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GENOTIPIFICACION DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B EN PACIENTES

DE AREAS ENDEMICAS DEL PERU

Gisely Hijar'?, Magna Suarez'?, Carlos Padilla’?, César Cabezas'?°

RESUMEN

En el mundo existen mas de 350 millones de portadores crénicos con hepatitis viral B, en el Peru la prevalencia de este
virus es variada. Existen areas hiperendémicas en la regién Amazénica y en algunos valles de la vertiente oriental de
los Andes tales como Abancay y Ayacucho. El objetivo de este estudio fue determinar preliminarmente los genotipos
del virus de la hepatitis B (HBV) presentes en muestras seroldgicas de Ancash, Ayacucho, Lima, Loreto y Ucayali. El
andlisis de la secuencia de ADN parcial de la regién S del genoma viral del HBV fue realizado a partir de doce sueros
con antigeno e (HBeAg) positivos. El resultado de este analisis indica la presencia del genotipo F (subtipo adw4) en
todas las muestras analizadas.
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GENOTYPING OF HEPATITIS B VIRUS IN PATIENS OF ENDEMIC
AREAS FROM PERU

ABSTRACT

In the world there are more than 350 million of chronic carriers with hepatitis B virus (HBV), in Peru the prevalence of
this virus is varied. There are hyperendemic areas in the Amazon Region and some valleys of the Eastern slope of the
Andean such as Abancay and Huanta. The objective of this study was to determine preliminary the genotypes of the HBV
present in serologic samples from Ancash, Ayacucho, Lima, Loreto and Ucayali areas. The analysis of partial S region
HBV sequence was realized from twelve antigen e (HBeAg) positive serums. The result of this analysis indicates the

COMUNICACION CORTA

presence of genotype F (subtype adw4) in all the analyzed samples.
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INTRODUCCION

El virus de la hepatitis B (HBV) produce hepatitis aguda
y crénica en el hombre, en el mundo existe mas de
350 millones de portadores cronicos y se diagnostican
400 000 nuevos casos anualmente'. En el Peru la
prevalencia de hepatitis viral B es variada, existen areas
consideradas hiperendémicas en la region amazonica
y en algunos valles de la vertiente oriental de los
Andes tales como Abancay y Ayacucho-Huanta®3. La
intensa migracion ocurrida en las ultimas décadas esta
permitiendo la dispersion de la infeccion hacia areas
de baja endemicidad como las grandes ciudades de la
costa peruana®.

El genoma del HBV es circular de doble cadena y mide
aproximadamente 3,2 kilobases, contiene cuatro marcos
abiertos de lectura en fase. La deteccion del ADN del
VHB es el marcador mas sensible para determinar la
replicacién activa y la infectividad del virus circulante®.

El HBV ha sido clasificado en ocho genotipos A-G%7,
estos genotipos tienen diferente distribucién geogra-
fica®'". En el genotipo G presenta una Unica insercién
en la regidon gendémica que codifica el antigeno core en
portadores del sur de Francia y el estado de Georgia en
los Estados Unidos de Norte América’. Se ha descri-
to que algunos genotipos de HBV estan asociados con
cuadros de hepatocarcinoma®'?, asi como la asociacién

' Centro Nacional de Salud Publica, Instituto Nacional de Salud. Lima, Peru.
2 |nstituto de Medicina Tropical “Daniel A. Carrién”, Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lima, Perd.
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de genotipos con alguna implicancia en la respuesta a la
vacuna y al tratamiento de los casos cronicos.

El objetivo del estudio fue determinar de manera
preliminarlos genotipos del HBV en muestras seroldgicas
peruanas basados en la secuencia parcial del regién S
del genoma de HBV.

EL ESTUDIO

Se incluyeron por conveniencia 12 muestras de suero
sanguineo de pacientes con diagnéstico de infeccion
aguda de HBV (HBsAg, HBeAg y anti-HBc positivos).
Estas muestras provenian de Ancash (2), Ayacucho (3),
Lima (2), Loreto (3) y Ucayali (2).

Las muestras fueron procesadas utilizando el kit de
purificacion Qiamp Blood Kit (Qiagen Inc.) segun las
indicaciones de los fabricantes. Se amplificé una parte de
la region genémica S del HBV utilizando la metodologia
reportada previamente'*. Los productos de amplificacion
fueron purificados utilizando el Qiaquick PCR Purificaction
Kit (Qiagen Inc.), y luego fueron clonados utilizando el Kit
pGEM-T Easy Vector System (Promega) y se secuencio
los plasmidos recombinantes obtenidos utilizando
el kit de secuenciamiento ALFexpress™ AutoRead
Sequencing Kit (GE Healthcare.) y el secuenciador
ALFexpress, todos los kits fueron utilizados segun
las instrucciones de los fabricantes. Se secuencié dos
clones de cada producto no encontrandose diferencias
entre las secuencias nucleotidicas obtenidas de cada
clon. Asimismo, todas las muestras presentaron la misma
secuencia que se presenta en la Figura 1.

El analisis de homologia de secuencias nucleotidicas
y aminoacidicas de la region parcial S del genoma viral
permitié predecir que todas las muestras pertenecian
al genotipo F subtipo adw4 (Figura 1). Asimismo esta
prediccidon concuerda con los criterios descritos por
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Echevarria', en los aminoacidos presente codones
122K, 127L, 134F, 159G, 160K, 177V y 178Q
que permiten predecir este subtipo’®. EI genotipo
Fadw4 peruano presenta 100% de homologia con
aislamientos de HBV de Venezuela, Brasil, Colombia,
Argentina, lItalia y Holanda, ademas presenta un
cambio nucleotidico con otros aislamientos de HBV
de Venezuela, Colombia, Nicaragua, El Salvador,
Guatemala y Honduras. El analisis filogenético de
estas secuencias indica claramente su relacion
con diferentes asilamientos de HBV subtipo adw4
reportados en diferentes de paises de Sudameérica,
asi como de Europa y Japoén (Figura 2).

El secuenciamiento nucledtidico se registré en el Banco
Internacional de Genes GENBANK del National Center
for Biotechnology Information (NCBI) de los Estados
Unidos. Los numeros de acceso de las secuencias
nucledtidicas son AY059396, AY059397 y AY059398.

DISCUSION

El genotipo F presenta 14% de divergencia con los
genomas de otros genotipos, siendo el genotipo mas
divergente de HBV caracterizado hasta ahora®. Ademas,
comparaciones filogenéticas muestran que el genotipo F
no desciende de una rama comun a los demas genotipos
de HBYV, este genotipo es evolutivamente mas homaélogo
a genotipos de HBV de primates no humanos®1°.

Estudios similares al nuestro indican que el genotipo F
esta distribuido en América en poblaciones autéctonas,
probablemente este genotipo se haya diseminado en
algunos lugares de Europa después del descubrimiento
de América*” %1315 Nuestros resultados son
concordantes con estos hallazgos.

Sin embargo, el nimero de muestras analizadas no nos
permite detectar la posible existencia de otros genotipos

TGC AAA ACC TGC ACA
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CCA TCA TCC TGG GCT TTA GGA AAA TAC
P S S W A L G K Y
TCC TGG CTC AGT TTA CTA GTG CAA TIT
S W L S L L v Q F

Figura 1. Secuencia nucleotidica y aminoacidica de los aislamientos de HBV analizados en muestra peruanas.
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Figura 2. Cladograma de secuencias de nuclettidos de diversos aislamientos de HBV de diferentes zonas geograficas comparadas
con nuestros resultados. Este cladograma se ha obtenido utilizando los algoritmos Neighbor-Joining y el software MEGA 4.0.1.

circulantes en el Perd. Ademas, debido a que la region
genética analizada es muy especifica, no hemos podido
diferenciar subtipos genéticos dentro del genotipo F,
por lo cual recomendamos el estudio de la secuencia
de otros genes para determinar mejor el polimorfismo
genético del HBV en zonas endémicas peruanas.

Se ha reportado que algunos genotipos de HBV estan
asociados con diferentes prondsticos de la enfermedad .
Asi, probablemente algunos genotipos o subtipos
genéticos estén asociados con cuadros mas graves de
esta enfermedad en pacientes con HBV y coinfectados
con el VIH'® o también puedan tener alguna implicancia
en la respuesta a la vacuna cuando esta es elaborada
utilizando otros genotipos como el Ay D'”. Asimismo, la
presencia de ciertos genotipos podria tener implicancias
para el tratamiento de la infeccion cronica, por lo que
es importante seguir evaluando y caracterizando
mas detalladamente los genotipos de HBV en el Peru
incluyendo su distribucion y resistencia a los antivirales
que puedan ser parte de la terapia que se instaure.
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