteccion de antigeno mediante métodos
convencionales de inmunoanalisis proporciona, también,
el diagnéstico de esta situacién con un rendimiento simi-
lar al de las técnicas de diagnéstico molecular.

No obstante, lo més frecuente serda que la muestra que
llega al microbiélogo en demanda de estudios de diagnés-
tico corresponda a una fase algo mas tardia, cuando los an-
ticuerpos especificos ya son detectables en el suero. En esa
fase, las técnicas moleculares rendiran siempre resultados
positivos, pero no aportaran nada que indique especifica-
mente que el paciente presente una primoinfeccion aguda
por el VHC. La deteccién de cambios en el patrén de anti-
cuerpos obtenido por inmunoblot (seroconversién para al-
gunos antigenos en el seguimiento) y, muy especialmente,
la deteccion de IgG especifica de baja avidez proporcionan,
sin embargo, el diagnéstico mediante serologia.

Infeccién crénica

La persistencia del VHC se acomparia siempre de la pro-
duccién sostenida de anticuerpos especificos (anti-VHC), si
bien hay algunas excepciones que hacen posible que un pa-
ciente que tenga una hepatitis C crénica no presente anti-
cuerpos detectables en su suero y sélo pueda ser diagnos-
ticado mediante métodos moleculares. En los pacientes he-
modializados, esta situacién no es infrecuente y suele ser
meramente aparente, ya que combinando diferentes técni-
cas de inmunoblot se pone con mucha frecuencia de mani-
fiesto la presencia de anti-VHC, si bien con patrones par-
ciales que suelen situarse dentro de lo que se entiende por
“resultados indeterminados”. En los pacientes que presen-
tan procesos hematolégicos malignos, y en los inmunodefi-
cientes primarios, el déficit en la respuesta inmunitaria
humoral especifica puede ser més pronunciado y més per-
manente. En los pacientes coinfectados por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), el espectro es muy am-
plio, e incluye casos esporadicos de total ausencia de anti-
VHC a nivel detectable. En todos estos casos, el diagnésti-
co etiolégico de la hepatitis C crénica debe incluir el uso
sistematico de métodos moleculares.

El suero y el plasma son las muestras de eleccién, y los
métodos aplicables son diversos, sin que haya una base
para recomendar ninguno en concreto con carédcter gene-
ral. En principio, cualquier método que tenga un umbral
de deteccion no superior a 500 U/ml satisfara razonable-
mente las necesidades del diagnéstico, si bien trabajar
con los umbrales maés bajos (< 10 U/ml) puede aumentar
ligeramente la sensibilidad clinica. En este sentido, los
métodos de RT-PCR en tiempo real y los de amplificacién
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mediada por transcripcién (TMA) ofrecen alternativas
muy practicas y muy sensibles, aunque con el inconve-
niente de no generar, a diferencia de la RT-PCR anidada,
productos finales que puedan utilizarse posteriormente
con fines de caracterizacién molecular, lo que puede ser
importante para algunos laboratorios.

Se estima que un 20-25% de las personas que se infec-
tan por el VHC son capaces de desarrollar una respuesta
inmunitaria que consigue erradicar completamente el vi-
rus, y asi se evita la infeccién persistente. Esto significa
que un porcentaje no despreciable de los pacientes que
presentan anti-VHC en suero no se hallan crénicamente
infectados, y que su suero resulta, por tanto, siempre ne-
gativo en las pruebas de diagnéstico molecular. En conse-
cuencia, estas técnicas no deben utilizarse por si solas pa-
ra juzgar la especificidad de los resultados positivos que
se obtengan en las técnicas de deteccion de anti-VHC, so-
bre todo porque es perfectamente posible que un paciente
presente anti-VHC en suero y sea persistentemente nega-
tivo en las pruebas de deteccién de genoma viral.

A partir del estudio de tejido hepético y/o de células
blancas de sangre periférica mediante técnicas molecula-
res, se ha descrito la presencia del genoma del VHC en pa-
cientes con alteraciones de la bioquimica hepatica, en los
que no puede detectarse la presencia de anticuerpos espe-
cificos, ni de genoma viral en suero. Esta situacién, obser-
vada en pacientes sin ninguna condicién reconocible que
explique la ausencia de respuesta inmunitaria humoral
especifica y la ausencia de viremia, ha recibido el nombre
de “hepatitis C oculta”. Aunque la casuistica aportada
por el tnico grupo que ha informado hasta la fecha sobre
este fenémeno es amplia, atin hay muchos interrogantes
que despejar antes de admitir que el diagnéstico etiolégi-
co de la hepatitis C crénica pueda requerir, realmente, el
uso de técnicas de diagnéstico molecular en células de
sangre periférica o en tejido obtenido por biopsia'?. A dia
de hoy, este tipo de estudios s6lo deben contemplarse en
el contexto controlado de la investigacion clinica.

Inicio y seguimiento del tratamiento antiviral

El tratamiento combinado con interferén pegilado y ri-
bavirina ha mejorado notablemente los resultados del tra-
tamiento de la hepatitis C crénica, y ha elevado las tasas
de respuesta sostenida por encima del 80% en ciertos gru-
pos de pacientes. A la hora de elegir la pauta terapéutica,
las recomendaciones actuales aconsejan considerar 2 ca-
racteristicas de la cepa de virus causante de la infeccion:
su nivel de replicacion, medido en términos de nivel de vi-
remia (carga viral en suero), y su genotipo/genosubtipo.

La cuantificacién de la viremia, o estimacién de la car-
ga viral en suero, puede realizarse mediante métodos de
RT-PCR, PCR en tiempo real, métodos basados en TMA
y métodos de hibridacién molecular con amplificacion de
la senial (técnicas de branched-DNA [b-ADN]). Cualquie-
ra de ellos resulta adecuado, aunque la PCR en tiempo
real parece ir imponiéndose. La existencia de un estan-
dar de la Organizacién Mundial de la Salud para el ARN
del VHC permite expresar los resultados en unidades in-
ternacionales/ml (U/ml) por referencia a él, con indepen-
dencia de la técnica utilizada. Aunque algunos protocolos
consideran que el valor absoluto de la carga viral inicial
es importante para establecer la pauta terapéutica en los
pacientes infectados con cepas del genosubtipo 1b, el

principal objetivo de las pruebas moleculares cuantitati-
vas es registrar un descenso significativo de la viremia
dentro de las primeras 12 semanas tras el inicio del tra-
tamiento!®, y es en esas tareas de comparacion en las que
las técnicas de cuantificacion rinden de un modo mas sa-
tisfactorio.

Las experiencias de control de calidad muestran, por el
contrario, que la capacidad de esas técnicas para propor-
cionar valores absolutos de carga viral fiables y reprodu-
cibles en una muestra clinica es limitada'*, lo que hace,
en nuestra opinién, recomendable que los resultados se
informen en términos de mero orden de magnitud (p. €j.,
3 x 10° U/ml), y que incluyan informacién que permita va-
lorar el resultado en funcién de la precisién del método
(p. €j., = 0,5 log). A la luz de los datos actuales, pensamos
que informar directamente el resultado cuantitativo, tal
como suele ser presentado por estas técnicas (p. ej.,
35.260 U/ml), da lugar a una percepcion falsa de las ca-
pacidades reales de los métodos de laboratorio y puede
inducir a errores de interpretacién durante el seguimien-
to del paciente.

En Espana, las cepas de VHC del genotipo 1b son, glo-
balmente, las prevalentes entre los portadores crénicos.
Sin embargo, se ha puesto de manifiesto la penetracion
paulatina en la poblacién de cepas pertenecientes a los
genotipos la, 3 y 4, que alcanzan ya prevalencias muy
significativas, superiores en conjunto a la del genotipo
1b, entre los portadores més jévenes!®. La genotipifica-
cién de la cepa de VHC resulta, por tanto, aun més im-
portante hoy que ayer, con vistas a la instauracién del
tratamiento antiviral, ya que la diversidad de genotipos
entre los pacientes portadores es creciente.

El método més utilizado hasta la fecha en el ambito
asistencial para genotipificar cepas de VHC ha sido el Li-
PA. Este método viene cubriendo bien las necesidades
asistenciales desde hace anos, aunque ha presentado 2
problemas: a) la clasificacién ocasional de algunas cepas
del genotipo 1a como genotipo 1b, por causa de semejan-
zas en las secuencias de la region 5’ no codificante (5-NC)
del genoma viral, y b) la generacién de respuestas de ba-
ja intensidad al trabajar con productos de amplificacién
obtenidos mediante métodos de RT-PCR simple, con las
consiguientes dificultades para la lectura y la interpreta-
cién de los resultados.

Para resolver el primer problema, recientemente se ha
modificado la prueba con la inclusién de una coleccién de
sondas correspondientes a la region core, diseniadas espe-
cificamente para una mejor diferenciacién de los genoti-
pos la y 1b. Toda vez que esto exige realizar una ampli-
ficacién ad hoc mediante RT-PCR con una combinacién
de iniciadores de las regiones 5’NC y core del genoma, el
segundo problema queda también resuelto, ya que no
permite el uso de productos de amplificacién procedentes
de otros métodos. Esto ultimo puede ser, al tiempo que la
solucién a un problema, un inconveniente practico. Sin
embargo, el uso creciente de métodos de PCR en tiempo
real y de TMA para el diagnéstico y para la cuantificacién
de la viremia van restdndole importancia, ya que esas
técnicas no generan productos susceptibles de ser estu-
diados mediante técnicas de caracterizacién molecular
debido a su pequeno tamano. Por otra parte, se estan de-
sarrollando métodos de PCR en tiempo real que seran ca-
paces de identificar el genotipo viral, y que constituiran
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una alternativa practica al LiPA, si se demuestra que
sean igualmente eficaces que éste en identificar genoti-
pos y genosubtipos.

En el VHC, la identificacion del genotipo puede lograr-
se también de forma eficaz secuenciando fragmentos de
ADN complementario de menos de 300 pares de bases de
longitud, lo que permite que la secuenciacién sea un pro-
cedimiento util y préctico en el medio asistencial si se au-
tomatiza y se facilitan las herramientas informaticas ne-
cesarias para el andlisis de las secuencias. De hecho, es-
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Figura 1. Arbol filogenético resultante del andlisis e la secuencia de un frag-
mento de la region NS5B del genoma de diferentes cepas del virus de la hepa-
titis C, genosubtipo 1b. Los puntos negros localizan las cepas involucradas en
5 brotes nosocomiales de infeccién, que forman cada uno un agrupamiento Gni-
co en el drbol (método: N-J, nt 1st+2nd+3rd+NC, Maximum Composite Like-
lihood, Bootstrap Reps = 1.000, MEGA 4.0).
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ta aproximacién suele resolver sin dificultad las indeter-
minaciones que aun genera el LiPA, sin ir més alla de se-
cuenciar y analizar un fragmento corto de la region NS5B
del genoma, aunque es necesario utilizar iniciadores de
reaccién optimizados para cada genotipo, si se desea tra-
bajar con una sensibilidad satisfactoria para todos ellos.
No obstante, la penetracion de estas técnicas en el labo-
ratorio de diagnéstico se ve poco favorecida por el hecho
de que el andlisis de las secuencias no proporciona, por el
momento y como veremos a continuacién, ninguna otra
informaci6n de utilidad clinica.

Aun cuando la eficacia del tratamiento antiviral en la
hepatitis C crénica haya aumentado mucho, dista todavia
de ser 6ptima. Un porcentaje aun significativo de los pa-
cientes tratados no responde al tratamiento, o recae tras
una respuesta transitoria a éste, sin que se hayan podido
identificar claramente los motivos de estos fracasos. A di-
ferencia de lo que sucede con el VHB, las bases molecula-
res de la resistencia del VHC al tratamiento antiviral ac-
tual (interferén pegilado mas ribavirina) son muy poco co-
nocidas, y los fenémenos de resistencia no pueden ser
predichos ni detectados de forma temprana mediante es-
tudios moleculares. Esto limita, por el momento, la utili-
dad de ese tipo de estudios en el seguimiento de los pa-
cientes tratados. El desarrollo de nuevos antivirales, mas
eficaces y con mecanismos de accién mejor conocidos, po-
dria cambiar esta situacién en un futuro no lejano®.

Por tdltimo, los brotes nosocomiales de infeccién por el
VHC contindan produciéndose en los centros asistencia-
les, y su estudio es importante por razones diversas. Tras
las medidas arbitradas para mejorar la seguridad viral
de los hemoderivados y de los procedimientos de la he-
modidlisis, los brotes que atn se producen tienen su ori-
gen, principalmente, en el uso de viales multidosis de
ciertos medicamentos inyectables de uso hospitalario y
en la desatencién ocasional de las medidas preventivas
por parte del personal sanitario. Por lo demads, la aten-
cién dental continda apareciendo en los estudios epide-
miolégicos como un factor de riesgo significativo para la
adquisicién de la infeccién, pero esos datos no han crista-
lizado nunca en la identificacion de mecanismos concre-
tos que avalen esa asociacién, sobre todo porque el VHC
es un agente facil de inactivar mediante los procedimien-
tos de uso comtin en ese medio sanitario.

En el estudio de esos brotes, la caracterizacién de la
avidez de la IgG anti-VHC y la secuenciacion directa de
fragmentos cortos (400-450 pares de bases) de la region
NS5B son herramientas suficientes para obtener datos
muy significativos en apoyo de la investigacién epidemio-
légica (fig. 1). En brotes muy amplios, y en el caso de que
se requieran investigaciones de caracter forense en asis-
tencia al poder judicial, la caracterizacién completa del
brote puede requerir el estudio y la comparaciéon de se-
cuencias correspondientes a regiones del genoma mas va-
riables y de evolucién més rapida, como es la que codifi-
ca por los epitopos involucrados en la neutralizaciéon por
anticuerpos (regién hipervariable, ubicada en el extremo
5’ de la region E2 y en el extremo 3’ de la regiéon NS1). Es-
tos estudios requieren clonar los fragmentos amplificados
y secuenciar un numero de clones de cada paciente que
satisfaga las necesidades del analisis filogenético poste-
rior, lo que alarga de forma considerable el tiempo del es-
tudio e incrementa de forma muy significativa sus costes.
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Hepatitis B

Infeccién primaria aguda

La infeccion primaria aguda por el VHB se diagnostica
mediante la deteccién conjunta del HBsAg y de anticuer-
pos especificos de la clase IgM frente al antigeno core del
virus (IgM anti-HBc) en suero. Los métodos moleculares
para el diagnéstico de la infeccién aguda por VHB son, sin
embargo, de utilidad cuando se trata de diagnosticar la in-
feccién durante el periodo de ventana que precede a la
aparicién del HBsAg en suero a valores detectables (de 2-
4 semanas), y de confirmar los raros casos en los que el
HBsAg es ya positivo cuando la IgM anti-HBc ain no lo es
(casos con HBsAg aislado). Este uso cobra, ademas, espe-
cial relevancia en el cribado de las donaciones de sangre y
en el control de las mezclas de plasma destinadas a la pro-
duccién de hemoderivados. En un estudio reciente realiza-
do en Espana, las unidades de sangre donadas durante di-
cho periodo ventana se detectaron con una frecuencia algo
superior a 1/17.000%, superior a la frecuencia teérica esti-
mada previamente mediante modelos matematicos a par-
tir de los datos de prevalencia disponibles. Para este uso,
la sensibilidad de las técnicas debe ser elevada, y los mé-
todos de TMA y de PCR a tiempo real aplicables al estudio
de unidades de sangre individuales son los de eleccion.

Infeccion cronica

Genotipos y subtipos antigénicos

El VHB es un virus que presenta una variabilidad ge-
nética elevada'’. Esta variabilidad responde, en gran me-
dida, a la ausencia de una actividad de reparacién de erro-
res en la RT, y se traduce en una gran variedad de geno-
tipos, genosubtipos (agrupamientos separados dentro de
un genotipo) y subtipos antigénicos que derivan de fené-
menos acumulados de seleccién natural sobre las varian-
tes que se generan. Cinco de los 8 genotipos del VHB des-
critos hasta la fecha (genotipos A-H) muestran una clara
restriccién geogréfica, por lo que su determinacién aporta
informacién valiosa para la epidemiologia. Por el contra-
rio, los genotipos A, D y C, y muy especialmente los 2 pri-
meros, presentan distribuciones geograficas mds amplias,
y su mera identificacién resulta menos informativa. La in-
formacion que aporta la identificaciéon del subtipo antigé-
nico asociado a cada cepa ayuda, sin embargo, a trazar
mejor su origen concreto, con la introducciéon de un ele-
mento que ayuda a diferenciar entre si, en funcién de su
origen geografico, cepas que pertenecen a un mismo geno-
tipo. Asi, esta asociacién genotipo-subtipo antigénico defi-
ne diferentes grupos genoantigénicos dentro del conjunto
de las cepas del VHB que circulan en el mundo.

En Esparia, los grupos genoantigénicos prevalentes son
D/ayw2, D/ayw3 y A/adw2. Ademas, las cepas F/adw4, ori-
ginarias de América, muestran una prevalencia significa-
tiva entre la poblacién autéctona, cuyo origen esta en las
estrechas relaciones histéricas entre Espafia y el conti-
nente americano, y algunas cepas caracteristicas de Afri-
ca (A/aywl, E/ayw4) parecen también estar penetrando
en ella. Por lo demés, las cepas de los genotipos B y C del
VHB han llegado ya a Espana a través de los numerosos
inmigrantes procedentes de paises de Extremo Oriente,
en los que el virus muestra una endemia alta.

La descripcién de nuevos genotipos y genosubtipos en el
VHB requiere el estudio completo del genoma viral'®, pero
la determinacion de tipos ya conocidos puede realizarse es-
tudiando fragmentos cortos de la region S/POL que inclu-
yan, ademas de las secuencias que codifican el determi-
nante antigénico comin del HBsAg (determinante “a”),
aquellas que codifican los determinantes de subtipo y/d y
w/rl. Estos fragmentos pueden estudiarse mediante LiPA
para la identificacién del genotipo, aunque su secuencia-
cion permite, ademas, identificar el genosubtipo y predecir
el subtipo antigénico, lo que identifica el grupo genoanti-
génico al que pertenece la cepa. El estudio de la secuencia
puede realizarse mediante comparacién de ésta con las
existentes en las bases de datos de secuencias, como Gen-
Bank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi), o bien
mediante la realizacién de un &rbol filogenético con se-
cuencias consenso (fig. 2). Para la predicciéon del subtipo
antigénico, se traduce la secuencia del fragmento segin el
ORF Sy se identifican los aminoacidos que ocupan las po-
siciones que definen los determinantes d/y y w/r, asi como
los subdeterminantes wl-w4. La identificacion efectiva del
subtipo antigénico sélo puede realizarse mediante inmu-
noandlisis con colecciones de anticuerpos monoclonales de
acceso muy dificil.

Actualmente, no hay recomendaciones de tratamiento
antiviral especificas en funcién del genotipo para la he-
patitis B cronica, lo que resta interés clinico a la obten-
cién de este dato. Sin embargo, si se han publicado aso-
ciaciones entre algunos genotipos y las distintas formas
de evolucion clinica de la infeccién crénica®.

Mutaciones en el gen HBsAg

En los dltimos afios, han cobrado importancia las va-
riantes estables del VHB que exhiben cambios de amino-
4cidos en la secuencia del HBsAg. Estas variantes pueden
presentar peculiaridades antigénicas, y algunas han ori-
ginado resultados negativos falsos en uno o varios de los
inmunoandlisis de deteccién del HBsAg de uso comtin en
los laboratorios de microbiologia®'. Ademés, se ha consta-
tado que algunas de ellas pueden escapar a la proteccién
que confiere la vacuna recombinante de uso actual®®?, o
pueden ser resistentes al tratamiento con inmunoglobuli-
na especifica®>%. Los datos acerca de su prevalencia entre
los portadores crénicos son ain muy escasos.

En Espana, esta prevalencia se ha establecido en el
39%%". Agrupando las sustituciones de aminodcido segin
su efecto esperable, de acuerdo a publicaciones previas, el
12,5% de los pacientes estudiados presentaba alguna mu-
tacién asociada en la bibliografia a fallos en las pruebas de
deteccion del HBsAg (fig. 3). Sin embargo, su efecto real,
de acuerdo a los resultados comunicados en dicha publi-
cacion, fue muy limitado, y s6lo fue significativo para de-
terminadas sustituciones (Gly145Arg), y para algunas de
las variantes que exhibian sustituciones multiples. Los re-
sultados obtenidos en estudios posteriores, realizados con
métodos de deteccion de HBsAg de ultima generacion,
han confirmado plenamente esos datos?®?. Por otra parte,
el 6,6% de los portadores crénicos presenté sustituciones
asociadas a resistencia a la vacuna, y el 9,2% present6
otras sustituciones asociadas a resistencia al tratamien-
to con inmunoglobulina.

A la vista de estos datos, el andlisis molecular del gen
que codifica el HBsAg resultaria de interés ante el ha-
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Figura 2. Arbol filogenético (visién
radial) resultante del andlisis de la
secuencia de un fragmento de la re-
gion S/POL del genoma de cepas del
virus de la hepatitis B (VHB) perte-
necientes a diferentes genotipos (mé-
todo: N-J Kimura 2p). Los puntos ne-
gros corresponden a las posiciones
ocupadas por 5 cepas de VHB del ge-
notipo D involucradas en un hrote
epidémico sucedido en deportistas de
la especialidad de orientacion.

Figura 3. Posiciones en la molécula
del antigeno de superficie de la hepa-
titis B, en las que se han descrito
cambios de aminodcido asociados a
reactividad reducida o resultados ne-
gativos falsos en diferentes inmuno-
andlisis comerciales para detectar el
antigeno. Los porcentajes indican la
frecuencia con la que se han detecta-
do esas variantes en portadores cro-
nicos espafoles no seleccionados.

llazgo de patrones compatibles con infeccién crénica por
el VHB con HBsAg negativo y ADN viral detectable en
suero, en pacientes infectados que tengan antecedente de
vacunacion, y en pacientes susceptibles de tratamiento
preventivo con Ig especifica, como los recién nacidos de
madres portadoras o los candidatos a trasplante hepético
que sean portadores del VHB.
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Mutaciones en el promotor basico del gen C
y en la region pre-C

La caracterizaciéon completa de los portadores crénicos
del VHB requiere, en ocasiones, detectar la existencia
de mutaciones en el promotor basico del gen C (PBC) y/o
las regiones pre-C y C del genoma. El LiPA puede utili-
zarse para detectar e identificar las mutaciones mas fre-
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Figura 4. Vision esquematica del promotor hésico del gen C (BCP) y de la regién pre-C del genoma del virus de la hepatitis B. Se sefialan las regiones promoto-
ras de la transcripcion (TA1 a 4) y las 2 mutaciones principales descritas en la regién pre-C, que dan lugar a una disminucién en la produccion de dcido ribonu-
cleico pre-C y a codones de parada, respectivamente. Se sefiala también la mutacion principal descrita en el BCP. Las mutaciones en estas regiones provocan la
expresion disminuida o nula del antigeno e de la hepatitis B. Con asteriscos se indican las posiciones que pueden detectarse mediante LiPA.

cuentes, pero el estudio exhaustivo de todas las posicio-
nes sélo puede hacerse, a dia de hoy, por secuenciacion
(fig. 4).

Inicio y seguimiento del tratamiento antiviral.
Resistencias

Hay distintas alternativas terapéuticas para el trata-
miento de la infecciéon por el VHB. El objetivo del trata-
miento es conseguir la disminucién mayor y més dura-
dera de la replicacion viral y, entre otros parametros, el
mads utilizado para medirla es la cuantificacion del ADN
viral en suero, mediante técnicas moleculares cuantita-
tivas que ofrezcan una sensibilidad analitica no inferior
a 1.000 U/ml, bien por amplificacién genémica (PCR a
tiempo real) o por hibridacién (bADN)?. Sin embargo, la
gran capacidad adaptativa del virus mediante muta-
cién-seleccion condiciona la aparicion frecuente de re-
sistencias secundarias a cambios en la ADN polimerasa
viral, que es la diana de los tratamientos antivirales ac-
tuales.

La sospecha de aparicién de esos cambios surge de la
observacion de un aumento de la carga viral durante el
tratamiento, y es esa sospecha la que motiva la busque-
da de dichos cambios. Se han descrito mutaciones asocia-
das a resistencias al tratamiento en los dominios B (posi-
ciones 173, 180, 181 y 184), C (motivo YMDD, posiciones
202 y 204) y D (posiciones 236 y 250) de la ADN polime-
rasa/RT viral (tabla 1). La deteccién de los cambios se
puede realizar mediante la técnica LiPA, que tiene la ca-
pacidad de detectar simultdaneamente distintas poblacio-
nes virales (mutada y no mutada), pero que sélo detecta
cambios en ciertas posiciones; o mediante secuenciacién
directa, que permite identificar mutaciones en cualquier
posicién del fragmento secuenciado, siempre que formen
parte de la poblacién viral mayoritaria.

Estudio de brotes

En el caso del VHB, la eleccién de la regién 6ptima pa-
ra los estudios de epidemiologia molecular es compleja,
debido sobre todo a la presencia de ORF solapados en el
genoma viral. Las zonas que s6lo codifican para una pro-
teina son, en general, mds variables que las zonas de so-
lapamiento (p. €j., gran parte del gen C'y parte del gen P).
En el analisis de brotes epidémicos, se deben escoger las
regiones mas variables para realizar los andlisis. La
identificacién del grupo genoantigénico al que pertenece
la cepa de cada paciente, segin los métodos mencionados
mas arriba, proporciona una informaciéon rapida y de
gran interés a lo hora de decidir si el brote responde o no
a una fuente unica de virus, y puede ser muy util para di-
senar los estudios de laboratorio posteriores.

Hepatitis D

Debido a su baja prevalencia entre la poblacién de nues-
tro entorno, la mera deteccién de anticuerpos especificos
frente al virus de la hepatitis D (VHD) (anti-VHD) en un
paciente positivo para HBsAg posee un significado diag-
noéstico muy elevado. En un paciente con evidencia de in-
feccién primaria aguda reciente por VHB, tal hallazgo es
indicativo de coinfeccién aguda. En un portador crénico de
VHB ya conocido, pero no evaluado previamente, puede
reflejar sobreinfeccién reciente o coinfeccién crénica, y la
deteccion de IgM anti-VHD suele resolver acertadamente
la disyuntiva. En general, la deteccién del VHD mediante
técnicas moleculares carece de utilidad clinica, y no hay
técnicas comerciales para realizarla. Para el tratamiento
clinico de algunos pacientes crénicamente infectados, pue-
de, no obstante, resultar util. Cuando es asi, la RT-PCR
doble anidada constituye la aproximacién mas comun.

TABLA 1. Principales mutaciones del gen Pol (retrotranscripeion) asociadas a resistencia a antivirales

Mutaciones de resistencia
Antiviral
Dominio B Dominio C (YMDD) | Dominio D
Lamivudina V173L, L180M M2041/V
Adefovir A181V 1233V, N236T
Entecavir T184G S2021 M250V
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