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Hepatitis viral D

Se denomina asi al virus delta (tipo
ARN), que es una de las particulas orga-
nicas mas pequefias conocidas. Tiene la
caracteristica de depender de la presen-
cia del virus B para sobrevivir, ya gue uti-
liza su antigeno de superficie para cubrir-
se. Este virus en un inicio fue descrito en
ltalia en drogadictos y también en nifios
pottadores crénicos del virus B nacidos
de madres portadoras de virus B cronico.
También ha sido encontrado en Latinoa-
mérica, especialmente en aborigenes
amazodnicos. La forma de atacario serd la
nrevencion del virus de hepatitis B. En

Costa Rica hemos encontrado solo un
caso con anticuerpo delta en un portador
crdnico de virus B.

Hepatitis viral E

Se denominaba anteriormente a
este virus tipo No A No B de tipo epidémi-
co. Ese tipo ARN, se ha presentado en
brotes epidémicos que se creian debidos
al virus A. Han sido descritos brotes an
Asia, Africa y México. Una de sus carac-
teristicas es el alto riesgo de enfermedad
fulminante en embarazadas. Otra carag-
teristica que lo semeja al virus A es la
ausencia de enfermedad cronica.

Hepatitis viral F

El virus identificado con esta letra se
caracteriza por tener un periodo de incu-
bacidn corta. Se presenta principaimente
en hemofilicos y en pacientes con ane-
mia aplastica. Se han descrito también
hepatitis fulminantes asociadas con él.

Como todos hemos visto las letras y
los virus contindan. Es nuestro deber
ambientarnos con elios vy tratar hasta
donde se puada de panerle letra a cual-
guiet hepatitis viral que nos corresponda
atender o bien referirlo a un centro espe-
cializado para que se nos ayude con la
serologia y control del paciente.

LA HUELLA GENETICA

(LA TECNOLOGIA DEL ADN)

INTRODUCCION

Eltérmino hueta digital genética fue
acuiado por A, J. Jeffrys en Inglaterra, a
fines de la década pasada. Este investi-
gador utilizé sondas multilocus y obtuvo
un patrén de bandas de ADN (Acido
Desoxirribonucleico) semejante al patrén
magnético que traen los productos co-
merciales. Comno ese patron es caracte-
ristico da cada persana se le lamd hue-
la digital genética en concordancia con la
huetla dactilar, que también es unica.

Sin embargo, las sondas multilocus
{MLP} cedieron pronto el lugar a las
sondas unilocus {SLP) que dan solo un
pairén de 2 bandas por persona. Aungue
las sondas multipies tienen una mayor
capacidad de exclusidn, su produccion e
interpretacién de los resultados presen-
tan varias dificultades que no se dan con
las sondas simples. Una mezcla de 2-4
de éstas nos dan resultados mas claros
y equivalentss a una senda maltiple.

La gran capacidad de exclusién e
inclusive de inciusion de esta nueva tec-
nelogia se debe a que existen zonas
(locus) en el ADN que son muy variables.
Estas se deneminan, una vez cortadas
enzimaticamente, RFLPs (Restriction
Fragment Lenght Polyrmorphismy. Su lon-
gitud estd dada por el mayor 0 menor
nimero de veces que una unidad basica
da ADN se repite dentro de ese [ocus:
VNTR (Variable Number of Tanden Re-
peats). Cada une de los tamafios de ese
fragmento constituye un alelo del locus.

Para efectos forenses, el locus sera
mas importante cuantc mas alelos tenga.
En la actualidad se trabajan algunos loci
que tienen entre 20 y 30 alelos, tales
como el MCT-118 (D1580} y el APO B.
Recientemente, un locus relacionado con
los antigenos H. L. A. (DRB) se describid
con 60 alelos. Como heredamos un gen
materng y otro paterne, el numero posi-
ble de patrones de dos bandas se hace
enorme y cuando se combinan las capa-
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cidades de exclusién de dos 0 mas tocus
podriamos tener una probabilidad tal
que, estadisticarnente, no alcanzaria la
poblacién de un pais o inclusive la pobla-
cion mundial, para encontrar otro indivi-
duo semejante.

Es por ello que tenemos un gran
empeno en utifizar rutinariameante esa
tecnologia en Costa Rica, la cual se
puede utilizar con sangre fresca (patemi-
dades), y manchas de sangre, semen o
cabellos foliculados generaimente halla-
dos en homicidios y violaciones.

TERMINOLOGIA:

Como ocurre en la aparicidn de
cualquier nueva tecnclogia, en este
campo se utilizan una serie de términos
“nuevos” pero que pronto seran de uso
rutinario en 1os estrados judiciales y poli-
ciales. Agui se definen.

ADN: malécula base de la vida, con
capacidad de autorreplicarse. Unidades
hasicas: nucledtidos; cada uno formado
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por una base piirica o pirimidica, un fos-
fato y un azicar llamado desoxirribosa
(Pentosa). Bases: Adenina, Timina, Cito-
sina y Guanina. Diversidad biolégica
dada por secuencia de bases en cadena
de! ADN. Este esta configurado por dos
cadenas de nucledtidos qua se enrollan
sobre si mismos formando una especie
de escalera en caracol. Peldanos forma-
dos por la unidn de las bases de ambas
cadenas, una frente a otra; siempre ade-
nina unida con fimina, y citosina con
guanina.

Locus: fraccidn det ADN que codifi-
ca una caracteristica.

VNTR: repeticidn secuencial de una
unidad basica de ADN, dentro del RFLP.

RFLP: fragmento de ADN de longi-
tud (y peso) variable o pclimérfica, limita-
do par dos sitios de restriccion.

Enzima de restriccién: molécula
organica capaz de cortar la molécula del
ADN en pequenos pedazos o RFLPs por
sus dos extremos o sitios de restriccion.
Es una verdadera “ijera genética”. En-
zima polimerasa: hace lo contrario: une
nucledtidos para formar un pedazo de
ADN (oligonucleotido), tomando como
purto de partida un “primer” (cebo o
semilla).

“Primer”: oligonucledtido cuya se-
cuencia de bases es conocida y hecha
con el propoésito de que se pegue ¢ hibri-
dice sclo el locus (VNTR) que interesa.

Sonda: equivalente de un primer
grande. Su misidn es encontrar al RFLPs
dentro de los miles gue produce una
enzima de restriccidn. Pegado z elia fle-
va un sisterma que sirve para revelar la
presencia de ese RFLP & indicar su posi-
cién relativa. Este sistema es necesario
porgue el ADN del BFLP estd en poca
concentracion y no es posible visualizar-
lo directamente, se usa el sistema reve-
lador de Ia sonda: radiactivo, quimico o
fotoguimico.

Agarosa: sustancia natural!, gelifi-
cante, extraida de algas, semejante a fa
gelatina. En ella ponemos la muestra de
ADN digerida con la enzima (RFLPs)
para separar por eleciroforesis,

Electroforesis: técnica para some-
ter a un campo eléctrico la muestra gue
astda en la agarosa. Los RFLPs mas livia-
nos migraran, dentro det gel, mas rapida-
mente que los mas grandes o pesados y

fodos ocuparan una posicién caracteris-
tica que sera visualizada y fotografiada.

Transferir (Southern Blotting):
pasar los RFLPs, después de la electro-
forasis, de |la agarosa a un medic solido:
nylen o celulosa. En este nuevo soporte
es donde se hibridiza con la sonda mar-
cada.

Revelar: poner a funcionar el siste-
ma indicador, transportado per la sonda,
para que indigue el sitic exacto donde
quedaron las bandas “paterna” y “mater-
na” de los RFLPs analizados. Una vez
revelados son fotografiados para su estu-
dio comparativo, con fas ofras muestras.

METODOLOGIA:

En resumen, la técnica de ia huella
genética cansiste en extraer el ADNde la
muestra: sangre fresca, tejido, mancha
de sangre, manchas de semen o foliculo
pilosc. La extraccion se realiza mediante
un método orgdnico o uno inorgénico.

Después de extraido, el ADN se
somets a la digestién con la enzima de
restriccidn.

Una vez realizada la digestién, los
HFLPs se separan mediante electrofore-
sis en agarosa, después de lo cual se
realiza la transferencia a membranas de
nylon. Ya en este soporte se lleva a cabo
la hibridizacion con la sonda marcada
para finalizar con el revelado y la fotogra-
fia. )

Coma podra verse, la metodologia
es larga y bastante complicada por lo que
se han disefiado tecnicas alternativas a
la huella genética. La mas utilizada el
PCH: reaccidn en cadena de la polimera-
sa. Mediante ella hacemocs millones de
copias del VNTR que nos interesa (con
primers y polimerasa) y con esa cantidad
podemos visualizar directamente la posi-
cidn del fragmento del ADN, después de
la electroforesis, sin necesidad de trans-
ferencia ni sondeo. Con ello la metodolo-
gia se reduce a una etapa de extraccion,
a otra de copiado y a la separacion por
electroforesis. Por ultimo, fotografiamos
las posiciones relativas de los RFLPs
directamente de la agarosa, mediante
tincidn directa.

Dada su ventaja, en cuanto a tiempo
de trabajo y a que las sondas son muy
dificiles de conseguir, porgue estan muy
protegidas con patentes, optamos por
utilizar al PCR como técnica a aplicar en
el trabaje forense rutinario.

LA TECNOLOGIA DEL ADN EN COS-
TA RICA

Para fines forenses iniciamos el
desarrolio de esta tecnofogia hace unos
tres afos, poce tiempe después de que
el Dr. Jetfrys la aplicara para estos me-
nesteres en Inglaterra. Obtuvimos una
excelente acogida de los sefiores Magis-
trados y da nuestros superiores inmedia-
tos. Sin embargo, 1a escasez de recursos
del Crganismo de nvestigacidn Judicial
impidid la adquisicidn de los materiales,
reactivos y equipo de forma inmediata y
hubo necesidad de programar su compra
en varios ahos para concluir a fines de
1992.

A pesar de elio no nos esperamoes
todo ese tiempo para iniciar el desarrollo
de esa tecnologia. Mediante aporte per-
sonal consequi los libros, el material cien-
tifico didactico ¥ aigunos reactivas, lo
cual facilitd el desarrollo de las etapas en
forma secuancial. Ello nos psrmitié con-
cluir fa dlfima etapa del proceso solo 15
dias después de poner a operar el ltimo
aparato que nos llegd en enero de 1993,

Resta ahora la conclusion de la re-
estructuracién fisica del laboratorio para
que a fines del presente afo estemos
aplicando rutinariamente esta técnica en
ks casos de paternidad discutida, aun-
que con el analisis de un solo locus. Un
afo después de esto pretendemos estu-
diar el numero de locus necesarios para
que la técnica tenga conclusion afirmati-
va, en cuante a la paternidad y a los de-
litos ya citados. Para esto lltimo es nece-
sario una base de datos que nos permi-
ta establecer 1as frecuencias alélicas de
los diferentes loci a utilizar, Se pretende
realizar este arduo estudio con Lt apor-
te det CONICIT para lo cual la Corte
Plena ya dio su visto buenag,
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