Hepatitis crénica persistente

Es practicamente un concepto histolégico mas que
clinico, pues el paciente suele estar totalmente asintomatico,
pero con alteraciones leves en los niveles de transaminasas
(4 a 6 veces lo normal), sin hepatomegalia o muy leve y
blanda y la histologia hepatica solo demuestra diferentes
grados de infiltrado inflamatorio portal, sin necrosis parcelar.
Todo esto corresponde a manifestaciones no tipicas en la
serologia por hepatitis, como veremos en otro capitulo.

Hepatitis crénica activa

Puede ser la continuacion de una hepatitis viral aguda,
comoyasedescribid, peroaveces, eslaprimera manifestacion
de la enfermedad, en que el paciente no tuvo suficientes
manifestaciones clinicas de la fase aguda y con mucha
frecuencia no tiene recuerdo de la via de inoculacién del
virus, el cual, subrepticiamente, comenz6 a replicarse en el
hepatocito y pasa el periodo prodrémico y de estado agudo
en forma totalmente asintomatica y paulatinamente
(raramente en meses, generalmente en afios), pasa a la etapa
cronica activa.

Con mucha frecuencia, el diagndstico se hace cuando un
paciente se practica exdmenes de rutina para control de su
estado de salud o cuando va a donar sangre y entonces se
encuentran aumentos variables en las transaminasas,
generalmente muy leves (entre 70 y 200 UI), que inducen al
médico a solicitar serologia por hepatitis y entonces se
encuentran el HBsAg y el HBe presentes. En otras ocasiones,
es un hallazgo clinico, cuando el paciente acude donde el
médicoporotradolenciay este seencuentraunahepatomegalia
y a veces esplenomegalia sin explicacion aparente. A estas
alturas, las pruebas de funcién hepatica pueden estar tanto
mas alteradas cuando maés evolucionada esté la enfermedad,
pero en general se observan aumentos de las transaminasas
inferiores a 500U/L, leve inversion albumina-globulinica,
mas por hiperglobulinemia que por hipoalbuminemia, poco o
nulo aumento de las bilirrubinas, aunque si, un aumento
variable de la fosfatasa alcalina y la GGT.

Esta forma cronica puede durar afios, tiene caracteristicas
histolégicas y de marcadores virales bien establecidos, como
seran analizados en otros capitulos y el camino final es la
cirrosis hepaticay eventualmente, el carcinoma hepatocelular,
por las caracteristicas oncogénicas de estos virus tipo B,
algunos subtipos mas que otros. En este periodo se agrega el
cuadro clinico de la hipertension portal, con ascitis,
esplenomegalia, edemas podalicos, circulacion colateral,
varices esofagicas; en forma paralela, aparecen las
manifestaciones de insuficiencia hepatica, como ictericia,
encefalopatia hepatica, angiomas toracicos y sindrome de
Silvestrini y Corda (atrofia testicular, ginecomastia, pérdida
de la libido y el vello ptbico en el hombre; atrofia mamaria,
amenorrea, vello facial, y otros en la mujer).

En forma afortunadamente poco frecuente, la primera
manifestacion de una hepatitis cronica activa es la evolucion
fulminante final, que se presenta igualmente a una hepatitis
fulminante superaguja, pero sobre un higado previamente
dafiado por afos, por una hepatitis cronica activa.
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Cuantificacion del virus de
Hepatitis B por la técnica PCR
tiempo real

(Quantification of viral hepatitis type B
using the real-time PCR technique)

Elizabeth Rojas-Cordero

Resumen: La técnica dereaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) ha determinado, en la cuantificacion de virus, un
avance especial para el manejo de infecciones cronicas por
virus, en especial, para HIV, virus de hepatitis B y C. La
cuantificacion en tiempo real se realiza en el ABI PRISM
Sequence Detection System. Se amplifica, especificamente,
el fragmento pb del genoma del virus de hepatitis B. Se
recomienda el HBV PCR kit para la toma de la muestra.,
determinandose un protocolo para el almacenamiento de la
misma. Es importante saber que el congelar las muestras o el
almacenamiento prolongado disminuyen la sensibilidad del
método. Se puede almacenar por afios si es a una temperatura
de — 70° C. Tubos con heparina o pacientes heparinizado
alteraran la determinacion de la muestra. El limite inferior
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detectable del virus B es de 3.78 Ul/ml y el mayor es 1.4 x
10" Ul/ml, se determinan todos los genotipos desde A-H.
Los pacientes HBeAg positivos, usualmente, tienen valores
mayores a 1 x 10° Ul/ml y los HBe negativos portadores
inactivos por lo general, valores menores a 1 x 104

Descriptores: HBV PCR, ABI PRISM 700 Sequence
Detection System.

Abstract: The polymerase chain reaction technique (PCR)
has determined a special advance in the virus quantification
for the management of chronic viral infections, especially
for HIV hepatitis virus type B and C. The real-time
quantification is performed in the ABI PRISM Sequence
Detection System. The fragment pb of the genome of the
hepatitis type B virus is amplified. The HBV PCR kit is
recommended for taking a sample and a protocol for storing
it is determined. It is important to know that freezing the
samples or keeping them for a long time decreases the
sensitivity of the method. It may be stored for years if kept
at a temperature of -70° C. Heparinized patients or tubes
with heparin will alter the determination of the sample. The
lower limit of detection of B virus is 3.78 Ul/ml and the higher
limit is 1.4 x 10" Ul/ml. All genotypes from A-H are
determined. The patients with Hbe Ag positive usually present
higher values than 1 x 10° Ul/ml and the HBe negative inactive
carriers usually get lower values than 1 x 10

Key words: HBV PCR, ABI PRISM 700 Sequence
Detection System.

Abreviaturas: PCR, reaccion en cadena de la polimerasa;
IC: control interno.

Se define como carga viral (CV) en nimero de copias de
ARN o ADN de un virus que se encuentra presente en una
muestra. La determinacion cuantitativa del ADN del virus
hepatitis B (VHB) es importante en el seguimiento y el
tratamiento de pacientes con infeccidn crénica por el virus.

E1 ADN del VHB en suero o plasma puede cuantificarse
mediante la amplificacion del &cido nucleico o por
tecnologias de amplificacion de sefial. El ensayo Abbott
Real Time HBV utiliza la tecnologia de PCR (reaccién en
cadena de polimerasa) junto con la deteccion de fluorescencia
homogénea en tiempo real para la cuantificacion del ADN
del VHB. La seleccion de una region altamente conservada
en el gen de superficie permite la deteccion de los genotipos
A-H. La localizacion de la region diana en el tercio N
terminal del gen de superficie garantiza que el ensayo no se
vea afectado por los mutantes YMDD, los mutantes de
escape del HbsAg o los mutantes resistentes a los farmacos,
ya que esta region es imprescindible para la union y secrecion
de particulas subviricas y tolera solo cambios estructurales
mayores.

El ensayo Abbott Real Time HBV utiliza PCr para
generar producto amplificado del genoma ADN del virus en
muestras clinicas. Al comienzo de la preparacion de la
muestra se introduce una secuencia de ADN no relacionado
con la secuencia diana de la muestra del VHB a cada
muestra.

Esta secuencia no relacionada de ADN se amplifica
simultaneamente por PCR y sirve como control interno (IC)
para demostrar que el proceso se ha realizado correctamente
para cada muestra. La cantidad de secuencia diana del VHB
presente en cada ciclo amplificacién se mide mediante el
uso de oligonucledtidos marcados con fluorescencia
hibridados especificamente al producto amplificado. El ciclo
de amplificacion realizado por el sistema Abbott m 2000 rt
detecta una sefial fluorescente que es proporcional al Log de
la concentracion de ADN del VHB presentes en la muestra
original.

Los resultados pueden ser reportados en Unidades
Internacionales por mililitro (Ul/ml) o Log Ul/ml o bien
copias por mililitro (copias/ml) o Log copias/ml. El factor de
conversion es 1 UI=3.41 copias. El intervalo lineal del
analisis es de 10 a 1 billéon Ul/ml

Recoleccion y almacenamiento y transporte de muestras,
el analisis de carga viral de HCV, HBV y genotipaje
HCV.

1- Muestras de plasma humano, recogidos con EDTA a
ACD con un minimo de 2.3ml (2 tubos morados).

2- Las muestras se pueden almacenar de la siguiente
manera:

Antes de centrifugar:
15°C-30°C ---Hasta 6 horas
2°C-8°C[JHasta 24 horas

Después de centrifugar:
15°C [1 30°C ---Hasta 24 horas
2°C [1 8°C ---Hasta 5 dias

Velocidad de centrifugacion: 2000g (4400 r.p.m) por 5
minutos

3- Para el almacenamiento prolongado se recomienda
temperaturas de -20°C o inferior:

4- Evitar someter las muestras a multiples ciclos de
congelacion y descongelacion, maximo 3 veces antes de
procesar.

5- Se recomienda la separacion de muestras en camara de
flujo laminar.

6- Se recomienda utilizar puntas de pipeta estériles, con
filtro y libres de RN Asas.
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7- Se recomienda separar el plasma en tubos estériles de
polipropileno y etiquetar segun lo establezca la norma
(nombre, nimero de muestra y clave).

8- Utilizar guantes libres de polvo y estériles.

9- El trasporte de la muestra debe ser en frio y cumplir con
las normativas que rigen al trasporte de muestras
clinicas, agentes etioldgicos y sustancias infecciosas.

10- Las muestras deberan venir debidamente rotuladas con
la letra clara y en marcador indeleble.
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Diagnostico serologico de la
Hepatitis B

(Serologic diagnostic of Hepatitis type B)
Zaida Garcia-Solano

Resumen: Existen varios marcadores serologicos del virus
de hepatitis B, siendo los mas importantes el HBsAg,
HBcAg, HBeAg y sus anticuerpos como el anti-HBs, el
anticore, anticore IG M, anticore total y el anti e. Basado en
la presencia del antigeno de superficie, se ha medido la
seroprevalencia del virus de hepatitis B. Se considera a un
pais de alta prevalencia, si en la poblacién estudiada los
niveles son mayores del 8%. Se considera intermedia cuando
oscila entre 2 y 8% y baja si es menos del 2%. La Caja
Costarricense del Seguro Social cuenta con una red de 98
laboratorios, de los cuales 17 estan dotados con los equipos
necesarios para la determinacion de los antigenos y
anticuerpos del virus de la hepatitis B. Un estudio realizado
en el 2005 determind, en el ambito nacional, una
seroprevalencia del antigeno de superficie del 0.1%
considerandose, a Costa Rica, como un pais de baja
incidencia del virus B. Se ha determinado también que San
Isidro del General tiene una seroprevalencia intermedia del
HBsAg. El Colegio Americano de Patologos realiza un tipo
de control externo para la CCSS en lo que se refiere a estas
técnicas de laboratorio para la determinacién y control del
virus de hepatitis B. La aparicion de los diferentes antigenos
y anticuerpos mencionados se relacionan con momentos
clinicos que se explican, considerandose de importancia, la
persistencia del antigeno de superficie, por mas de 6 meses,
como un portador cronico.

Descriptores: HBsAg, HBeAg, anticore, prevalencia,
marcadores serologicos.

Abstract: The hepatitis B surface antigen (HBsAg), the
hepatitis B core antigen (HBcAg), the hepatitis B ¢ antigen
(HBeAg) and its antibodies such as the anti-HBs, the anticore
(HBcAb), the IG M anticore (HBcAb Ig M), the total
anticore; and the anti HBe (HBeAb) are found to be the most
important among several serological markers for hepatitis B
virus. The seroprevalence of hepatitis B virus was measured
based on the presence of surface antigen. Any country is
considered highly prevalent if the levels of the population
under study are higher than 8%. The prevalence is considered
intermediate if levels are between 2 and 8%; and it is low if
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