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RESUMEN

Introduccion. El virus de la hepatitis B (VHB) se clasifica
filogenéticamente en genotipos y subgenotipos utilizados para
estudios epidemiologicos. El objetivo es conocer la distribucion
de subgenotipos D del VHB en nuestro entorno.

Pacientes y métodos. En 401 pacientes con antigeno de
superficie del VHB positivo, ADN-VHB positivo, se amplifico y
secuencié un fragmento del gen que luego se analizé median-
te la aplicacion on-line geno2pheno (hbv) del Instituto Max-
Planck.

Resultados. Se encontraron 259 (64,6%) pacientes con
genotipo D: 53 no subgenotipables, 9 (4%) D1, 61 (30%) D2, 15
(79%) D3y 121 (59%) D4. Los pacientes con VHB de subgeno-
tipo D1 eran, de media, 23 afos mas jovenes (p=0,0001) y con
mayor proporcion de mujeres (p<0,05).

Conclusiones. El subgenotipo D4 del VHB es el mayori-
tario en nuestro entorno. Los pacientes con subgenotipo D1
procedian del extranjero, eran mas jovenes que los demas
subgenotipos y con mayor proporcion de mujeres. Estos re-
sultados demuestran el interés de realizar estudios a nivel de
subgenotipo de VHB.
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ABSTRACT

Introduction. Phylogenetically, hepatitis B virus (HBV) is
classified into genotypes and subgenotypes used for epidemio-
logical studies. The aim of this study is to know the distribution
of HBV subgenotypes D in our environment.

Patients and methods. From 401 patients HBV surface
antigen positive, HBV DNA-positive, partial HBV-DNA S gene
was amplified, sequenced and analysed using geno2pheno
(hbv) (Max-Planck Institute) on line application.

Results. We found 259 (64.6%) patients with HBV gen-
otype D: 53 not subgenotypable, 9 (4%) D1, 61 (30%) D2, 15
(7%) D3 and 121 (59%) D4. Patients with D1 subgenotype
were, on average, 23 years younger (p = 0.0001), with a higher
proportion of women (p < 0.05).

Conclusions. HBV subgenotype D4 was the most prev-
alent in our area. Patients with D1 subgenotype came from
abroad were younger than the other subgenotypes and mostly
women. These results show the interest of conducting studies
at HBV subgenotype level.

Kew words: Hepatitis B virus, genotype, subgenotype, Galicia, Northwest
Spain population, Spain

INTRODUCCION

Se estima que, en el mundo, alrededor de 350 millones de
personas permanecen infectadas de manera cronica por el vi-
rus de la hepatitis B (VHB)'. A causa del VHB cada aio mueren
mads de 780,000 personas por hepatitis cronica activa, cirrosis
o0 hepatocarcinoma?

El VHB presenta un genoma circular de ADN parcialmente
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bicatenario de unos 3.200 pares de bases®. Sobre una divergencia
de al menos un 8% en la secuencia completa de su genoma, o
en mas del 4% de su gen S, el VHB se clasifica filogenéticamente
en 9 genotipos, A-l, y un posible décimo genotipo J°. Una de las
principales caracteristicas de los genotipos del VHB es que mues-
tran un marcado patrén de distribucion geografica. En Europa la
mavyor parte de los casos se distribuye entre los genotipos A y D*
El genotipo D tiene una distribucion mundial pero predomina en
el area mediterranea. Ademas del interés epidemioldgico, los ge-
notipos del VHB se asocian con la severidad de la enfermedad, la
seroconversion HBeAg, la aparicion de mutaciones en el promotor
y region precore/core® o la respuesta al interferdn®. Las guias in-
ternacionales para el tratamiento de la infeccion por VHB reco-
miendan la determinacion del genotipo del VHB'.

Con diferencias entre un 4 y un 8% en la secuencia nu-
cleotidica completa, los genotipos del VHB se pueden dividir
en subgenotipos®. Al igual que los genotipos, los subgenotipos
también muestran una distribucion geografica caracteristica.
El andlisis de subgenotipos del VHB se ha usado para investi-
gar movimientos poblacionales y también en estudios étnicos
y epidemioldgicos®.

Los estudios realizados en Espafa sobre la prevalencia de
genotipos del VHB son escasos®'2 En ellos, el genotipo D es el
mayoritario.

El objetivo de este trabajo es conocer la distribucion de
subgenotipos D del VHB en el Noroeste de Espafia.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes. Del area de Santiago de Compostela se estu-
diaron muestras de suero de 401 pacientes antigeno de su-
perficie del VHB positivo, ADN-VHB positivo que se recibieron
entre enero de 2000 y diciembre de 2014.

Analisis seroldgico. La presencia de HBsAg en suero se
determind en un analizador Architet i2000 SR (Abbott®) si-
guiendo las instrucciones del fabricante.

Determinacion del genotipo del VHB. Del ADN-VHB ex-
traido de las muestras de suero se amplifico y secuencio un
fragmento del gen S del VHB tal como se describe.

Las secuencias obtenidas se analizaron mediante la apli-
cacion on-line geno2pheno(hbv) del instituto Max-Planck
(http:/[hbv.bioinf.mpi-inf.mpg.defindex.php).

Analisis estadistico. El estudio estadistico se realizd con
Stata version 13.1 (StataCorp, USA). Para las variables cualita-
tivas se utilizo la prueba de chi cuadrado y la prueba exacta bi-
lateral de Fischer. Para las variables cuantitativas se utilizaron
las pruebas t de student o ANOVA o las no paramétricas U de
Mann-Whitney y Kruskal-Wallis cuando no se pudieron aplicar
las pruebas paramétricas. Se consideraron significativos los
valores p<0,05.

RESULTADOS

De las 401 muestras estudiadas, 285 fueron hombres

(71%) y 116 mujeres (29%), con edades comprendidas entre
los 7 y los 90 afos (mediana = 48 afios, rango intercuartilico
entre 38y 60).

Con respecto a la edad de los pacientes no se observaron
diferencias entre hombres y mujeres (49,2 vs 48,6, p = 0,78).

Se observaron 259 (64,6%) pacientes infectados con VHB
de genotipo D, 171 (66%) hombres y 88 (34%) mujeres. De
estos 259 casos, 53 casos no pudieron ser subgenotipados. Los
restantes 206 casos se muestran en la tabla 1. Se encontraron
diferencias significativas en la relacion entre sexo y subgenoti-
po D (p=0.012). Al comparar estos grupos dos a dos, se obser-
vo en el subgenotipo D1 un 78% de mujeres con diferencias
significativas respecto a los subgenotipos D2 (p = 0,001), D3
(p=0.003) y D4 (p=0,031). Entre los subgenotipos D2, D3 y D4
no se observaron diferencias (p=0,139), aunque el porcentaje
de hombres en el subgenotipo D3 fue del 87% frente al 69 y
64% de los subgenotipos D2 y D4.

La mediana de edad de los pacientes de genotipo D fue de
51 afos (rango intercuartilico entre 39 y 62 afos) sin diferen-
cias entre hombres y mujeres.

Tabla 1 Distribucion de subgenotipos D del VHB.
SEXO
GENOTIPO Hombre Mujer Total
D1 2 (229%) 7 (78%) 9 (49%)
D2 42 (69%) 19 (31%) 61 (30%)
D3 13 (87%) 2 (13%) 15 (79%)
D4 75 (62%) 46 (38%) 121 (59%)
Total 132 (64%) 74 (36%) 206
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Figura 1 Edad de los pacientes con subgenotipos

D del VHB.
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La distribucion de edades en los distintos subgenotipos se
muestra en la figura 1, observandose diferencias significativas
entre ellos (p=0,0018). No se observaron diferencias significati-
vas entre los subgenotipos D2, D3 y D4 (p=0,35). Al agrupar D2,
D3y D4 y comparar la media de edad frente a D1, la diferencia
media fue de 23 afios (p=0,0001; IC 95% entre 11 y 34 afios).
Dentro de los subgenotipos D no se encontraron diferencias en-
tre la edad de hombres y mujeres. Al revisar la historia clinica de
los pacientes con subgenotipo D1 se vio que 2 eran de nacio-
nalidad rumana. De los demas no constaba la procedencia sin
embargo los nombres eran todos de origen eslavo o arabe.

DISCUSION

Los subgenotipos del VHB presentan una distribucion geo-
grafica caracteristica. Asi, el subgenotipo D1 se ha descrito en
Bulgaria, China, Egipto, Norte de la India, Turquia, Iran, Ma-
rruecos, Pakistan, Tunez y Brasil. El subgenotipo D2 se ha des-
crito en Albania, Turquia, Brasil, Oeste de India, Libano y Serbia.
El subgenotipo D3 se ha descrito en todo el mundo. El subge-
notipo D4, relativamente raro, se ha descrito en Haiti, Rusia y
los Balcanes, Brasil, Kenia, Marruecos, Ruanda, aborigenes de
Papua Nueva Guinea y Australia, y un pequefio porcentaje de
la poblacion Inuit de Canada®®. En Espaiia no hay datos de la
distribucion de subgenotipos del VHB.

En el estudio de Rodriguez-Frias et al' realizado en Ca-
taluna la proporcion de hombres/mujeres fue similar a la de
nuestro estudio. En cuanto a la edad de los pacientes, los resul-
tados también fueron similares. En nuestro entorno se obser-
vO un 65% de casos de genotipo D mientras que en Catalufa
un 48%. Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por
Echevarria et al'!, 66.29 de genotipo D. En este estudio no se
incluyeron muestras procedentes de Catalufia, pero si de 11
de las 17 comunidades autonomas de Espafa, incluida Galicia.

En nuestro estudio el subgenotipo mas frecuente fue D4.
Sorprende la elevada presencia de este subgenotipo. El subge-
notipo D4 podria ser un subgenotipo temprano de las primeras
migraciones intercontinentales humanas. El subgenotipo D4
probablemente se origind en Africa pero ha ido viéndose re-
emplazado posteriormente por otros subgenotipos D°. Estudios
recientes en Cuba y Brasil"™ ' indican la presencia del subge-
notipo D4 como segundo mas frecuente en la infeccion por
VHB. Estos autores sefialan a un posible origen africano de este
subgenotipo D4 introducido durante el trafico de esclavos. En
el estudio realizado en Cuba refieren que los subgenotipos mas
frecuentes en Espafia son el D2 y el A2 pero solo dispusieron
de 14 secuencias completas de VHB en el GeneBank. Seria in-
teresante realizar un estudio filogenético entre las secuencias
de subgenotipo D4 obtenidas en nuestro estudio y comparar-
las con las obtenidas por estos autores, sin embargo una de
las limitaciones de nuestro estudio es el pequefio tamafo del
fragmento amplificado que nos impide realizar este estudio de
una manera robusta.

En cuanto al subgenotipo D2, en nuestro estudio este
subgenotipo es el sequndo mas frecuente.

El subgenotipo D1 es el més prevalente en Grecia, Tur-
quia y norte de Africa. En nuestra poblacion, aunque solo son
9 casos, todas las personas con subgenotipo D1 procedian del
extranjero y son mas jovenes que en los otros subgenotipos D.
Dos eran de nacionalidad rumana, los demas tenian nombres
eslavos o arabes. Sorprende que en el subgenotipo D1 sean
mas mujeres que hombres. Se podria pensar que es asi debido
a que estas mujeres son diagnosticadas de infeccion por VHB
cuando acuden al hospital durante el embarazo. Es decir, que
los subgenotipo D1 en nuestro entorno se asocian a personas
emigradas que, en general, son mas jovenes que los pacientes
con otros subgenotipos D.

En cuanto al subgenotipo D3 varios estudios asocian este
subgenotipo a personas usuarias de drogas por via parenteral
(UDVP)2. En nuestro grupo de pacientes encontramos que 6 de
los 15 pacientes eran UDVP. De los 9 restantes, 4 no eran UDVP
y de los otros 5 no obtuvimos informacion. Los pacientes de
nuestro grupo no eran extranjeros.

Los resultados obtenidos demuestran el interés de realizar
estudios a nivel de subgenotipo de VHB en nuestro entorno.
Los andlisis filogenéticos necesarios para establecer unos re-
sultados mas robustos necesitarian secuenciar un fragmento
de mayor tamafio que el realizado en este estudio.
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