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RESUMEN

Con este estudio queremos determinar la infectividad para el virus de la
hepatitis B (HVB) en unidades de sangre. Se realiz6 un estudio descriptivo
(estudio y reporte de casos), que incluyé 92 muestras de donantes altruistas
del Banco de sangre de la Cruz Roja Colombiana Sede Nacional,
recolectados en periodo comprendido entre el 14 de junio y el 27 de julio de
2000 en forma aleatoria cuyos resultados para las pruebas de HBsAg fueran
negativos y para el anti-HBc total fueran reactivos o inconcluyentes.

Ademas de esto se tuvo en cuenta que los mismos fueran negativos para las
restantes pruebas de rutina como sifilis, chagas, HIV tipo 1y 2 y HVC. (20)
Todas los sueros se recolectaron y manejaron con extremado cuidado para
evitar contaminacion durante todo el proceso. Todos los sueros fueron
probados para HBsAg y anti-HBc total por el laboratorio Organon Teknika en
el Banco de Sangre de la Cruz Roja Colombiana Sede Nacional.
Posteriormente fueron almacenados a —37 grados en el Banco de Sangre
hasta su procesamiento. El procesamiento de las muestras se realizo
teniendo en cuenta las variables que ayudarian a cumplir con los objetivos
del estudio. Los sueros se sacaron de —37 grados y se llevaron a la nevera
para ser atemperados a 7 grados y posteriormente llevados a temperatura
ambiente  luego se centrifugaron y se probaron para anti-HBc IgM
empleando dos casas comerciales: Laboratorio A y  Laboratorio B
encontrandose resultados reproducibles solo por el laboratorio A donde se
encontraron dos sueros reactivos y uno inconcluyente para el marcador anti-
HBc IgM, con una prevalencia del 3.2% que representa la posibilidad de
transmitir el virus de cada 100 unidades transfundidas, donde el 98% se cura
y el 2% se cronifica y se vuelve cirrosis o cancer hepéatico, y ochenta y nueve
sueros con resultados negativos para éste marcador, con una prevalencia de

96.7% Esto indica un mayor porcentaje de sueros que no se encuentran en



infeccibn aguda, es decir, que son serologicamente infectantes de ésta
forma se mejora la calidad de la medicina transfusional y se evita el contagio
y propagacion de la enfermedad.

El presente estudio confirma y ofrece hallazgos importantes en el significado
gue tiene el core total en los bancos de sangre en Colombia y el impacto que
tiene desde el punto de vista epidemioldgico para tomar medidas en el Pais,
empezando por establecer esta prueba como obligatoria mediante el decreto
1571 de 1993 ya que estamos en zona endémica para el VHB, VHD y VIH.



CONTENIDO

INTRODUCCION
1. GENERALIDADES DE LAS HEPATITIS VIRALES

1.1 HISTORIA DE LA HEPATITIS
1.1.2 HEPATITIS VIRAL A

1.1.3 HEPATITIS VIRAL D

1.1.4 HEPATITIS VIRAL C

1.1.5 HEPATITIS VIRAL E

1.2 EPIDEMIOLOGIA DEL HBV
1.2.1 DESCRIPCION DEL EVENTO
1.2.2 CARACTERIZACION EPIDEMIOLOGICA
1.2.3 GENERALIDADES

1.2.4 MODO DE TRANSMISION
1.2.5 DEFINICIONES OPERATIVAS
1.2.5.1 CASO PROBABLE

1.2.5.2 CASO CONFIRMADO
1.2.5.3 PORTADOR
1.2.5.4HEPATITIS B CRONICA
1.2.5.5 CASO COMPATIBLE

1.2.6 FUENTES DE INFORMACION
1.2.7 INTERVENCIONES

1.2.7.1 INDIVIDUAL

1272 COLECTIVA

1.2.8 INDICADORES

1.3 HEPATITIS VIRAL B

1.3.1 DESCUBRIMIENTO Y NATURALEZA DE FORMAS

Pag.

10
11
12
15
15
16
16
17
19
19
19
19
19
19
19
20
20
23
25
26
26



VIRALES EN LA SANGRE

1.3.2 AGENTE ETIOLOGICO

1.3.3 ESTRUCTURA DEL VIRUS

1.3.3.1 ANTIGENO DE SUPERFICIE ( HBsAQ)

1.3.3.2 CORE

1.3.3.3ANTIGENO E

1.3.3.4DNA VIRAL

1.3.4 ESTRUCTURA Y ORGANIZACION DEL GENOMA
1.34.1 GENS

1.3.4.2 REGION S ( REGION GENETICA MAYOR)

1.3.4.3 REGION PRE- S1

1.3.4.4 REGION PRE- S2

1.3.4.5 REGION C (MARCO DE LECTURA ABIERTO)

1.3.4.6 REGION P (MARCO DE LECTURA ABIERTO MAYOR)
1.3.4.7 REGION X (MARCO DE LECTURA ABIERTO MAS
PEQUENO)

1.3.5 CICLO VITAL.

1.3.6 EXPRESION GENETICA DE VHB

1.3.6.1 ELEMENTOS REGULADORES QUE ACTUAN EN
FORMA CIS

1.3.6.2 PROTEINA VIRAL QUE ACTUA EN FORMA TRANS
1.3.6.3 REPLICACION DEL GENOMA DEL VHB

1.3.6.4 SINTESIS DEL DNA DEL VHB

1.3.7PATOGENESIS E INMUNIDAD

1.3.7.1 CURSO CLINICO Y SEROLOGICO

1.4 PATRONES SEROLOGICOS HEPATITIS AGUDA Y CRONICA
1.4.1 INFECCION SUBCLINICA Y CLINICA AUTOLIMITADA.
1.4.2 PATRON SEROLOGICO DE LA INFECCION CRONICA
1.4.2.1 INDICACIONES DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS

26
27
28
28
29
29
29
30
31
31
32
32
32
33

33
34
35

35
35
35
36
38
40

41
41
42
43



1.4.2.2PERFILES DE DIAGNOSTICO
1.4.2.3 INFECCION AGUDA

1.4.2.4 ESTADO INMUNITARIO

1.4.2.5ESTADO INFECTIVO

1.4.2.6 REPLICACION VIRAL

1.4.2.7 ESTUDIOS DE EVOLUCION

1.4.3 HEPATITIS B AGUDA

1.4.3.1HEPATITIS INAPARENTE O ASINTOMATICA
1.4.3.2 HEPATITIS ANICTERICA

1.4.3.3 HEPATITIS ICTERICA

1.4.3.4 HEPATITIS COLESTASICA

1.4.3.5 HEPATITIS SUBAGUDA

1.4.3.6 HEPATITIS FULMINANTE

1.5 HEPATITIS CRONICA B

1.5.1 FASES

1.5.1.1FASE REPLICATIVA

1.5.1.2FASE NO REPLICATIVA

1.5.2 CARACTERISTICAS DE LA HBV CRONICA
1.5.3 ESTUDIO DE LA INFECCION POR HBV
1.5.4 INTERPRETACION DE LOS MARCADORES
SEROLOGICO DE HVB

2. DISENO EXPERIMENTAL

2.1TIPO DE ESTUDIO

2.2 POBLACION

2.3 TIPO DE MUESTRA.

2.3.1 RECOLECCION DE LA MUESTRA

2.4 DETERMINACION DEL MARCADOR ANTI-HBc IgM

PARA VHB.
2.5 ELISA

44
44
44
44
44
45
45
45
45
45
46
46
46
47
48
48
48
49
50

50
54
54
54
54
55

55
56



2.5.1ELISAS USADAS EN EL ESTUDIO
2.5.1.1 LABORATORIOS B

2.5.1.2LABORATORIOS A

2.6 CUTOFF (PUNTO DE CORTE O LIMITE DE REACTIVIDAD)
2.7 CATEGORIAS

2.8 PLAN DE ANALISIS

3. RESULTADOS

3.1 PREVALENCIA DEL MARCADOR anti- HBc IgM

3.1.1. Anti —HBc IgM

4.DISCUSION

5.CONCLUSIONES

6.RECOMENDACIONES

BIBLIOGRAFIA

56
56
57
57
59
59
60
60
65
67
70
73



LISTA DE TABLAS

TABLA #1 Virus Humanos Causantes de Hepatitis.

TABLA #2 Caracteristicas de las hepatitis virales .

TABLA # 3 Interpretacion de los marcadores serolégicos del VHB
para la clasificaciéon de caso.

TABLA # 4 Marcadores serologicos del VHB.

TABLA # 5. Caracteristicas de la hepatitis B aguda.

TABLA #6 Caracteristicas de la hepatitis B crdnica.

TABLA # 7 Estudio de la unidad de sangre para el VHB.
TABLA # 8 Confirmacion y reporte de la prueba de Anti- core de
donantes de sangre .

TABLA # 9 Prevalencia para el marcador Anti- HBc IgM
laboratorio Ay B.

TABLA# 10 Frecuencia para el marcador Anti- HBc IgM
laboratorio A.

TABLA # 11 Frecuencia para el marcador Anti- HBc IgM
laboratorio B.

TABLA # 12 Distribucion porcentual para el patron serolégico
por las dos casa comerciales.

TABLA # 13 Reactividad segun sexo y laboratorio empleado.

Pag

14

22
39
47
49
53

53
60

62

64

65
66



LISTA DE FIGURAS

FIGURA # 1 Evolucién de los marcadores serolégicos de la
infeccion por el VHB.

FIGURA #2 Representacion esquematica del VHB.
FIGURA # 3 Esquema genético del VHB.

FIGURA # 4 Ciclo vital del VHB.

FIGURA #5 Sintesis del DNA del VHB.

FIGURA # 6 Curso clinico del VHB.

FIGURA # 7 Curso seroldgico de la infeccion aguda.
FIGURA # 8 Curso seroldgico de la infeccion cronica
FIGURA # 9 Infeccion crdnica patrones serologicos.
FIGURA # 10 Fases del VHB.

FIGURA # 11 Prevalencia para el marcador Anti- HBc IgM
laboratorio Ay B.

FIGURA # 12 Frecuencia para el marcador Anti- HBc IgM
laboratorio A

FIGURA # 13 Frecuencia para el marcador Anti- HBc IgM

laboratorio A.

FIGURA # 14 Distribucion porcentual para el patron seroldgico

por las dos casas comerciales.
FIGURA # 15 Reactividad segun sexo y laboratorio

empleado

Pag

23
28
30
34
37
40
41
42
43
49
Anexo 1

62

65

Anexo 2

Anexo 3



INTRODUCCION

Uno de los principales efectos adversos en las transfusiones, es la
transmision de infecciones, el riesgo de adquirirlas varia de acuerdo a la
prevalencia en la poblacion donadora. Para tal fin se han establecido
pruebas de laboratorio obligatorias a realizar en toda unidad de sangre, las
cuales son mencionadas en decreto 1571 de 1993 y corresponden a: Virus
de la inmunodeficiencia humana tipo 1 y 2 (HIV 1-2), Antigeno de superficie
del virus de la hepatitis B (AgsHB), Virus de la hepatitis C (HVC) y Sifilis. Por
otro lado, segun la prevalencia regional, deben ser realizadas pruebas
adicionales a las citadas anteriormente, con el fin de ser ajustados a las
necesidades de cada zona; es por esto que la resolucién No. 001738 del 30
de mayo de 1995, decreta la realizacion de la prueba para Tripasoma cruzi
(Chagas). (20)

En donantes de sangre manifiestamente sanos de diferentes partes del
mundo se han encontrado grandes variaciones de la prevalencia del
antigeno de la hepatitis B. La prevalencia varia también con factores tales
como la posicién social y econdmica y el sexo del donante, que la donacién
sea voluntaria o remunerada y que el donante viva en su casa 0 en una
institucion. El antigeno se ha detectado mas frecuentemente en varones de

los grupos mas jévenes. (21)

Con este estudio queremos determinar la infectividad para el virus de la
hepatitis B (HVB) en unidades de sangre. Se realizé un estudio descriptivo
(estudio y reporte de casos), que incluyé 92 muestras de donantes del Banco
de sangre de la Cruz Roja Colombiana Sede Nacional, cuyas caracteristicas
fueron ser reactivos o inconcluyentes para Anti HBc y negativos para el

AgsHB; las cuales fueron probadas para Anti HBc IgM, empleando dos



laboratorios diferentes con el fin de ver aquellas muestras que representan
un alto riesgo transfusional y aquellas que no son serol6gicamente

infectantes.



OBJETIVO GENERAL

Determinar por medio del anticuerpo contra el antigeno Core de tipo IgM el
grado de infectividad, cuando el HBsAg es no reactivo y el anticuerpo contra
el antigeno Core total es reactivo o inconcluyente, teniendo en cuenta que los
mismos fueran negativos para las demas pruebas de tamizaje como sifilis,
chagas, VIH tipo 1 y 2, y HVC en 92 sueros tomadas de la Seroteca del
Banco de Sangre de la Cruz Roja Sede Nacional, en un periodo comprendido
entre el 14 de junio y el 27 de julio del 2000 analizando los resultados para

una segunda entrada de posibles donantes.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Determinar a las 92 muestras el anticuerpo contra el antigeno core de

tipo IgM mediante una técnica de Elisa usando dos casas comerciales.

-Obtener el porcentaje de muestras que representan un alto riesgo

transfusional y aquellas que no son serolégicamente infectantes.

-Analizar el anticuerpo contra el antigeno core de tipo IgM en aquellas
posibles muestras que representan una reaccion no especifica en el estudio,

es decir, las muestras que no estan dentro de los valores del cut off.

-Establecer la importancia que tiene el uso del anti-HBc total en todos los
Bancos de Sangre en Colombia, dado que éste es un pais endémico para el

VHB e implementarlo como prueba obligatoria mediante el decreto 1571 de
1993.



ANTECEDENTES

ANTECEDENTE NACIONAL

Presencia de Anti-HBc en donantes de sangre en zonas con alta

endemicidad para Hepatitis B: Gonzalez Vargas Yohanna Maria. Santa fe de

Bogota. D. C. Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. 1998. El objeto
de este estudio fue determinar la infectividad para HB en unidades de sangre
con Unico marcador reactivo para anticuerpo contra antigeno central del HBV
(Anti HBc). Se realizd un estudio descriptivo transversal, que incluy6 un total
de 138 sueros correspondientes a la poblacion de donantes del Banco de
Sangre Cruz Roja sede del Cesar, en el periodo entre septiembre y octubre
de 1997; caracterizados por la presencia de Anti-HBc en ausencia de HBsAg.
Estos fueron probados para cinco marcadores de HBV (anti-HBc, AgHBe,
anti-HBclgM, anti-HBe, anti-HBs) mediante dos laboratorios; encontrandose
130 sueros reactivos para cualquiera de los marcadores del HBV, con una
prevalencia de 94.2% y 8 sueros con resultados negativos para cualquiera de
los marcadores del HBV, con una prevalencia de 5.79%. No se encontraron
resultados discrepantes. La totalidad de la poblacion muestra una alta
prevalencia para los marcadores serologicos de HBV (93.48%). Los
resultados muestran que la mayoria de los donantes fueron positivos para
anti - HBc, seguido por anti-HBs (en altos titulos), anti-HBe y en una minima
proporcién anti - HBc IgM, en ausencia de HBsAg y HBeAg. Los patrones
observados en la investigacidon, excepto los cuatro casos positivos para anti-
HBcIgM, corresponden a donantes serolégicamente no infecciosos y por

tanto no representan riesgo alguno en términos transfusionales.



ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Desarrollo de un ensayo enzimatico para la determinacion de anticuerpos

IgM _anti- cépside del HBV. Uzcategui Natalie, Flores José, Liprandi

Ferdinando. Investigacién clinica. Venezuela 1998. La determinacion
antiHBc IgM del HBV es de gran utilidad para la identificacion de infecciones
agudas por este virus. El objeto de éste estudio fue el de desarrollar un
sistema inmunodiagnéstico para la deteccion de anticuerpos IgM Anti-
AgcHB. Para la realizacion del ensayo fue necesaria la producciéon del
AgcHB recombinante expresado en Escherichia coli. Una vez obtenido y
purificado el antigeno se procedi6 a estandarizar y evaluar el ensayo. Un
Elisa sandwich de captura resultd ser el Optimo para la deteccion de
anticuerpos anti- HBcIgM. Se realiz6 entonces la evaluacion de 110 sueros
humanos a través de dos ensayos inmunodiagnésticos, el inmunoensayo
diagnéstico desarrollado y un estuche comercial. ElI inmunoensayo
desarrollado arroj6 una alta sensibilidad (99%) y especificidad (93%) al
compararlo con el estuche comercial. Los resultados obtenidos permitieron
evidenciar k utilidad del sistema de determinacion de anticuerpos IgM anti-
HBcAg como marcador serologico de una infeccidon causada por el HBV, en

particular en areas de Sur América.



1. GENERALIDADES DE LAS HEPATITIS VIRALES

1.1 HISTORIA DE LA HEPATITIS

La Hepatitis viral es una de las enfermedades méas antiguamente
reconocidas. El descubrimiento de Blumerg Et del antigeno Australia y su
posterior asociacion con la hepatitis virica B; la pasada década trajo consigo
el desarrollo de una nueva era en la investigacion de la Hepatitis virica. Este
avance permiti6 el desarrollo de mdltiples técnicas seroldgicas y de
inmunomicroscopia  electrénica que no solo han ayudado a definir la
epidemiologia de la Hepatitis tipo A y tipo B, sino que han revelado la

existencia de otros virus. (1)

Histéricamente la ictericia fue descrita unos 500 afios a.c. en la civilizacion
babilonica y en los escritos hipocraticos, 400 afios a.c., se registraron
epidemias de ictericia que sin embargo no se consideraron como
infecciosas. (2)

La difusion de la idea que la necrosis hepatocelular y la ictericia eran
producidos por una infeccibn y no por una obstruccion de los conductos
biliares, se produjo en el siglo XX vy se establecié en forma clara hasta la
segunda guerra mundial con los estudios en voluntarios humanos. A demas,
aunque numerosas epidemias de hepatitis aparecian tras inyecciones
administradas a pacientes con enfermedades venéreas o en clinicas para
diabéticos o tras la vacunacion contra viruela, sarampién o fiebre amarilla,
las jeringas y agujas contaminadas no fueron implicadas como una fuente de
infeccibn hasta 1943. Durante la segunda guerra mundial, observaciones
epidemiolégicas establecieron la diferencia en el periodo de incubacién y
existencia de inmunidad heteréloga entre la Hepatitis virica e infecciosa.(1)
El descubrimiento de un marcador serolégico par la Hepatitis de larga

duracion  (hepatitis B) fue un hallazgo casual en 1963, mientras se



estudiaban sueros de pacientes politransfundidos para determinarse si se
desarrollaban anticuerpos contra proteinas séricas poliférmicas.

Hoy en dia se reconocen siete (7) tipos de virus bien caracterizados los
cuales pueden causar hepatitis de forma primaria, virus de la hepatitis A
(VHA), virus de la hepatitis B (VHB), virus de la hepatitis C (VHC), virus de la
hepatitis D (VHD), virus de la hepatitis E (VHE), virus de la hepatitis G (VHG)
y virus de la hepatitis TT(VHTT) (3).

TABLA#1 VIRUS HUMANOS CAUSANTES DE HEPATITIS

VHA VHB VHC VHD VHE VHG VHTT
GENOMA RNA DNA RNA RNA RNA RNA DNA
ESTRUCTURA s. LINEAL | d. CIRCULAR | s. LINEAL S. S. LINEAL C.S C.S
GENOMICA CIRCULAR
TAMANO 7.5 kb 3.2 kb 10 kb 1.8 kb 7.5 kb 9.4 kb 3.9 kb
POLARIDAD positiva Positiva / Positiva Negativa Positiva Positiva/
Negativa Negativa |  ---------
ORIGEN Poliproteina | Transcritos | Poliproteina m RNA m RNAS

precursora [subgenémicos | precursora |antigendémico | poliproteina|  --------

precursora

N° PROTEINAS 11 4 7 2 ? 9500
nucleotidos

CLASIFICACION | Picornavirus | Hepadnavirus | Flavivirus (Satélite) (calcivirus) | flavivirus

S: CADENA SENCILLA
D: CADENA DOBLE

En 1990 se describieron 10 casos de hepatitis, los cuales fueron
denominadas hepatitis G. Esta variante fue seguida por hepatitis cronica y
cirrosis en una proporcion significativa de casos, presuntamente asociados a

una viremia persistente.(3)




Por otro lado se encuentran virus que producen una hepatitis secundaria y
entre los cuales se encuentran varios herpesviridae (citomegalovirus,
herpeshominis, Epstein Barr). Varios miembros de la familia picornaviridae,
arenavirus (fiebre de cassa) virus de narburos, virus Ebda y agente de la

fiebre del valle del rift o hepatitis enzodtica. (4)

1.1.2 HEPATITIS VIRAL A

El virus de la hepatitis A , es un agente perteneciente a la familia
picornaviroide, genero hepadnavirus. Se caracteriza por un genoma de tipo
RNA de cadena sencilla, capside, proteinica de simetria icosaédrica y
ausencia de envoltura lipidica, Esto ultimo le da la resistencia a condiciones
ambientales adversas como los solventes organicos, el pH &cido y la
desecacion. El virus puede permanecer inféctante durante meses en agua o

alimentos contaminados. (5)

La infeccidbn se trasmite por una via oro-fecal de persona a persona por
aguas o alimentos contaminados con heces de personas infectadas.
Otras formas de transmision un poco infrecuentes son la transfusional y la

sexual. (6)

La distribucion de la hepatitis A es mundial, es la mas frecuente de las
hepatitis en todos los grupos de edad, puede presentarse en brotes
epidémicos o0 en forma esporadica. En los paises en via de desarrollo
donde las condiciones son deficientes la infeccidbn mas frecuente y la mayor
parte de la poblacion la adquiere en la infancia, En Colombia el 97% de los

adultos sanos tienen evidencia seroldgica de contacto anterior con el virus.

En los paises con mejores condiciones sanitarias la circulacion viral es

menor y la infeccidn tiende a presentarse a mayor edad.(5)



Las pruebas de laboratorio detectan elevacion de las aminotransferasas por
encima de 10 veces del valor normal, disminuyendo de nuevo a las 5

semanas, los IgM anti HAV se elevan y sirven de base al diagnostico.(7)

El virus se encuentra en minimas cantidades en sangre, heces, requiriendo
métodos especiales para su deteccidn. El diagnostico se hace detectando
las anticuerpos neutralizantes que la infeccion viral desencadena en el
sujeto. Los primeros anticuerpos que aparecen son de tipo IgM coincidiendo
su aparicion con el comienzo de los sintomas que la elevacion de las
transminasas en sangre, se detectan de 3 a 6 meses. Algo mas tarde
aparecen los tipos de IgG y permanecen positivos muchos afios por eso el
diagnostico debe realizarse, determinando los IgM especificos. Si la
evolucion es favorable, la recuperacion completa suele ocurrir a las cuatro (4)

semanas Y nunca se cronifica.(7)

1.1.3 HEPATITIS VIRAL D

El virus de la hepatitis D es un virus defectuoso o incompleto, solo puede
infectar aquellas personas que estan agudas o cronicamente infectadas por
el HBV. Tiene un genoma tipo RNA de cadena unica circular (HDV - RNA).
Este genoma codifica una Unica proteina que constituye el antigeno
especifico del virus (HDAQ), el cual se une al HDV - RNA formando la
nucleocapside como envoltura, el HDV adopta el HBsAg que circula en

exceso en los pacientes infectados por HVB.(5)

El HDV se transmite por las mismas rutas que el HVB. Existen dos patrones
de transmision: en paises de baja prevalencia es mas frecuente la
transmision  parenteral en hemofilicos y consumidores de drogas
intravenosas. En regiones con altas prevalecencia, predomina la

transmision por contacto directo persona a persona, como contacto sexual.



El HDV puede infectar al hombre en dos formas que difieren en su curso
clinico y serologico. La coinfeccion que es la infeccion simultanea por HVB
y HDV . La sobreinfeccion es la infeccion por HDV en un periodo portador,
cronico de HVB. Existen tres (3) marcadores detectables por pruebas
serolégicas HDAg, IgM anti HDV, y anti HDV total. La presencia de
cualquiera de ellos confirma el diagnostico de hepatitis D. (5)

1.1.4 HEPATITISVIRALC

El virus de la hepatitis C es un virus reciente, el genoma HVC - RNA
consiste en un RNA de cadena Unica ylos componentes de estructura viral
distintos al genoma no se conocen, pero se pueden predecir por la secuencia
del RNA y por analogias del virus similares. Se cree que el HVC tiene una
proteina de nucleocépside y dos (2) glicoproteinas de envoltura (E1y E2).
La mayor parte del genoma codifica péptidos no estructurales. ElI HVC
presenta gran diversidad genética y antigénica. Tiene al menos 6 tipos

(genotipos) cada uno de ellos con varios subtipos. (5)

Los mecanismos de contagio descubiertos hasta ahora para el HVC son
similares a los de la HVB, pero en la hepatitis C la exposiciéon percutanéa con
sangre y sus derivados el modo de transmisién mas reconocido.

La transmisién sexual ocurre pero con menor eficiencia que para la hepatitis
B, también se ha demostrado las transmision madre a hijo pero es

infrecuente (6)

La infeccion por el HVC tiene distribucion mundial. La prevalencia en
donantes de sangre en distintas partes del mundo oscila entre 0.3 y 1.6%.

En Colombia es inferior al 1%.



Los principales grupos de riesgo para hepatitis C son consumidores de
drogas intravenosas, hemofilico, multitransfundidos, hemodializados,
contacto sexual con portadores del HVC y personas con promiscuidad

sexual. (5)

En las pruebas de laboratorio hay aumento de la concentracion de
transaminasas pero suelen ser inferiores a los causados por los demas virus,
y es muy caracteristico un patrén fluctuante del valor de transaminasas

alterdndose periodos elevados con otras cifras normales.(7)

La infecciébn por HVC se puede demostrar por deteccion de anticuerpos
(anti - HVC) del genoma viral (HVC - RNA). El anti - HVC suele no estar
presente al comienzo de la enfermedad aguda. El momento de su aparicion
varia entre 4 y 12 semanas por esto es importante repetir el estudio unas

semanas despueés.

La deteccion del HVC -RNA permite demostrar directamente la existencia de
infeccion actual. Aparece varias semanas antes de la fase aguda y
persistente durante todo el curso de la infeccién, pero puede desaparecer

intermitentemente en la fase crénica. (5)

1.1.5 HEPATITIS VIRAL E

El virus de la hepatitis E (HVE) es un agente pequefio no envuelto con un
genoma tipo RNA y capside icosaédrica, tiene un diametro aproximado de
27 a 34 nm y parece ser mas labil a las condiciones ambientales que el virus
de la hepatitis A.(5)



La Unica forma de transmision conocida el la oro-fecal. La contaminacion
de aguas de consumo humano ha sido fuente comun de contagio en varios
brotes de hepatitis E. Se puede presentar en forma epidémica o esporadica,
atacando personas de todas las edades. Es mas comun paises en via de
desarrollo por sus deficientes condiciones sanitarias. (6)

La mayoria de las infecciones son anictéricas. En los casos sintomaticos el
periodo de incubacion oscila entre 8 y 9 semanas con promedio de 5. Se
manifiesta clinicamente igual a las otras hepatitis.

La evolucion es la de una hepatitis aguda sin casos conocidos de cronicidad.

Se desconoce si la inmunidad es definitiva o si puede haber reinfeccién.(5)

El diagndstico se hacia por la deteccion de virus en materia fecal o por
aparicion de anticuerpos en el suero, en ambos casos utilizando

microscopia inmunoelectronica.

Mas recientemente se han desarrollado pruebas tipo ELISA que permiten
determinar la presencia de Anticuerpos IgM o IgG, pero su uso no es todavia
generalizado. (7)

En general estos tipos de hepatitis son principalmente hepatotrépicas y el
cuadro clinico inicial es similar , pero difieren en su etiologia y algunas

caracteristicas epidemioldgicas, inmunoldgicas y patologicas.

El hecho de que todos los agentes etiolégicos, anteriormente mencionadas,
pueden producir hepatitis primaria, clinicamente son indistinguibles una de

otra, por lo que el diagnostico de laboratorio se hace indispensable (tabla2)



Tabla#2 CARACTERISTAS DE LAS HEPATITIS VIRALES

HVA HVB HVC HVD HVE
FORMA DE Oro - fecal Parenteral Percutanea Percutanea Oro-fecal
TRANMISION Parenteral Vertical Sexual
Horizontal
Sexual
PERIODO DE 15a50dias | 60 all0dias |35a 70 dias| Comparable 10 a 56 dias
INCUBACION con HVB
RESULTADOS IgM en fase HBsAg y Anti - HVC Anti - HVD Desconocido
DE LA temprana e aparece aparecen a aparecen
DETERMINACION IgG en tempranamente los seis tempranamente
Ag -Ac EN convalecencia| Yy persiste en meses y duran muy
SUERO portadores poco
INMUNIDAD 45% de 5-10% de Desconocido | Las personas | Desconocida
poblacién poblacién inmunes contra
posee posee HVB también lo
anticuerpos anticuerpos son para HVD
contra VHA contra HVB
FRECUENCIA En adultosy | En Colombia Igual que 80 - 90% de Rara en
nifios. del 1 - 10.5% HVB hepatitis Colombia
Estacional postransfusional | epidérmica
Estacion y 12 -25% de en Asia
lluviosa en las esporadicas
trépico
EVOLUCION Cronicidad no 5-10% 50% Variable No
descrita desarrollan desarrollan evoluciona a
cronicidad cronicidad hepatopatia
cronica
MORTALIDAD 0-0.2% 6 - 36% Desconocida | 2 -25% parala | 1-2%yen
hepatitis ictérica| embarazadas
del 10 -15%
* Limites maximos. Basado en JARAMILLO C. Enfermedades virales del tracto

gastrointestinal y sus 6rganos relacionados. Medellin: CIB, 1996 Pag 556b BOT control de
enfermedades transmisibles. Decimosexta edicién . Washington D.C.: OPS,1997. Pag 234 -

235.




1.2 EPIDEMIOLOGIA DEL HBV

1.2.1 DESCRIPCION DEL EVENTO

El término hepatitis describe una inflamacién del higado que puede ser de
origen reciente 0 no y tener varias causas, siendo la mas frecuente la
infeccidn viral causada por lo menos por siete virus bien caracterizados que

le dan el nombre al evento.

Dentro de estos esta la hepatitis B, la cual se caracteriza por un amplio
espectro de manifestaciones que varian desde formas asintomaticas que
pasan desapercibidas, enfermedad subaguda con sintomas inespecificos
(anorexia, molestias abdominales vagas, nauseas, vomito) o sintomas
extrahepaticos (artralgias, artritis o erupciones maculares), hepatitis clinica o
aguda con ictericia y hepatitis cronica y fulminante. En los cuadros agudos
los valores de las aminotransferasas y las bilirrubinas se incrementan hasta

en tres veces, presentandose ictericia severa y coluria.

La hepatitis cronica ocurre en un 2 a 10% de los casos de infeccién y puede
cursar con permanencia de antigeno viral de superficie, sin signos ni
sintomas de dafio hepatico (portador sano) o desarrollar hepatopatias

cronicas (permanencia del antigeno E replicativo).

La hepatitis fulminante generalmente se produce por la coinfeccion o
sobreinfeccion con el virus delta, generdndose una respuesta inmune
simultanea contra los dos virus y una lesién hepatica mas severa, con una

letalidad cercana al 70%.



1.2.2 CARACTERIZACION EPIDEMIOLOGICA

La infeccion por el virus de la hepatitis B es un problema de salud publica en
Colombia y en el mundo. Se calcula que existen alrededor de dos mil
millones que poseen marcadores serologicos positivos para el virus de la
hepatitis B; mas de 350 millones son portadores crénicos del virus, en
especial en los paises en desarrollo, donde residen el 90% de los portadores
de la enfermedad, sobresaliendo los paises asiaticos como China, Taiwan y
Japon (22)

1.2.3 GENERALIDADES

Segun la prevalencia de la infeccion y de portadores de antigeno de
superficie, las zonas geograficas se clasifican en: 1. alta endemia, dénde la
mayoria de las personas se infectan durante el periodo perinatal o en la
infancia y se presentan prevalencias de infeccion mayor del 55% y tasas de
portadores mayores del 7% 2. mediana endemia, con prevalencias de
infeccion del 20 al 55% y de portadores de 2 a 7%; tienen como mecanismos
de transmision mas importantes la via percutanea y sexual; 3. baja endemia,
con prevalencia de infeccibn y de portadores menor del 20% y 2%,
respectivamente; en este grupo la mayoria de las infecciones ocurren en el
adulto por trasmisién sexual, exposicion ocupacional a la sangre y

percutdnea por uso de drogas intravenosas. (23)

La probabilidad de ser portador cronico se encuentra en relacion inversa con
la edad en que se adquiere la infeccion, entre los adultos un 5 a 10% y entre
los lactantes un 80% a 90%. Los portadores pueden evolucionar a hepatitis
cronica activa pueden desarrollar hepatocarcinoma.

En Colombia se ha estimado que existen alrededor de seis millones de

infectados de los cuédles aproximadamente un millén son portadores crénicos.



La prevalencia varia de wa zona a otra, por ejemplo, en algunas areas
geogréficas donde se ubican comunidades indigenas y en las ciudades
pequefias e intermedias, cercanas ha ellas se ha identificado alta y mediana
endemia, siendo las &reas mas afectadas el pie de monte de la Sierra
Nevada de Santa Marta, la Serrania del Perija, la Amazonia y el Uraba
chocoano y antioquefio. Las grandes ciudades en su mayoria presentan baja
prevalencia en poblacién general, pero intermedia en grupos de alto riesgo
como homosexuales y heterosexuales con multiples compafieros,
multitransfundidos y hemodializados, poblacién reclusa e instituciones para

discapacitados mentales. (6)

En Bogota, aunque las tasas de incidencia han venido incrementdndose
paulatinamente de 1.6 por cien miel habitantes en 1991, a 5.8 por cien mil
habitantes en 1996, la ciudad se considera de baja prevalencia y los
mecanismos de transmision prioritarios son los descritos para este tipo de
zonas. (22)

Agente: virus de la hepatitis B (VHB); es un virus de DNA de la familia

Hepadnawridae

1.2.4 MODO DE TRANSMISION

-Transmision perinatal (madre a hijo): es una de las formas mas eficientes

de transmision. Ocurre cuando la madre se infecta durante el Gltimo trimestre
de embarazo, en el posparto inmediato o cuando es portadora del virus
(HBsAg positivo). Las madres con antigeno replicativo positivo (HBeAg)
transmiten la infeccion mas eficientemente.

-Transmision sexual: por contacto directo con secreciones genitales (semen

o liquidos vaginales) de una persona infectada o portadora.
-Transmision percutanea: (intravenosa, intramuscular, subcutanea) a través

de transfusiones de sangre o hemoderivados, por reutilizacién de agujas y



jeringas, accidentes con agujas usadas e instrumental médico vy
odontoldgico, por reutilizacion de elementos para realizar tatuajes y similares,
acupuntura y por compartir cuchillas de afeitar y cepillos de dientes
provenientes de personas infectadas o portadoras.

-Transmision _horizontal: por contacto intradomiciliario prolongado con un

portador, sin estar claro la forma como ocurre la transmision; sin embargo, en
la literatura se han documentado algunos factores de riesgo como el contacto
de lesiones de piel (impétigo, escabiosis y laceraciones) con sangre de un

infectado o portador.

Reservorio: el hombre.

Periodo de incubacién: por lo general de 45 a 180 dias, con promedio de
60 — 90 dias.

Periodo de transmisibilidad: va desde varias semanas antes del inicio de
los primeros signos y sintomas, durante todo el curso clinico de la
enfermedad y mientras se detecte el HBsAg circulando en sangre; es decir,
la persona con infeccidn crénica es infectante durante el tiempo que

persistan positivos el antigeno de superficie o el replicativo. (22)



1.2.5 DEFINICIONES OPERATIVAS

1.25.1 CASO PROBABLE: persona con coluria, astenia, adinamia,
nauseas, ictericia; o donante de sangre u 6rganos que resulta positivo a las

pruebas de tamizaje para hepatitis B.

1.25.2 CASO CONFIRMADO: caso probable que presenta:

-Marcadores seroldgicos de infeccion por el virus de la hepatitis B (antigeno
de superficie o anti - HBclgM) o histopatologia compatible.

-Asociacion epidemioldgica: antecedentes de exposicion o contacto de riesgo

con caso confirmado o con un portador.

1.2.5.3 PORTADOR: caso asintomatico y sin signos de alteracién hepéatica
por el laboratorio, con HBsAgQ positivo después de 6 meses de adquirida la

infeccion.

1.2.5.4 HEPATITIS B CRONICA: caso asintomético o no, con signos de
alteracion hepatica por laboratorio y con HBsAg positivo después de 6 meses

de adquirida la infeccion.

1.2.5.5 CASO COMPATIBLE: Caso probable sin estudios por laboratorio ni

asociacion epidemioldgica demostrada.

1.2.6 FUENTES DE INFORMACION.

Ademas de las fuentes de informacion ordinarias, se debe tener en cuenta

los bancos de sangre, 6rganos y semen.



1.2.7 INTERVENCIONES

1.2.7.1 INDIVIDUAL

A partir de la clasificacion de un caso como probable se hara:

-Notificaciéon inmediata e individual, al responsable de epidemiologia.
Cuando el caso procede de un donante de sangre, 6rganos o semen de una
institucion independiente, se debe informar al responsable de vigilancia
epidemiolégica de la institucion: Al SAA del nivel central se notifican los

casos confirmados. (24)

Estudio por laboratorio

-Estudio seroldgico: Antigeno de superficie (HBsAQ) y anticuerpos contra el
antigeno central o Core tipo IgM (anti-HBclgM), especificando que es para
diagnéstico. La muestra de sangre tomada idealmente en ayunas, debe
permitir obtener 4 a 5 ml de suero no hemolizado que se usara ademas para
la determinacion de aminotransferasas; en los casos fulminantes se utiliza
sangre obtenida por puncién cardiaca. (24)

-Pruebas de funcion hepatica: aminotransferasas, bilirrubinas y fosfata
alcalina, las cuales suelen estar elevadas.

-Estudio patolégico posmorten: Tomar muestra de higado de 2x1 cm
preferiblemente en las primeras 12 horas después de ocurrida la muerte.
Transportar en frasco de boca ancha con formol salino al 10% (90 cc de
solucion salina mas 10 cc de formol), si no se dispone de formol salino,
emplear alcohol comercial, aguardiente o ron.

-Tratamiento: manejo hospitalario o ambulatorio segun la necesidad,
tomando las medidas de proteccion universales para el manejo de sangre y

liquidos corporales, hasta que se corrobore la desaparicion del HBsAg y la



aparicion del antiHBs. Debe hacerse desinfeccién terminal de utensilios
domésticos o material hospitalario contaminado.

-Seguimiento del caso confirmado: control clinico de acuerdo con la
evolucion y control serolégico (marcadores de HB y pruebas de funcion
hepatica) a los tres y seis meses; dependiendo de los resultados se haran
controles posteriores. La interpretacion de los marcadores permite identificar
el estado de la infeccion y la clasificacion del paciente como portador o como
paciente con infeccion resuelta.

-A los pacientes que después de seis meses no se les ha negativizado el
HBsAg se les debe realizar evaluacién clinica y seroldgica (HBsAg,
bilirrubinas, aminotransferasas y fosfatasa alcalina) cada seis meses.

-Educacioén al paciente y sus contactos. (24)



TABLA #3 INTERPRETACION DE MARCADORES SEROLOGICOS DE
HEPATITIS B PARA LA CLASIFICACION DEL CASO

MARCADORES
CLASIFICACION HBsAg|Anti-HBc | Anti-HBc | Anti- |HBeAg
1) IgM (2) | 19G(3) |HBs (4)| (5)
INFECCION AGUDA EN + + + - +
FASE RECIENTE
INFECCION AGUDA EN + - + - +0-
FASE TARDIA
INFECCION AGUDA - + + - +0-
(VENTANA
INMUNOLOGICA)

INFECCION CRONICA + - + - +
ESTADO DE + - + - +0-
PORTADOR

INFECCION RESUELTA - +0- + + _
CURACION
INMUNIDAD POR - - - ¥ -
VACUNACION
SUSCEPTIBLES - - - - _

(1) HBsAg: Antigeno de superficie de la hepatitis B

(2) Anti-HBc IgM: Anticuerpo Inmunoglobulina M, contra el antigeno central
(Core)

(3) Anti HBc IgG: Anticuerpo Inmunoglobulina G, contra el antigeno central
(Core)

(4) Anti-HBsAg: Anticuerpo contra el antigeno de superficie

(5) HBeAg: Antigeno E (replicativo).



FIGURA 1. EVOLUCION DE LOS MARCADORES SEROLOGICOS DE
INFECCION POR VIRUS DE LA HEPATITIS B EN CASO TIPICO QUE SE
RECUPERA.
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Tomado de Enfermedades Infecciosas Fundamentos de medicina
corporacion de investigaciones biologicas. Cuarta edicion 1991.

1.2.7.2 COLECTIVA

Ante la presencia de un caso confirmado debera realizarse:

- Investigacion epidemiolégica de campo, para:

. Busqueda y estudio de contactos: la cual debe iniciarse por el médico que
conoce el caso. Son contactos de alto riesgo los compaferos sexuales, hijos
y convivientes a los cuales se les debe realizar estudios serologicos y
educacion sobre las medidas preventivas para evitar la transmisién sexual
como uso separado por el enfermo de los utensilios domeésticos y

desinfeccion de sanitarios, después de ser usados por el enfermo. (24)



. Profilaxis post-exposicion: Se pueden presentar situaciones diversas que
requieren la aplicacién de vacuna. En Colombia se encuentran varios tipos
de vacuna. El ministerio de salud provee la vacuna Herberbiovac HB
producida por el centro de ingenieria genética y biotecnologia de la Habana
Cuba que contiene 20 ug de una proteina antigénica de la superficie del virus
de la Hepatitis B producida por recombinacion de ADN en una levadura.
-Recién nacido hijo de madre positiva al HBsAg: Administrar una dosis de 0.5
ml/Kg. peso, o segun instruccion del fabricante de gammaglobulina
especifica o estandar via intramuscular en las primeras 12 horas de vida.
Aplicar la primera dosis intramuscular de 10 ug de vacuna a los siete dias,
segunda dosis del mes y tercera dosis a los 2 meses de la primera dosis.
-Contacto conviviente menor de 5 afios: Tomar muestra de sangre para
pruebas seroldgicas e iniciar el siguiente esquema de vacunacion:

*Primera dosis de 10 ug.

*Segunda dosis al mes

*Tercera dosis a los dos meses de la primera dosis.

*Si las pruebas seroldgicas resultan positivas se suspendera la vacunacion y
se realizard un seguimiento clinico y seroldgico del caso.

-Contactos sexuales: Si el ultimo contacto con la persona infectada fue en los
altimos 15 dias, aplicar intramuscular una dosis de gammaglobulina
especifica a razon de 0,06 ml / kg peso. Debe fraccionarse la dosis para no
aplicar en el mismo sitio mas de 5 ml.

Inmediatamente después de la toma para el estudio seroldgico, iniciar
esquema de vacunacién con una dosis de 20 ug. Si algin marcador
seroldgico de la infeccion aguda resulta positivo suspender la vacunaciéon. En
caso contrario continuar con la segunda dosis al mes y con la tercera dosis a
los seis meses de la primera. Lo mismo debe hacerse con la mujer

embarazada o el paciente inmunosuprimido.



- Exposicion a sangre o liquidos corporales: el procedimiento a seguir
depende de los antecedentes vacunales del expuesto y del conocimiento del
estado de infeccion de la persona de la cual provienen los liquidos
corporales. (22)

*Contacto con sangre o liguidos corporales de persona con HBsAQ positivo:

Si el afectado no ha sido vacunado previamente debe procederse a aplicar la
gammaglobulina en las primeras 24 horas de ocurrido el accidente como se
indico en el punto anterior e iniciar después de siete dias el esquema 0,1,2
de vacunacion.

Si el afectado tiene antecedentes vacunales, deberd determinarsele los
titulos de anticuerpos contra el antigeno de superficie (anti-HBsAgQ), que de
resultar negativos o menor a 10 U.l./L ameritan la aplicacion de un refuerzo
con una dosis de vacuna y posterior seguimiento. En caso de no poder
obtenerse oportunamente la determinacion de anti-HBsAg, debe aplicarse el
refuerzo inmediatamente.

*Contacto con sangre de fuente desconocida: Si la persona no ha sido

vacunada, se procede en igual forma a la descrita en contacto con sangre o
secrecion de pacientes HBsAg positivo.

-Casos detectados en los Bancos de sangre, semen u organos: deben
ser notificados a los coordinadores de epidemiologia institucionales o de la
localidad respectiva para que este pueda coordinar el estudio confirmatorio
en el donante y la investigacion de contactos respectiva. Las unidades de
sangre, semen u o6rganos provenientes de estos donantes deberan ser

incineradas.

1.2.8 INDICADORES
La vigilancia de la Hepatitis B en Bogota tiene como objetivo principal,
identificar los grupos de mayor riesgo de adquirir la infeccién por el HBV y

eliminar la hepatitis transmitida transfusionalmente o por transplante. Por



tanto, ademas de los indicadores epidemiolégicos basicos es necesario
evaluar la utilidad del sistema de vigilancia para el cumplimiento de estos
objetivos a través de los siguientes indicadores:

*Proporcion de donantes con HBsAg captados en el Banco de sangre, semen
u érganos que sean estudiados para confirmacion.

*Proporcion de casos de Hepatitis B postrasfusional, postrasplante. (22)

1.3 HEPATITIS VIRAL B

1.3.1 DESCUBRIMIENTO Y NATURALEZA DE FORMAS VIRALES EN LA
SANGRE.

Los virones de hepatitis B en la sangre de pacientes infectos, fueron
identificados y caracterizados después del descubrimiento del antigeno en la
superficie de estas formas particuladas. El HBsAg fue descubierto en 1965
por Blumerg y Col. (8)

El antigeno se hallo por primera vez en el suero de un aborigen australiano
cuando se form6 una linea de precipitinas en difusion en agar gel entre ese
suero y el suero de un paciente con hemofilia  que habia sido
politransfundida.  Asi el antigeno primero fue denominado "Antigeno

Astraliano".

No se reconoci6 de inmediato como un antigeno viral, pasaron varios afos
de investigacion hasta que su eventual asociacion con la hepatitis B aguda,
entonces se denomino antigeno asociado con hepatitis (HVA) y més tarde

recibiéo su nombre actual, antigeno de superficie de hepatitis B.

Pequeiias particulas esféricas de aspecto y tamafios heterogéneos y
particulas filamentosas, o con forma de bastén fueron las primeras formas

particuladas de HBsAg, observadas en micrografias electrénicas por Bayer



y Col en 1968. (8). En 1970 Dane y Col descubrieron una proteina
portadora de HBsAg mas grande y compleja. Fuertes evidencias indican

gue esta particula es el viron de hepatitis B completo. (9)

1.3.2 AGENTE ETIOLOGICO.

El virus de la hepatitis B pertenece a la familia Hepadnaviridae cuyos
miembros infectan aves y mamiferos, siendo el reservorio en el hombre se
caracteriza por tener un tropismo especial por el tejido hepatico. Posee uno
de los genomas mas pequefios formado por un DNA circular cuyas bases se

aparecen parcialmente formando una doble cadena en forma incompleta.

El virus completo, también llamado particula Dane, es esférico y tiene un
componente externo y uno interno. El externo o envoltura viral incluye una
proteina conocida como Antigeno de superficie del virus HBsAg . El
componente interno o core lo integra el antigeno core (HBCcAg), el genoma
viral y una enzima conocida como DNA polimerasa. El antigeno e (HBeAg)
es un fragmento del HBCAg que no hace parte de la estructura final del
virus, pero puede detectarse circulando en el plasma en algunas etapas de
la infeccion.

El genoma viral (HVB -DNA) es pequefio, circular y parcialmente de doble
cadena, tiene cuatro (4) genes algunos de ellos superpuestos que codifican

los antigenos virales y la DNA polimerasa (10)



FIGURA # 2. REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL VHB
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1.3.3 ESTRUCTURA DEL VIRUS

Posee uno de los genomas mas pequefios formado por un DNA circular
cuyas bases se aparean parcialmente formando una doble cadena en forma
incompleta.

El microscopio electrénico ha permitido observar 3 particulas viricas las
primeras corresponden a formas esféricas heterogéneas de 20nm de
diametro y otras tubulares de igual diametro y longitud variable la tercera
forma corresponde a la particula DANE con un diametro de 42nm , la cual

representa el viron intacto ( 10 ).

1.3.3.1 ANTIGENO DE SUPERFICIE ( HBSAQ)

Es el principal componente esta formado por proteinas, lipidos y
carbohidratos. Se conoce la existencia de por lo menos 5 especificidades
antigénicas en particulas de HBsAg un determinante especifico es el grupo
(a) y se han demostrado dos pares de determinantes de subtipos (d,y y w,r).

También se ha descrito heterogeneidad antigénica de los determinantes w,y



Determinantes adicionales como qy x 0 g se han identificado 8 subtipos de
HBsAg aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, y adr. ( 9)

1.3.3.2 CORE

Contiene el HBcAg se halla en sangre solo como componente interno del
viron contiene un uanico polipéptido predominante con un peso aparente de
aproximadamente 19.000 Daltons codificado por el gen viral C (12) .

1.3.3.3 ANTIGENO E

Posee un peso molecular de 16.000 Daltons y esta contenido en un
polipéptido estructural de la nucleocapside y asi es codificado por el mismo
gen viral (gen C). Es una proteina termolabil que puede ser detectada en

suero. Su presencia indica replicacion viral y alta infectividad. (11)

1.3.3.4 DNA VIRAL.

Corresponde a un DNA circular que es parcialmente bicatenario , con una
cadena larga o L(-) lineal con una longitud fija de mas o menos 3.200
nucledtidos y una cadena corta 0 s(+) de longitud variable con mas o menos
2.600 nucledtidos . La actividad de la DNA polimerasa en el viron repara la
region monocatenaria del DNA viral para elaborar moléculas bicatenarias de
aproximadamente 3.200 pares de bases. La sintesis de DNA es iniciada para
esta reaccion en el extremo 3’ de la cadena corta y acaba cuando llega al
extremo 5’ de la cadena corta . La cadena larga no es un circulo cerrado sino
gue tiene una muesca en un sitio Unico aproximadamente a 300 pb del
extremo 5 de la cadena corta (+). Un polipéptido esta unido en forma
covalente al extremo 5’ de la cadena larga del DNA aislado de virones. Esta
proteina parece actuar como modelo para la sintesis de la cadena menor del

DNA viral durante la replicacion del mismo (13).



ESQUEMA GENETICO DEL VHB.
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1.3.4 ESTRUCTURA Y ORGANIZACION DEL GENOMA

El genoma del virus estd formado por una molécula de DNA circular,
pequefiay parcialmente de doble hélice. La cadena larga, denominada L(-),
tiene un tamafo de aproximadamente, 3.2kb con los extremos 3’ y 5’ fijos ,
formando un circulo casi continuo . La cadena corta , 0 s (+) tiene una



longitud variable pudiendo ser un 50% mas corta que la L (-) con un extremo
5’ fijo y un extremo 3’ libre y variable. (14)

La estructura circular del genoma esta asegurada por las regiones de
cohesion (220 nucledtidos) , situadas en los extremos 5 de cada cadena .
En esta regidn existe una secuencia de 11 nucleétidos que se repone
directamente en el otro extremo de la regién de cohesidén Estas secuencias
repetidas , denominadas DR1 para la situada en la cadena L (-) , y DR2 para
s(+) , se encuentran implicadas en la replicacion e integracion del genoma
del virus de los hepatocitos. En la cadena L (-) se han identificado 4 regiones
abiertas de trascripcion (ORF), conservadas entre los diferentes subtipos del
VHB, que representan genes codificantes . El virus incrementa su capacidad
codificante al existir un solapamiento importante entre los distintos ORF. Asi
la totalidad del genoma que codifica a pre-S1, pre-S2, y al gen S se solapa
con la region P , que a su vez, solapa parcialmente la regiéon X y al gen C .
pre-C. (14)

1.3.4.1 GENS

Marco de lectura abierto contiene la secuencia de nucle6tidos que codifica el
polipéptido reactivo principal del antigeno de superficie. (9)

Esta compuesta de 3 zonas de codificacién: pre-S1 , pre-S2 y S cada una
codifica un polipéptido antigenicamente especifico que al ensamblarse
transfiere la capacidad antigénica a la proteina de la envoltura denominada
HBsAg . (13)

1.34.2 REGION S (REGION GENETICA MAYOR)

El gen S codifica la proteina pequefia SHBS del HBsAg de uno 25 kd , que
representa el componente mayoritario en las envolturas vacias del virus (14).
Codifica el polipéptido mas pequefio con un peso de 24.000 daltons y 226
aminodcidos que forman particulas esféricas y tubulares de 22nm que se

encuentran circulantes en la sangre en la fase aguda y crénica de la



enfermedad , hallandose en circulacion por un periodo de tiempo variable

dependiendo de la evolucién clinica (13)

1.3.4.3 REGION PRE-S1
Codifica la proteina mayor LHBS del HBsAg ( p39 , Gp42) . (14) Parece
participar en el ensamblaje del virus , codifica para un polipéptido de 39000

daltons con una cantidad de 108 a 119 aminoacidos. (13)

1.3.4.4 REGION PRE- S2

Coadifica la proteina mediana MHBS del HBsAg (Gp 36 / 36) la cual juega un
papel importante en la unién del virus al receptor hepético siendo un buen
marcador de replicacion del virus. Es una proteina muy inmundgena creando
una respuesta de anticuerpos neutralizantes capaces de inhibir la unién del

virus al hepatocito . (14)

1.3.45 REGION C (MARCO DE LECTURA ABIERTO)

Contiene la secuencias de nucleotidos que codifica al principal polipéptido de
la nucleocapside (HBcAg ) y del antigeno e (HBeAg) (9). La region C codifica
la proteina de la nucleocapside virica o core cuyo tamafio molecular es de
22kd , se encuentra unida al reticulo endoplasmatico del hepatocito sin ser
secretado a la sangre (14). Se detecta en la sangre solo cuando circulan
virones completos y tienen un poder antigénico muy potente con capacidad
de estimular respuesta inmune de caracter protector (13)

La transcripcion de la region pre-C y C codifica la sintesis del antigeno e
(HBeAg) de 15kd originandose en un primer paso un péptido precursor de
unos 25kd que por accién de proteasas celulares, se escinde para dar la
proteina HBeAg que penetra en el reticulo endoplasmatico celular y es el

secretado a sangre. (14)



1.3.4.6 REGION P (MARCO DE LECTURA ABIERTO MAYOR)

Se superpone con el gen S, parece codificar a la DNA polimerasa viral ( 9).
Enzima béasica de 92kd situada en el interior de la nucleocapside, con
actividad de polimerasa dependiente de RNA yDNA . La DNA polimerasa
del VHB presenta en su secuencia de aminoacidos una homologia parcial
con la transcriptasa inversa de varios retrovirus oncogenos . Esta
involucrada en varios mecanismos de trascripcion inversa del VHB y de

encapsidacion del RNA pregenomico. (14)

1.3.4.7 REGION X (MARCO DE LECTURA ABIERTO MAS PEQUENO)
Codifica una proteina que puede transactivar ciertas secuencias de control
transcripcional celular y viral heterdlogas. (9) Codifica una proteina X
(HBxAQ) de 145 aminoé&cidos que contiene el promotor del gen C, aunque su
funcién no es bien definida se sabe que interviene en la regulacion de la
expresion del genoma del VHB y por tanto regula los mecanismos de
transcripcion y de replicacion del virus. El péptido X (HBxAQ) es inmundgeno
y se detectan anticuerpos frente al mismo en pacientes con hepatitis aguda ,
cronica o carcinoma hepatocelular aun en ausencia de otros marcadores de
infeccion por VHB. (14)

Estas regiones son importantes dado que el VHB presenta una elevada
variabilidad genética y se han descrito mutaciones en todas sus regiones
genéticas (pre-X, pre-C, pre-S) que afectan el curso clinico de la enfermedad
y traen como consecuencia patrones serolégicos atipicos favoreciendo la
enfermedad fulminante. En estos casos la determinacion del AQHBs sérico se
vuelve menos util como marcador de la infeccidbn porque se disminuye su
expresion haciendo que por el laboratorio sea no reactivo. Desde el punto de
vista epidemioldgico puede haber transmision vertical y horizontal de las
variantes del VHB porque no se sabe como se comporta el virus después de

sus mutaciones en Colombia.



1.3.5 CICLO VITAL
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Los eventos iniciales de adhesion y entrada no estdn muy claros. Después
de la entrada del viron, la particula del nucleo viral es trasladada a la célula,
el ADN viral es reparado y madurado , dando lugar a un ADN circular,
cerrado por enlaces covalentes (ADNccc covalently closed circular DNA
cccDNA) . EI DNAccc sirve como plantilla a la polimerasa Il del ARN de la
célula y esto da lugar a la produccion de RNAm viral . Sirviendo la mas
grande de éstas ultimas moléculas como RNAmM y como RNA pre-genémico
(ARNpg). EI RNApg es de mayor tamafio que el geonOmico y esta

almacenado en particulas virales. (16)



1.3.6 EXPRESION GENETICA DE VHB

1.3.6.1 ELEMENTOS REGULADORES QUE ACTUAN EN FORMA CIS
Hay cuatro copias principales las cuales no estan entrelazadas y terminan a
la vez en un sitio comun : poli-A cada copia es controlada por un regulador
especifico y a los cuatro reguladores geonémicos virales se les conoce como
pre-S1, S y X. Ademas hay dos amplificadores que contribuyen a que los
reguladores geonoémicos (En 1l ) y X (En | ) se expresen de modo especifico
en el higado. (13)

1.3.6.2 PROTEINA VIRAL QUE ACTUA EN FORMA TRANS
La proteina X del VHB es un activador Trans muy potente de muchos genes
virales pero no afecta al ADN, por lo que tiene que hacer la copia

indirectamente. (13)

1.3.6.3 REPLICACION DEL GENOMA DEL VHB

El DNA del virus copia directamente su genoma con enzimas llamadas
polimerasas .(13) La ORF P (open reading frames) codifica la polimerasa
viral, la cual tiene la transcriptasa inversa y posee funciones RNasa H, como
el producto genético, pol retroviral . La proteina P actla por si misma como el
catalizador para la cadena minus de la sintesis de DNA .(16)

Las polimerasas usan la cadena de DNA original como molde para el
ensamblaje de nuevas cadenas complementarias.(14) El virus usa un
mecanismo indirecto involucrando un RNA como intermediario de la siguiente
forma: después de que el genoma del virus penetra la célula este migra al
ndcleo donde la polimerasa celular lo transcribe dentro de una molécula de
RNA, se llama pre-genoma. El pre-genoma y el DNA viral son

empaquetados dentro de una nueva capside formada y pasan a través del



citoplasma celular, alli la polimerasa actia por medio de una trascriptasa
reversa del pre-genoma dentro de una nueva cadena menor de DNA. Pronto
el pre-genoma es destruido por enzimas: La DNA polimerasa alli constituye
la cadena mayor usando la menor como molde, la cipside y el DNA viral son

finalmente encerrados en una nueva envoltura . (13)

1.3.6.4 SINTESIS DEL DNA DEL VHB .

El siguiente paso del ciclo vital del VHB es la sintesis del ADN :

1 La sintesis del ADN empieza después de que la polimerasa viral se une al
stem- loop En el ARN geondmico .

2 La sintesis del DNA de la cadena minus empieza ahora: primero la
polimerasa actia como un catalizador y activa la transcriptasa inversa, se
produce entonces un oligoelemento pequefio de DNA (4 bases) el cual
permanece unido a la polimerasa.

3 El oligomero de DNA es idéntico a la secuencia del terminal del repetidor
directo 1 (DR1). Asi el complejo ADN — polimerasa puede ser transferido al
elemento 3'-DR1 (transferencia a cadena (-)).

4 Se produce la elongacion de la cadena segun como la polimerasa copia de
la plantilla ARN al DNA . Cuando el nuevo DNA estd hecho se produce la
activacion de la parte RnasaH de la polimerasa, que comienza a destruir la
plantilla de RNA .

5 Una vez que se ha completado la sintesis de la cadena minus, un
oligomero pequeiio de RNA queda sin destruir .

6 Este oligomero corresponde al 5'- terminal del repetidor directo 1 del
genoma RNA viral y como resultado puede ser transferido al elemento DR2
en el 5"-terminal de la cadena minus del DNA viral . Esto significa el inicio de

la sintesis de la cadena plus del DNA .



7 El crecimiento de la cadena plus del DNA rapidamente alcanza el final de la
plantilla de la cadena minus del DNA . Para que la sintesis pueda continuar
debe ocurrir una transferencia de la cadena plus y esto ocurre porque los dos
terminales de la plantilla de la cadena minus son idénticos asi la parte en
crecimiento de la cadena plus es capaz de encadenarse a la porcion terminal
3’ de la cadena minus. El resultado es que el genoma gira o circula de modo
gue la cadena plus se continué fabricando. De pronto la sintesis se detiene ,
no esta claro por qué, con el resultado de una cadena plus sin terminar, y asi

se llega a la doble cadena incompleta del DNA viron.
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1.3.7 PATOGENESIS E INMUNIDAD

En la hepatitis B primaria existe una respuesta inmune humoral especifica a
los componentes antigénicos del VHB y se producen anticuerpos contra el
AgHBs , AgHBe , AgHBc. (1)

Las infecciones secundarias se caracterizan por una elevacion rapida e
inmediata de los anti-HBs lo que confiere proteccién contra la reinfeccién
celular contra el VHB. Los linfocitos T sensibilizados al AgsHB elaboran
factores solubles linfoquinas , es indice de una buena inmunidad celular
contra el AgsHB .(1)

El virus de la hepatitis B por si solo no tiene efecto destructivo sobre las
células hepaticas. El dafio se produce por la respuesta inmune del individuo
sin embargo la inmunidad es fundamental en la resolucion de la infeccion
siendo de mayor importancia la inmunidad celular en la eliminacion del virus.
(18) La inmunidad humoral es mas facilmente demostrada y es de gran
importancia en el diagnostico y pronostico de la enfermedad (19). Los
antigenos del virus inducen su propia respuesta dando origen a 4 anticuerpos
diferenciados mediante procedimientos seroldégicos como se demuestra en la

siguiente tabla.



SIGLA

NOMBRE

DESCRIPCION

HBsAg Anfigeno de superficie -Primer marcador detectado en
suero.
del VHB -Si esta presente junto a AntiHBc
IgM indica infeccion aguda.
-Si se mantiene positivo mas de
6 meses indica infeccion cronica.
-Se  negativiza cuando se
resuelve laHB .
HBeAg Antigeno e del VHB -Se detecta en fase aguda e
infeccidn croénica.
-Indica replicacion viral activa.
-Asociado con alta infectividad.
-Reactivo por mas de 6 meses
indica infeccion croénica.
Anti HBs Anticuerpos contra e| | -Detectable de 1-3 meses
después de la vacunacion:
antl'geno de superficie valores mayores  a 10 UI/L
seroprotegido
del VHB valores menores a 10 UI/L no
protegido
valores mayores a 100 UI/L
Hiperespuesta
-Es el ultimo marcador que
aparece en suero e indica
recuperacion .
Indica inmunidad al VHB.
Anti- HBe Anticuerpos contra el -Aparece cuando el HbeAg ya no
es detectable.
anfigeno e del VHB -Su  presencia indica  un
pronéstico favorable.
AntiHBc IgM Anticuerpos contra el -Primera clase de anticuerpos
detectables en un paciente
core del VHB infectado.
-Indica infeccion reciente.
-Puede permanecer reactivo
hasta por seis meses.
Anti HBc IgG Anticuerpos contra el ;ismantlene reactivo durante
core del VHB -In'di(_:a una infeccion pasada o
cronica.
-No es inducido por la
vacunacion .
-No indica inmunidad.
-Puede ser el Gnico marcador
detectable en periodo de
ventana cuando el HbsAg es
negativo y el AntiHBs no aparece
todavia.
ADN Acido deoxiribonucleico |-Permite cuantificar carga viral.
-Permite determinar inicio de
VHB del VHB terapia antiviral. _
-indispensable para monitoreo
bDNA cuantitativo de la terapia antiviral.
- seguimiento y pronéstico de inf.
TABLA #4

MARCADORES SEROLOGICOS DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B




1.3.7.1 CURSO CLINICO Y SEROLOGICO
El periodo de incubacién puede variar entre 25-160 dia, siendo en la mayoria

de los casos entre 60—-110 dias los cuadros clinicos son multiples

INFECCION.
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Enfermedad de complejos inmunes.



1.4 PATRONES SEROLOGICOS HEPATITIS AGUDA Y CRONICA

1.4.1 INFECCION SUBCLINICA Y CLINICA AUTOLIMITADA.

El HBsAg y el HBeAg son los primeros marcadores que se aparecen (3-4
semanas antes del comienzo de los sintomas). El HBsAg alcanza la maxima
concentracion en el comienzo de la clinica y persiste de 1 a 5 meses. El
HBeAg desaparece antes que el HBsAg, dando lugar a la formacion de Anti —

HBe. (25)
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FIGURA #7 Curso serologico de lainfeccion aguda

El Anti- HBc aparece simultaneamente con los sintomas o poco después y
alcanza rapidamente titulos altos; es el marcador mas util de la infeccion por
virus B; durante el periodo de ventana si se retrasa la aparicion de Anti- HBs
es el unico marcador positivo (a titulos elevados Anti- HBc IgM).

El polipéptido Pre-S2 tiende a desaparecer en el primer mes.



El dltimo anticuerpo en aparecer es el Anti- HBs. El intervalo entre la
desapariciéon del HBsAg y la deteccion de su anticuerpo puede ser hasta de

seis meses. (26)

1.4.2 PATRON SEROLOGICO DE LA INFECCION CRONICA.

Aproximadamente un diez por ciento de los infectados siguen produciendo

HBsAg después de seis meses del contagio, persistiendo durante afios e

incluso toda la vida.
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FIGURA # 8 Curso serologico de lainfeccidn cronica
En los casos cronicos de la Hepatitis B no se suelen detectar Anti-HBs, los

Anti-HBc son sélo de clase IgG, aunque en algunos casos se pueden

detectar también IgM a titulos bajos 0 moderados. (34)



El HBeAg puede detectarse durante mucho tiempo o bien negativizarse y
aparecer Anti- HBe.

El antigeno de superficie tiene un alto contenido de Pre-S2. Los pacientes
cronicos pueden no presentar sintomas, y es mas frecuente el desarrollo de

formas cronicas tras hepatitis subclinicas que después de enfermedad aguda
sintomatica. (25)
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1.4.2.1 INDICACIONES DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS

1.Establecer la etiologia de una hepatitis aguda o cronica, y establecer su
estado evolutivo.

2.Detectar las gestantes portadoras del virus



3.Determinar el estado inmune previo a la vacunacién de individuos con
riesgo de infectarse.

4.Estudios epidemiologicos

5.Detectar enfermedad crénica asintomatica en nifios de madres portadoras
del virus B. (26)

1422 PERFILES DE DIAGNOSTICO

1.4.2.3 INFECCION AGUDA
Determinar el HBsAg, que es el primero en detectarse. En la fase ventana el

Anti- HBcAg IgM es el Unico marcador positivo.

1.4.2.4 ESTADO INMUNITARIO
Determinar el Anti- HBs. Se puede asumir que a titulos detectables su accién

es protectora.

1.4.2.5 ESTADO INFECTIVO
En embarazadas, para valorar el riesgo de infeccion del feto, se detecta el
HBeAg.

1.4.2.6 REPLICACION VIRAL
Determinar el HBV- DNA, Unico marcador de replicacion. Otros marcadores
que suelen estar asociados a replicacion viral son el HBeAg y la DNA

polimerasa. (27)



1.4.2.7 ESTUDIOS DE EVOLUCION
Determinar el HBeAg, Pre-S2 y complejos HBsAg IgM (éste ultimo es
utilizado por algunos investigadores como valor predictivo de evolucion a la

cronicidad).

1.4.3 HEPATITIS B AGUDA

El periodo de incubacion oscila entre 2 y 6 meses, siendo lo mas habitual 3
meses, dependiendo de la dosis de inoculacion. Suele ser asintomatico,
aunque en un 15% hay clinica inmunoldgica por inmunocomplejos circulantes
(fiebre, exantema, artralgias...). En nifios puede aparecer una erupcion
generalizada denominada acrodermatitis papular de Gianoti-Crosti. También
pueden tener glomerulonefritis y vasculitis, incluyendo panarteritis nodosa y
crioglobulinemia mixta. (27)

Hay varias formas de Hepatitis aguda:

1.4.3.1 HEPATITIS INAPARENTE O ASINTOMATICA

Es la mas frecuente, como se refleja en la serologia de estudios
epidemiolégicos, que muestran hasta un 20% de positividad Anti- HBc y/o
Anti- HBs en la poblacion adulta espafiola sin antecedente clinico de

hepatitis.

1.4.3.2 HEPATITIS ANICTERICA
Es similar a la forma clasica excepto que cursa sin ictericia. Su frecuencia es
similar a la que tiene hiperbilirrubinemia, pero es de menor duracion. Algunos

autores apuntan que la frecuencia de cronificacion es mas elevada.

1.4.3.3 HEPATITIS ICTERICA
Los sintomas incluyen astenia intensa, mialgias, anorexia, nauseas, vomitos

de corta duracién, cefalea, febricula, aversion al tabaco (los fumadores),



orinas coluricas, dolor en el hipocondrio derecho. Tres a seis dias después
del inicio de los sintomas comienza la ictericia, primero en conjuntivas y
luego mas extenso y generalizada, mejora el estado general desapareciendo
la dispepsia y aminordndose la astenia.

En la exploracion fisica se palpa hepatomegalia dolorosa en las dos terceras
partes de los pacientes y en un 20% esplenomegalia.

La duracion de la ictericia es variable siendo el promedio de unas tres
semanas. (26)

El periodo de convalecencia comienza cuando desaparece la ictericia,
pudiendo persistir molestias dispépticas y/o molestias en el hipocondrio
derecho.

Analiticamente las transaminasas se elevan unas 8 6 10 veces por encima
de lo normal; la bilirrubina oscila entre 5 y 15 mg. La fosfatasa alcalina y la

GGTP estan 1,5 a 3 veces por encima de su valor normal. (25)

1.4.3.4 HEPATITIS COLESTASICA

Se caracteriza por elevaciones muy marcadas de la bilirrubina y de la
fosfatasa alcalina. Tiene intenso prurito. El curso es prolongado (hasta 12
semanas de duracién). El prondstico es bueno porque la recuperacion es

total en la mayoria de los pacientes.

1.4.3.5 HEPATITIS SUBAGUDA
Hiperbilirrubinemia marcada y ocasionalmente tiempo de protrombina
prolongado. Puede evolucionar a una hepatitis cronica activa (15 — 35%),

desarrollar un fallo hepatico idéntico a la forma fulminante o recuperarse.

1.4.3.6 HEPATITIS FULMINANTE
Se presenta insuficiencia hepética aguda en las primeras cuatro semanas de

la enfermedad. Comienza en forma subita con encefalopatias, alteraciones



severas de la coagulacion, ictericia muy marcada, hipoglucemia e

hipoalbuminemia. La mortalidad global superior al 85%.
TABLA #5 CARACTERISTICAS DE LA HEPATITIS B AGUDA.

IMFECCION AGUD A
FOE EL HEV
FULMINATE =1% CURACION 20%
IMFECCTON
CROMICAS 5 - 10%
I
[
CEOMICA | | CROMNICA | rorTabDor J
/ ACTIVA PERSISTENTE ASINTOM ATIC O
MUERTE
| CIRROSIS
CARCINOM A
HEP & TOCELUL AR,

1.5 HEPATITIS CRONICA B

En la infeccion aguda, los hepatocitos infectados son destruidos por linfocitos
T activados cuando reconocen en la membrana el Antigeno del Core junto
con una glicoproteina HLA de tipo I. El virus no lesiona al hepatocito y , por lo
tanto, en ausencia de replicacion viral no se produce dafio hepatico.

AuUn no se conoce bien todos los factores que hacen que se cronifique la
infeccidon; pueden ser genéticos (ciertos tipos HLA), estado inmune (mas
frecuente en inmunodeprimidos), dosis de inoculacién viral baja (poco poder
antigénico), edad (muy frecuente en infecciones neonatales), etc. Se sabe
gue se establece cuando la respuesta inmune es ineficaz para destruir
completamente los hepatocitos infectados. (34)



1.5.1FASES

1.5.1.1 Fase Replicativa: Se caracteriza ademas del antigeno de superficie
y del Anti- HBc, es positivo el HBeAg, el HBV-DNA y la DNA polimerasa. El
HBCAg se detecta en el nucleo y en el citoplasma del hepatocito; el genoma
virico o fragmentos se detectan en el citoplasma. Esta disminuido en el suero
el cociente de linfocitos T4/T8. La persona es muy infecciosa. La duracion de
esta fase es muy variable.

1.5.1.2 Fase no Replicativa: Se caracteriza por ausencia de replicacién
viral. Las transaminasas descienden a valores normales o casi normales. El
HBeAg se negativiza y aparece el Anti- HBe; también se negativizan el HBV-
DNA y la DNA polimerasa. EI HBsAg descienden en titulacién pero
habitualmente permanece positivo toda la vida; se debe a que una parte del
genoma viral (la que codifica la sintesis del HBsAg) se ha integrado en
algunos hepatocitos y estos, al multiplicarse, dan lugar a hepatocitos con
genomas modificados por secuencias del DNA virico. Esta fase es muy

prolongada; a veces dura toda la vida.



FIGURA #10 FASES DE LA HEPATITIS
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1.5.2 CARACTERISTICAS DE LA HBV CRONICA
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TABLA # 6 (Tomada de Kelley, William N. Et al. Medicina interna. Panamericana

1990 Pag. 634)




1.5.3 ESTUDIO DE LA INFECCION POR HBV

los métodos serologicos suministran informacion vital en la infeccion por
HBV. Las pruebas de diagndstico se oficializaron en 1972 y actualmente las
técnicas del laboratorio pueden detectar pequefias cantidades de AgsHB (0.5
ng /ml) con una sensibilidad del 99%, reduciendo el riesgo de infeccion (28)

Un pequefio niumero de portadores crénicos pueden tener una concentracion
de AgsHB igual a un picogramo, siendo indetectable por la técnica empleada.

En este caso los donantes son determinados por medio de anti - HBc. (24)

Los datos clinicamente importantes como infeccion reciente, ventana
inmunoldgica, infeccion cronica, estado de portador, infeccion resuelta e
inmunidad por vacunas; puede determinarse mediante cuatro marcadores
bésicos: AgsHB, AntiHBc IgM, AntiHBc total y AntiHBs. (29)

1.5.4 Interpretacién de los marcadores serolégico de HVB

El AgsHB es el marcador mas empleado en el tamizaje de donantes de
organos o sangre, aungue su presencia en ausencia de otros marcadores no
se constituye como prueba concluyente especialmente en los donantes de
sangre, en cuyo caso las técnicas empleadas subestiman la incidencia

debido a una antigenemia transitoria y natural.

El anti-HBc IgM es el marcador mas confiable para establecer una diferencia
entre infecciones recientes o pasadas. Establece el diagndstico de hepatitis
aguda ya que esta presente desde el comienzo de los sintomas y permanece
hasta la convalecencia por un periodo hasta de seis meses. (30) El anti-HBc

IgG aparece poco después del inicio de sintomas siendo detectable por toda



la vida, estando presente en infeccidon aguda, cronica y en quien resolvio la
enfermedad. Es el marcador mas util en estudios seroepidemioldgicos y para

contactos de los pacientes. (29)

El anti-HBs establece inmunidad al virus ya sea por resolucién del proceso
infeccioso o por vacunacion. Puede ser determinado de forma cualitativa y
cuantitativa en el dltimo caso se mide en miliunidades internacionales por litro
(mUIL).

Corrientemente no es necesario ni conveniente solicitar todos los
marcadores; su estudio debe hacerse de acuerdo al estado del paciente asi:
en caso de la infeccién aguda es necesario realizar AgsHB e anti-HBc IgM. Si
el AgsHB es el Unico marcador positivo es necesario repetir el estudio para

verificar si se trata de una infeccion muy temprana o un falso positivo.

En el caso del control de infecciones agudas o cronicas se hace
determinando AgsHB los cuales permiten establecer la persistencia o
resolucion del proceso respectivamente. En la infeccion aguda el control se
realiza en 3-6 meses después del diagnéstico inicial. En la infeccion cronica
se hace anualmente debido a la tasa de seroconversion (2%) anual en los
portadores. (30)

Para estudios epidemioldgicos y de contactos, el tamizaje se hace con el
anti-HBc. En quienes este marcador resulta positivo se determina el anti-HBs

y AgsHB para diferenciar portadores de quienes ya resolvieron el proceso.

Se ha establecido nacional e internacionalmente que a toda unidad de
sangre debe realizarse el AgsHB,; sin embargo, analizarla para anti-HBc

aumenta la posibilidad de detectar infectados y con ello la seguridad de la



transfusion. De acuerdo al resultado obtenido en las pruebas se seguira el

procedimiento respectivo. (tabla 7 Y 8)

En caso de que un paciente con hepatitis fallezca se debe determinar la
causa mediante las siguientes pruebas:

- Estudio de los marcadores seroldgicos: en las primeras horas de la
muerte tomar una muestra de sangre por puncion cardiaca y enviar el suero
refrigerado al laboratorio de referencia.

- Estudio histopatolégico: mediante necropsia o viscerotomia, tomar una
muestra de higado (2x1 cm) dentro de las primeras 12 horas, enviar el formol

salino al 10% (90 mililitros de solucidn salina mas 10 mililitros de formol.



AgHBs

REACTIVA NO REACTIVA
Analizar de nuevo la muestra La unidad puede ser transfundida
empleando una prueba semejante o fraccionada.

a la anterior
\— EXAMEN POR DUPLICADO

REACTIVA / REACTIVA DOBLEMENTE

@) NO
RECTIVA / NO REACTIVA REACTIVA
Descarte la unidad, confirme el La unidad puede ser transfundida
Resultado por prueba de neutralizacion o fraccionada

PRUEBA DE NEUTRALIZACION

POSITIVA NEGATIVA
Notificar al donante remitirlo El donante puede ser
Para completar el estudio y readmitido

Rechazarlo definitivamente

TABLA #7 ESTIDIO DE LA UNIDAD DE SANGRE PARA VHB.



2. DISENO EXPERIMENTAL

2.1 TIPO DE ESTUDIO

Descriptivo

2.2 POBLACION

Para llevar a cabo este estudio se incluyeron los sueros de 92 donantes
altruistas del Banco de Sangre de la Cruz Roja Colombiana Sede Nacional,
recolectados en periodo comprendido entre el 14 de junio y el 27 de julio de
2000 en forma aleatoria cuyos resultados para las pruebas de HBsAg fueran
negativos y para el anti-HBc fueran reactivos o inconcluyentes.

Ademas de esto se tuvo en cuenta que los mismos fueran negativos para las

restantes pruebas de rutina como sifilis, chagas, HIV tipo 1y 2 y HVC. (20)

2.3 TIPO DE MUESTRA.

Todos los Kits comerciales indican con claridad si se requiere plasma o
suero. Es fundamental cumplir con las especificaciones. Todas las pruebas
de deteccién de anti-HBc emplean suero. Esto implica que en lo posible
deben evaluarse muestras coaguladas que no contengan material en
suspension. La estandarizacion de la recoleccidbn es muy importante para
garantizar la obtencion de muestras en condiciones Optimas e identificadas
en forma correcta. Cuando se requiere suero, la coagulacion debe ser
completa, si no es asi, se pueden registrar resultados falsos positivos.

En general las muestras se conservan en el refrigerador de 28 grados
cuando se efectla la prueba dentro de las 48 horas siguientes a la toma de
la sangre si va a transcurrir mas tiempo, es necesario congelar las muestras
y una vez se vayan a usar mezclar bien las muestras cuando estén

descongeladas, se debe evitar ciclos de congelacién y descongelacion



repetidamente. Para evitar hemolisis separe el suero del coagulo o el
plasma de los eritrocitos tan pronto como sea posible. Evite la
contaminacion bacteriana conservando las muestras a temperatura de
2 —8 °C durante dos semanas o a -20 °C de uno a cinco afios en alicuotas
de 1 ml. Las descongelaciones repetidas o con particulas en suspension
dan resultados erréneos. (9)

No deben utilizarse muestras hemolizadas o lipémicas porque podrian
generar resultados falsos positivos o impedir la lectura correcta.

Como siempre, s6lo deben usarse muestras de buena calidad, si es factible

frescas, con coagulacion completa y conservadas en forma adecuada. (20)

2.3.1 RECOLECCION DE LA MUESTRA

Todas los sueros se recolectaron y manejaron con extremado cuidado para
evitar contaminacion durante todo el proceso. Todos los sueros fueron
probados para HBsAg y anti-HBc por el laboratorio Organon Teknika en el
Banco de Sangre de la Cruz Roja Colombiana Sede Nacional.
Posteriormente fueron almacenados a —37 grados en el Banco de Sangre

hasta su procesamiento.

2.4 DETERMINACION DEL MARCADOR ANTI-HBc IgM PARA VHB.

El procesamiento de las muestras se realiz6 teniendo en cuenta las
variables que ayudarian a cumplir con los objetivos del estudio. Los sueros
se sacaron de —37 grados y se llevaron a la nevera para ser atemperados a 7
grados y posteriormente llevados a temperatura ambiente luego se
centrifugaron y se probaron para anti-HBc IgM empleando dos casas
comerciales: Laboratorio Ay Laboratorio B.

Anti-HBcIgM : El inmunoensayo enzimatico empleado para la determinacion

de este marcador en suero se basa en el principio Sandwich con captura de



anti-HBc IgM dado que es muy especifico ya que los anticuerpos presentes
en la muestra se fijan a los antigenos virales inmovilizados y luego se
detectan mediante antigenos libres marcados con enzimas. Se empleo el
sistema de micro ELISA siguiendo las recomendaciones de cada una de las

casas comerciales empleadas.

2.5 ELISA

Existe para detectar antigenos o anticuerpos. En general los mas simples se
basan en el empleo de antigenos virales inmovilizados que capturan los
anticuerpos presentes en las muestras para describir los ELISAS a menudo
se usan los términos Primera, Segunda y Tercera generacion que se refieren
a la fuente antigénica.

* Los de primera generacion: Utilizan virus nativos purificados o no
purificados o lisados celulares infectados preparados a partir de cultivos.

* Los de segunda generacién: Consisten en antigenos recombinantes
obtenidos por clonacidon de fragmentos de &acido nucleico virales en
levaduras, cultivo y purificacion de las proteinas virales.

* Los de tercera generacién: recurren a polipéptidos virales producidos por

sintesis quimica. (31)

251 ELISAS USADASEN EL ESTUDIO

2511 LABORATORIOB

El Cobas Core Anti-HBc IgM es un enzimoinmunoensayo en fase sélida que
se realiza en dos etapas y se basa en el principio de la captura de
anticuerpos. En una primera etapa, las muestras diluidas del paciente se
incuban con bolas cargadas de un anticuerpo monoclonal (ratén), especifico
para IgM humanas. Las IgM anti-HBc presentes en la muestra se fijan a la

fase solida (bola). Tras el lavado, se afiade antigeno HBc recombinante



(rHBcAgQ) y conjugando anticuerpos anti-HBc- peroxidasa (anticuerpo anti-
HBc conjugados con peroxidasa de rdbano picante) El conjugado se fija al
HBcAg de la bola. Después de un segundo lavado se incuban las bolas con
el substrato enzimatico a fin de desarrollar un producto coloreado. La
formacion de color puede detenerse agregando acido. La intensidad de color
es proporcional a la cantidad de anticuerpos IgM — Anti-HBc fijados. La
intensidad se mide y compara con la de los controles positivo y negativo que
han sido analizados paralelamente.

2512 LABORATORIOA

Es un inmunoensayo en fase sélida que usa el principio Sandwich que mide
en forma especifica anti-HBc IgM en suero humano o plasma. En la primera
incubacion, los anticuerpos IgM del espécimen son capturados en perlas
recubiertas con el anticuerpo especifico para IgM humana. En la segunda
incubacion recombina el HBAg Y el anticuerpo conjugado con peroxidasa de
rabano picante que se adiciona después de la reacciéon con el anti-HBc IgM
especifico capturado en las perlas. Después de lavar el material, las perlas
son trasferidas al interior de los tubos para desarrollar la actividad enzimatica
con la peroxidasa de rabano picante junto con la enzima sustrato peroxido de
hidrogeno y fenilendiamina . La reaccién enzimética es parada por la adicion
de &cido y la intensidad del color de la solucibn es medida con
espectrofotébmetro. El valor de la absorbancia es proporcional a la cantidad
de IgM Anti-HBc de la muestra.

2.6 CUTOFF (PUNTO DE CORTE O LIMITE DE REACTIVIDAD):
Es la regidn de corte de los resultados, es decir, el valor a partir del cual se

considera un resultado como positivo.



Para diagnéstico en el Banco de Sangre se requiere alta sensibilidad en las
pruebas utilizadas. Debe evitarse falsos negativos por el peligro de
transfundir sangre infectada.

Para diagnostico clinico se requiere alta especificidad en las pruebas
utilizadas. Debe evitarse obtener falsos positivos por el riesgo de iniciar
tratamientos en individuos sanos.

En una prueba de ELISA el resultado de la reaccion es definido por la lectura
de la absorbancia o densidad Optica. Usualmente, cada estuche comercial
tiene su forma de calcular el punto de corte; por encima o por debajo del cual
las muestras se consideran reactivas o0 no reactivas, respectivamente.

Una muestra indeterminada o inconcluyente es aquella cuyos valores de DO
estan incluidos en la zona gris 0 zona limite. Esta zona comprende la franja
de valores alrededor del punto de corte, dentro de la cual no se puede dar
un resultado con certeza. (32)

El fabricante de los estuches diagndstico indican coémo definir la zona limite.
Ejemplo: ELISA

CASA COMERCIAL
PUNTO DE CORTE (PC) 0.20
10% DEL PC 0.20/10=0.02
PC -10% 0.20-0.02= 0.18
LIMITE INFERIOR DE LA
ZONA LIMITE
PC + 10% 0.20+0.02= 0.22
LIMITE SUPERIOR DE LA
ZONA LIMITE
SE CONSIDERAN COMO DE 0.18 A 0.22
INDETERMINADAS LAS
MUESTRAS CON DO




2.7 CATEGORIAS

Los resultados Reactivo- Negativo de las muestras de las muestras fueron
establecidos de acuerdo con los insertos de las casas. Para efectos de este
trabajo, anticipando que algunas muestras podrian arrojar resultados
diferentes, se crearon las siguientes categorias:

* Reactivo: muestra reactiva después de la confirmacién por duplicado y
reproduccion por los dos laboratorios empleados.

* Inconcluyente: Cuando posterior a la confirmacién por duplicado y de
manera reproducible por los dos laboratorios el resultado no es claramente
positivo o negativo alrededor del valor o punto de corte. El indice de
reactividad permanece entre 0,3 y 1,5. Este indice fue establecido para el
marcador anti-HBc formando el 10% del punto de corte (cutoff) de cada
prueba.

* Discrepante: cuando no se obtuvo el mismo resultado de manera
reproducible por los dos laboratorios.

* Negativo: muestra no reactiva de forma reproducible mediante los dos

laboratorios usados.

2.8 PLAN DE ANALISIS

Para el andlisis de la informacién se cre6 una base de datos en Epi — Info
versién 6.04d de 2001 (A word processing, database and statistics program
for Public Health), con base en un listado de variables, sus posibles

resultados y su codificacion.(33)

Se realiz6 un analisis donde se calculd la frecuencia, porcentaje acumulado,
promedio, media, varianza, desviacion estandar, error estandar, valor

maximo medio y minimo, moda para cada casa comercial.



3. RESULTADOS

Al estudio ingresaron un total de 92 muestras tomadas de la seroteca del
Banco de Sangre de la Cruz Roja Colombiana Sede Nacional, en un periodo
comprendido entre el 14 de junio y el 27 de julio del 2000; caracterizados por
anti- HBc reactivo o inconcluyente y ausencia del Ag- HBs. Estos sueros
fueron probados para un Unico marcador de HVB (anti- HBc IgM) mediante
dos laboratorios, y encontrandose resultados reproducibles sélo por el
laboratorio A se encontraron dos sueros reactivos y uno inconcluyente para
el marcador anti- HBc IgM, con una prevalencia del 3.2% que representa la
posibilidad de transmitir el virus de cada 100 unidades transfundidas, y
ochenta y nueve sueros con resultados negativos para éste marcador, con
una prevalencia de 96.7% Esto indica un mayor porcentaje de sueros que no
se encuentran en infeccion aguda, es decir, que son serologicamente no
infectantes (figura # 11 PREVALENCIA Anti— HBc IgM )

LABORATORIO A LABORATORIO B
N R N I % n R N I %
3 2 89 1 3.2 0 0 92 0 96.7

TABLA # 9 PREVALENCIA Anti — HBc IgM laboratorio Ay B
n= total reactivos e inconcluyentes  N= total negativos

R= total reactivos I= total inconcluyentes

3.1 PREVALENCIA DEL MARCADOR anti- HBc IgM
La frecuencia encontrada para éste marcador es diferente en cada una de las

casa comerciales usadas como se puede observar en las tablas # 10, 11.



LABORATORIO (A)

ABSORBANCIA FRECUENCIA|PORCENTAJE|JACUMULADO
0,018 2 2,20% 2,20%
0,019 5 5,40% 7,60%

0,02 3 3,30% 10,90%
0,021 2 2,20% 13,00%
0,022 4 4,30% 17,40%
0,023 1 1,10% 20,70%
0,024 2 2,20% 20,70%
0,025 5 5,40% 26,10%
0,026 2 2,20% 28,30%
0,027 2 2,20% 30,40%
0,028 5 5,40% 35,90%
0,029 3 3,30% 39,10%

0,03 2 2,20% 41.30%
0,032 2 2,20% 43,50%
0,033 5 5.40% 48.90%
0,034 3 3.30% 52.20%
0,035 1 1,10% 53.30%
0,036 5 5.40% 58.70%
0,037 1 1.10% 59.80%
0,038 2 2.20% 62%
0,039 2 2.20% 64,10%

0,04 5 5.40% 69.60%
0,041 1 1.10% 70.70%
0,042 1 1.10% 71.70%
0,044 2 2.20% 73.90%
0,045 1 1.10% 75.00%
0,048 1 1.10% 76.10%
0,052 1 1.10% 77.20%
0,056 1 1.10% 78.30%
0,057 1 1.10% 79.30%
0,058 2 2,20% 81.50%
0,061 1 1.10% 82.60%
0,065 1 1.10% 83.70%
0,066 1 1.10% 84.80%
0,074 1 1.10% 85.90%
0,075 1 1.10% 87.00%
0,094 1 1.10% 88.00%
0,102 1 1.10% 89.10%
0,113 1 1.10% 90.20%
0,122 1 1.10% 91.30%
0,188 1 1.10% 92.40%
0,211 1 1.10% 93.50%
0,239 1 1.10% 94.60%
0,253 1 1.10% 95.70%

0,26 1 1.10% 96.70%
0,309 1 1.10% 97.80%
0,319 1 1.10% 98.90%
0,414 1 1.10% 100%

TOTAL 92 100%




DESVIACION| ERROR
TOTAL MEDIA MEDIANA VARIANZA ESTANDAR |[ESTANDAR
92 5 0,058 0,005 0,073 0,008

MINIMO 25% MEDIANO 75% MAXIMO MODA
0,018 0,025 0,034 0,044 0,414 0,019

TABLA # 10 FRECUENCIAS PARA EL MARCADOR anti —HBc IgM

(laboratorio A)
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LABORATORIO (B)

ABSORBANCIA[FRECUENCIA|PORCENTAJEIACUMULADO
0,002 1 1.10% 1,10%
0,069 1 1.10% 2.20%
0,073 2 2.20% 4.30%
0,076 1 1.10% 5.40%
0,077 1 1.10%! 6.50%
0,078 1 1.10% 7.60%
0,079 1 1.10% 8.70%

0,08 2 2.20%! 10.90%
0,081 2 2.20% 13.0%
0,082 3 3.30% 16.30%
0,083 5 5.40% 21.70%
0,084 2 2.20% 23.90%
0,085 1 1.10%! 25.50%
0,086 1 1.10%! 26,10%
0,087 1 1.10%! 27,20%
0,088 2 2.20% 29.30%
0,089 2 2.20%! 31,50%

0,09 6] 6.50%! 38,00%
0,091 1 1.10% 39.10%
0,094 1 1.10% 40.2%
0,095 4 4.30% 44,60%
0,096 1 1.10%! 45,70%
0,097 2 2.20%! 47,80%
0.098 1 1.10% 48,90%
0,101 2 2.20% 51,10%
0,102 5 5.40% 56,50%
0,104 1 1.10%! 57,60%
0,105 1 1.10% 58,70%
0,107 1 1.10%! 59,80%
0,112 3 3.30% 63%
0,113 1 1.10% 64,10%
0,116 1 1.10%! 65,20%
0,117 2 2.20% 67,40%
0,118 1 1.10%! 68,50%

0,12 1 1.10% 69,60%
0,121 1 1.10% 70,70%
0,125 1 1.10%! 71,70%
0,127 1 1.10%! 72,80%
0,132 1 1.10%! 73,90%
0,135 1 1.10% 75%
0,136 2 2,20%! 77,20%




0,143 1] 1.10% 78,30%
0,144 1] 1.10% 79,30%
0,145 1] 1.10% 80,40%
0,146 1] 1.10% 81,50%
0,15 1] 1.10% 82,60%
0,153 1] 1.10% 83,70%
0,159 1] 1.10% 84,80%
0,19 1] 1.10% 85,90%
0,193 1] 1.10% 87,00%
0,198 1] 1.10% 88,00%
0,209 1] 1.10% 89,10%
0,225 1] 1.10% 90,20%
0,316 1 1.10% 91,30%
0,319 1] 1.10% 92,40%
0,323 1] 1.10% 93,50%
0,333 1] 1.10% 94,60%
0,395 1] 1.10% 95,70%
0,417 1] 1.10% 96,70%
0,498 1 1.10% 97,80%
0,608 1] 1.10% 98,90%
0,621 1] 1.10% 100%
TOTAL 92 100%
DESVIACION
TOTAL| MEDIA | MEDIANA | VARIANZA ESTANDAR | ERROR ESTANDAR
92 13 0.137/0.011 0.107 0.011
MINIMO 25% MEDIANO 75% MAXIMO MODA
0.002 0,085 0,101 0,136 0,621 0,09

TABLA # 11 FRECUENCIAS PARA EL MARCADOR anti —HBc IgM

(laboratorio B)



FIGURA 13. FRECUENCIAS
PARA EL MARCADOR Anti-
HBcIgM (lab. B)
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3.1.1. Anti —HBc IgM:

La tabla # 12 indica que de 50 muestras inconcluyentes que corresponden al
54.34% para Anti —HBc total solo 1 fue inconcluyente para el marcador Anti
—HBc IgM que representa el 1.086% por laboratorio A y cero (0%) para
laboratorio B. Esto nos indica que la muestra del laboratorio A puede ser un
Anti-HBc IgM positivo, una prueba cruzada con Anti-HBc 1gG o un falso
positivo. Mentras que el laboratorio B nos indica que puede ser un falso
negativo o tiene Anti—HBc IgG y no tiene Ant—-HBc IgM.

De 42 muestras reactivas que corresponden al 45.66% para Anti —HBc total
s6lo dos fueron reactivas para el marcador Anti-HBc IgM, que representa el
2.17% por laboratorio A 'y cero (0%) para el laboratorio B; esto significa que
las muestras reactivas en el laboratorio A son Anti-HBc IgM positivas o un
falso positivo o Anti-HBc 1gG + Ant—HBc IgM y que los resultados obtenidos
por el laboratorio B tienen Ant—-HBc IgG.

Core % IgM % IgM %
total Lab. (A) Lab. (B)
I 50 54.34 1 1.086 0 0
N 0 0 89 96.74 92 100
R 42 45.66 2 2.17 0 0
TOTAL 92 100% 92 100% 92 100%

TABLA # 12. DISTRIBUCION PORCENTUAL PARA EL PATRON

SEROLOGICO POR LAS DOS CASAS COMERCIALES.




El laboratorio A posiblemente es mas sensible que el laboratorio B porque se
estan comparando con Anti-HBc total (Organon Teknika). Las muestras del

laboratorio B posiblemente son especificas y no sensibles.

La tabla # 13 indica que de 47 mujeres que equivalen al 50% del estudio una
mujer (1.06%) es reactiva para el marcador Anti —HBc IgM y 46 (48.93%)
son negativas para el mismo marcador y de 45 hombres que equivalen al
50% del estudio un hombre (1.11%) es inconcluyente para el marcador Anti
—HBc IgM, un hombre (1.11%) es reactivo y 47 hombres (47.77%) son
negativos para el mismo marcador. Esto constituye el 100% de donantes que
fueron analizados por laboratorio A.

Del 100% de donantes que fueron analizados por el laboratorio B el 50% de
las mujeres y el 50% de los hombres fueron negativos para el marcador

serolégico Anti —HBclIgM.

SEXO SEXO

igM F | % | M | % igM F % | M | %
LAB. A LAB. B

| 0 0 1 | 111 |

R 1 106 ]| 1 |111 R

N 46 | 48.93| 43 |47.77| N 47 | 50 | 45 | 50
TOTAL | 47 | 50% | 45 | 50% | TOTAL | 47 | 50% | 45 |50%

TABLA # 13. REACTIVIDAD SEGUN SEXO Y LABORATORIO
EMPLEADO



4. DISCUSION

El tamizaje de rutina en los donantes de sangre para AgsHB ha disminuido
significativamente la incidencia de hepatitis B postransfusional. Previos
reportes realizados en zonas de alta endemia indican que ciertas unidades
de sangre que son AgsHB negativo y poseen altos niveles de anti-HBc, son

potencialmente infecciosos. (28)

Algunos estudios de la infeccién por Hepatitis B en voluntarios y en personas
infectadas de modo natural por el virus parecen indicar que la proporcién de
los sujetos que se convierten en portadores crénicos del antigeno es mayor
entre las personas que han tenido una infeccién leve o inaparente, que entre
las que han tenido una enfermedad mas grave. Por esta razon, la exclusion
de la donacion de sangre de sujetos con antecedentes clinicos de hepatitis B,
pero que no tienen el antigeno detectable, puede no reducir apreciablemente

la frecuencia de la hepatitis entre los receptores de sangre.

El marcador Anti —HbclgM se analiz6 mediante dos laboratorios (A y B)
puesto que éste era uno de los objetivos especificos planteados en nuestro
estudio, que al final no se pudo cumplir porque de acuerdo con los resultados
obtenidos se encontr6 una diferencia entre los dos que no se pudo establecer
en éste estudio y pudo estar debida a que posiblemente una de las casas
comerciales es mas sensible y especifica que la otra y ademas que cada uno
de los kits de los laboratorios empleados posiblemente estén dirigidos hacia

una proteina distinta del Core.

Los resultados de las 92 muestras analizadas con excepcion de los dos

casos reactivos y uno inconcluyente nos permiten observar que



corresponden a donantes no infecciosos que indican estados de inmunidad y

no de infectividad por lo tanto no representan ningun riesgo transfusional.

El perfil serolégico puede ser empleado en el monitoreo del curso de la
enfermedad y provee una correlacion serolégica con el progreso de la
misma. El significado e interpretacién del patrén serolégico determinado en

este estudio es el siguiente:

El Anti-HBclgM en concentraciones altas indican la presencia de una
hepatitis viral aguda, implica que esta en marcha una enfermedad crénica
relacionada con el virus B; que esta a titulos muy elevados en la fase aguda
o de convalecencia, a titulos de uno en mil en estadios crénicos de la
enfermedad y es negativo en infecciébn pasada, después de seis a doce
meses de la recuperacion que es cuando sélo se detecta IgG. En la hepatitis
fulminante el AgsHB puede estar en concentraciones bajas o no ser
detectable. El diagndstico se puede hacer solamente mediante el hallazgo de

Anti-HBclgM en el suero.

Considerando la importancia del VHB y teniendo en cuenta que es un
problema de salud publica presente en todo el mundo, se hizo este estudio
para confirmar de acuerdo con los resultados obtenidos, que se demuestran
en las tablas 9 y 12 que el Anti-HBc IgM es un marcador muy especifico;
sin embargo, el hecho de que este marcador se presente en el 3.2% de las
muestras, sugiere un estado infeccioso y por ende no se pueden emplear con
fines transfusionales. Por otro lado, el restante 96.7% de los sueros que son

no infecciosos pueden emplearse con fines transfusionales.

Para poder reentrar al donante después de un periodo de 4 — 6 meses es

necesario repetir por el laboratorio todos los marcadores seroldgicos para el



VHB mas las pruebas de tamizaje de rutina, porque si un donante que era un
falso positivo en un principio se demuestra que es un donante sano porque
todas sus pruebas son no reactivas, se acepta como donante, de lo contrario,

se rechaza definitivamente al donante y se incinera la unidad.

Recientes estudios establecen que Anti-HBclgM persiste por un periodo mas
largo durante la fase cronica que durante la fase aguda. EI Anti-HBclgM es
detectable en ambas fases, y es considerado como un marcador muy

especifico para el serodiagndstico de la hepatitis B aguda. (39)



5. CONCLUSIONES

- En Colombia existen dos tipos de Bancos de Sangre uno el que hace
anti-HBc total que esta protegido y tiene la posibilidad de tener un soélo
periodo de ventana inmunoldégica y el que no lo hace que tiene la posibilidad
de tener un periodo de ventana adicional. El que sélo hace AgsHB y no hace
anti-HBc total podrian estar positivos el Core M, el Core G o el Core G mas
el Core My los tres pueden dar periodo de ventana, porque cuando el AgsHB
se eleva tres a cinco semanas después se elevan los anticuerpos anti—
HBclgG y M al tiempo. Cuando el anti — HBclgM empieza a caer el anti—
HBclgG ésta en su periodo maximo. Si un Banco de Sangre sélo hace anti—
HBclgM tiene la posibilidad de tener un periodo de ventana adicional que

seria el 2 y no se puede detectar sino se hace anti— HBc total.

- Colombia es un pais endémico para el VHB, por eso es importante que
los Bancos de sangre hagan anti — HBc total dado que existe la posibilidad
de transmitir el virus en al menos el 3.2 % de cada 100 unidades
transfundidas, donde el 98% se cura y el 2% se cronifica y se vuelve cirrosis
o cancer hepatico, de ésta forma se mejora la calidad de la medicina

transfusional y se evita el contagio y propagacién de la enfermedad.

- Es importante hacer core total ya que el VHB presenta mutaciones en sus
regiones geneéticas que hacen que el AgsHB disminuya su expresion por el
laboratorio y se puedan estar transfundiendo pacientes con viremia positiva

debido a que el antigeno de superficie esta deprimido .

- En el estudio se encontro un resultado inconcluyente que representa una
reaccion no especifica dentro del estudio que pudo estar debida a que el core

da falsos positivos porque es una prueba muy sensible o porque esta



muestra pudo tener un core total tal alto que sobrepasa el valor del punto de

corte de la prueba pasando como inconcluyente,

- Si hay una infeccion aguda por el VHB en cualquier etapa que curse
concomitantemente con VHD el antigeno de superficie se deprime. Si el
AgsHB que debiera esta elevado se disminuye el anti — HBc es el Unico
marcador que se detecta de esta forma se esta protegiendo al receptor
porgue si el banco de sangre hace core total esta disminuyendo el riesgo de

infeccion del VHB y VHD por transfusion porque la unidad se incinera.

- Se pueden recuperar todos los donantes que no tienen la infeccién ya que
el core total es una prueba poco especifica pero muy sensible es decir tiene
mas falsos positivos que falsos negativos es por esto que aquellos donantes
gue tengan core total reactivo o inconcluyente y AgsHB no reactivo se
pueden reentrar después de un periodo de 4-6 meses si todas las pruebas
son no reactivas, esto nos indica que el donante era un falso positivo y esta
sano, de lo contrario si alguna prueba es reactiva o inconcluyente después
de 4-6 meses se debe rechazar al donante en forma definitiva.

- El presente estudio confirma y ofrece hallazgos importantes en el
significado que tiene el core total en los bancos de sangre en Colombia y el
impacto que tiene desde el punto de vista epidemiolégico para tomar
medidas en el Pais, empezando por establecer esta prueba como obligatoria
mediante el decreto 1571 de 1993 ya que estamos en zona endémica para el
VHB, VHD y VIH.

- Se podria transfundir aquellas unidades pertenecientes a donantes cuyo

perfil serolégico para HVB no represente ningun riesgo para la transmision de



la infeccion por via parenteral, si éste nos indica estados de inmunidad y no

de infectividad.

- Para diferenciar una infeccién aguda en periodo de ventana inmunoldgica
o infeccion pasada sin seroconversion (de antigeno a anticuerpo) es
necesario determinar la anti — HBclgM que se encuentran titulos elevados en
la fase aguda o de convalecencia, a titulos de 1/1000 en estadios cronicos de
la enfermedad, y es negativo en infeccién pasada (después de seis a doce

meses de la recuperacion solo se detectan 1gG).

- Titulos en aumento anti-HBc y la presencia de anti-HBcIgM sugiere una
hepatitis B aguda y se ha demostrado con el curso serolégico de la
enfermedad que una porcién de pacientes con infeccion aguda con HVB
nunca pueden detectarsen anti-HBsAg, en algunos el HBsAg se vuelve
indetectable antes de terminar la enfermedad y en unos pocos esta negativa,
incluso antes del comienzo de la enfermedad. En este tipo de pacientes con
HVB aguda, la infeccion puede establecerse por la presencia de anti—
HBclgM.



6. RECOMENDACIONES

Se deja abierta la posibilidad de un nuevo estudio con mas nuamero de
muestras y los casos positivos confirmarlos por PCR, ya que es una prueba
muy sensible , especifica y rapida para detectar el ADN del VHB mediante la

reaccion en cadena de la polimerasa . Se puede detectar incluso la presencia

de un solo genoma viral.

Si se hace uso de la PCR, se puede encontrar el ADN del VHB en el suero y
en el Higado después de la perdida del AgHBs, sobretodo en los que han
recibido tratamiento antiviral. La presencia del ADN del VHB en el suero
detectada por PCR es un buen indicador del grado de viremia, se puede
poner en relacion con las concentraciones séricas de las transaminasas y

corre paralela a la presencia del AgHBs en el suero.



DETERMINACION DEL ANTICUERPO CONTRA EL ANTIGENO CORE DE
TIPO IgM EN SUEROS INCONCLUYENTES Y REACTIVOS PARA CORE
TOTAL DEL VHB TOMADOS DE LA SEROTECA DEL BANCO DE
SANGRE DE LA CRUZ ROJA COLOMBIANA SEDE NACIONAL.
JACKELINE GARCIA, PAOLA MARTINEZ

RESUMEN

En éste estudio se determind el grado de infectividad por medio del
anticuerpo contra el antigeno core de tipo IgM usando dos laboratorios
cuando el HBsAg es no reactivo y el anticuerpo contra el antigeno core total
es reactivo o inconcluyente, teniendo en cuenta que los mismos fueran
negativos para las demas pruebas de tamizaje como sifilis, chagas, VIH tipo
1y 2,y HVC en 92 sueros tomadas de la seroteca del Banco de Sangre de la
Cruz Roja Sede nacional, en un periodo comprendido entre el 14 dejunio y el
27 de julio del 2000 analizando los resultados para una segunda entrada de
posibles donantes.

ABSTRACT

In this study the infectividad degree was determined by means of the
antibodyagainst the antigen type core IgM using commercial two house (A
and B) when the HBsAg is | don't reactivate and the antibody against the
antigen total core is reagent or inconclusive, keeping in mind that the same
ones were negative for the other tamizaje tests like syphilis, chagas, VIH type
1 and 2, and HVC in taken 92 serums of the seroteca of the Bank of blood of
the Red Cruz of Santafé of Bogota, in one period understood between June
14 and July 27 the 2000 analyzing the results for a second entrance of
possible donors.

PALABRAS CLAVES: Marcadores serolégicos , anti-HBc IgM , ELISA,
Reactiva, inconcluyente.

INTRODUCCION

Uno de los principales efectos
adversos en las transfusiones, es
la transmision de infecciones, el
riesgo de adquirirlas varia de
acuerdo a la prevalencia en la
poblacion donadora. Para tal fin se
han establecido pruebas de

laboratorio obligatorias a realizar
en toda unidad de sangre, las
cuales son mencionadas en
decreto 1571 de 1993 vy
corresponden a: Virus de la
inmunodeficiencia humana tipo 1y
2 (HIV 1-2), Antigeno de superficie
del virus de la hepatitis B (AgsHB),



Virus de la hepatitis C (HVC) y
Sifilis. Por otro lado, segun la
prevalencia regional, deben ser
realizadas pruebas adicionales a
las citadas anteriormente, con el fin
de ser ajustados a las necesidades
de cada zona; es por esto que la
resolucion No. 001738 del 30 de
mayo de 1995, decreta la
realizacion de la prueba para
Tripasoma cruzi (Chagas). (1)

En donantes de sangre
manifiestamente sanos de
diferentes partes del mundo se
han encontrado grandes
variaciones de la prevalencia del
antigeno de la hepatitis B. La
prevalencia varia  también con
factores tales como la posicion
social y economica y el sexo del
donante, que la donacién sea
voluntaria o remunerada y que el
donante viva en su casa 0 en una
institucion. El antigeno se ha
detectado més frecuentemente en
varones de los grupos mas
jovenes. (3)

Con este estudio queremos
determinar la infectividad para el
virus de la hepatitis B (HVB) en
unidades de sangre. Se realiz6 un
estudio descriptivo (estudio 'y
reporte de casos), que incluy6 92
muestras de donantes del Banco
de sangre de sangre de la Cruz
roja colombiana Sede nacional,
cuyas caracteristicas fueron ser
reactivos o inconcluyentes para
Anti HBc y negativos para el
AgsHB; las cuales fueron probadas
para Anti HBc IgM, empleando dos

laboratorios diferentes con el fin de
ver aquellas muestras que
representan  un  alto  riesgo
transfusional y aquellas que no son
seroldgicamente infectantes.

MATERIALES Y METODOS

Todas los sueros se recolectaron y
manejaron con extremado cuidado
para evitar contaminacién durante
todo el proceso. Todos los sueros
fueron probados para HBsSAg y
anti-HBc  por el laboratorio
Organon Teknika en el Banco de
Sangre de la Cruz Roja
Colombiana sede nacional.
Posteriormente fueron
almacenados a —37 grados en el
Banco de Sangre hasta su
procesamiento.

DETERMINACION DEL
MARCADOR ANTI-HBc IgM
PARA VHB.

El procesamiento de las muestras
se realizo teniendo en cuenta las
variables que ayudarian a cumplir
con los objetivos del estudio. Los
sueros se sacaron de —37 grados y
se llevaron a la nevera para ser
atemperados a 7 grados vy
posteriormente llevados a
temperatura ambiente, luego se
centrifugaron y se probaron para
anti-HBc IgM empleando dos
casas comerciales: Laboratorio Ay
Laboratorio B .

Anti-HBcIgM : El inmunoensayo
enzimatico empleado para la
determinacion de este marcador en
suero se basa en el principio



Sandwich con captura de anti-HBc
IgM dado que es muy especifico
ya gue los anticuerpos presentes
en la muestra se fijan a los
antigenos virales inmovilizados y
luego se detectan mediante
antigenos libres marcados con
enzimas. Se empleo el sistema de
micro  ELISA  siguiendo las
recomendaciones de cada una de
las casas comerciales empleadas.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Al estudio ingresaron un total de 92
muestras tomadas de la seroteca

LABORATORIO |LABORATORIO
A B
N[{R{N[I|% [n[R[N|I|] %
312(89]|1(3.2]0]0]92]|0|96.7

PREVALENCIA Anti—HBc IgM
LABORATORIOAYB

n= total reactivos e inconcluyentes
N= total negativos

R= total reactivos

I= total inconcluyentes

del Banco de Sangre de la Cruz

Roja Colombiana Sede Nacional,

en un periodo comprendido entre

el 14 de junio y el 27 de julio del

2000; caracterizados por anti-
HBc reactivo o inconcluyente y
ausencia del Ag- HBs. Estos
sueros fueron probados para un
unico marcador de HVB (anti- HBc
IgM) mediante dos laboratorios, y
encontrandose resultados
reproducibles sélo por el
laboratorio A se encontraron dos
sueros reactivos y uno
inconcluyente para el marcador
anti- HBc IgM, con una prevalencia
del 3.2% que representa la
posibilidad de transmitir el virus de
cada 100 unidades transfundidas,
y ochenta y nueve sueros con
resultados negativos para éste
marcador, con una prevalencia de
96.7%. Esto indica un mayor
porcentaje de sueros que no se
encuentran en infeccién aguda, es
decir, que son serologicamente no
infectantes.

Core % IgM Lab A % IgM Lab B %
total
I 50 | 54.34 1 1.086 0 0
N 0 0 89 96.74 92 100
R 42 | 45.66 2 2.17 0 0
TOTAL | 92 | 100% 92 100% 92 100%

La anterior tabla indica que de 50
muestras  inconcluyentes  que
corresponden al 54.34% para Anti
—HBc total sélo 1 fue inconcluyente
para el marcador Anti-HBclgM
que representa el 1.086% por
laboratorio A y cero (0%) para
laboratorio B. Esto nos indica que
la muestra del laboratorio A puede
ser un Anti-HBcIgM positivo, una
prueba cruzada con Anti-HBcIgG o
un falso positivo. Mientras que el
laboratorio B nos indica que puede
ser un falso negativo o tiene Anti—
HBc IgG y no tiene Ant—-HBcIgM.

De 42 muestras reactivas que
corresponden al 45.66% para Anti
—HBc total sOlo dos fueron
reactivas para el marcador Anti—
HBc IgM, que representa el 2.17%



por laboratorio A y cero (0%) para
el laboratorio B; esto significa que
las muestras reactivas en el
laboratorio A son Anti-HBc IgM
positivas o un falso positivo o Anti—
HBc 1gG + Ant—HBc IgM y que los
resultados obtenidos por el
laboratorio B tienen Ant—HBc IgG.

PREVALENCIA anti- HBclgM PARA
LABORATORIOA Y B

DISTRIBUCION PORCENTUAL
PARA EL PATRON
SEROLOGICO POR LAS DOS
CASAS COMERCIALES.

[ e

CONCLUSIONES

- En Colombia existen dos tipos
de Bancos de Sangre uno el que
hace anti-HBc total que esta
protegido y tiene la posibilidad de
tener un solo periodo de ventana
inmunoldgica y el que no lo hace
gue tiene la posibilidad de tener un
periodo de ventana adicional. El
gue so6lo hace AgsHB y no hace
anti-HBc total podrian estar
positivos el Core M, el Core G o el
Core G mas el Core My los tres
pueden dar periodo de ventana,
porque cuando el AgsHB se eleva
tres a cinco semanas después se
elevan los anticuerpos anti—
HBclgG y M al tiempo. Cuando el
anti — HBclgM empieza a caer el
anti-HBclgG ésta en su periodo
méximo. Si un Banco de Sangre
s6lo hace anti-HBcIgM tiene la
posibilidad de tener un periodo de
ventana adicional que seria el 2 y
no se puede detectar sino se hace
anti — HBc total.

- Colombia es un pais endémico
para el VHB, por eso es importante



gue los Bancos de sangre hagan
anti — HBc total dado que existe la
posibilidad de transmitir el virus en
al menos el 3.2 % de cada 100
unidades transfundidas, donde el
98% se cura y el 2% se cronifica y
se vuelve cirrosis 0 cancer
hepatico, de ésta forma se mejora
la calidad de la medicina
transfusional y se evita el contagio
y propagacion de la enfermedad.

- Es importante hacer core total
ya que elVHB presenta mutaciones
en sus regiones genéticas que
hacen que el AgsHB disminuya su
expresion por el laboratorio y se
puedan estar  transfundiendo
pacientes con viremia positiva
debido a que el antigeno de
superficie esta deprimido .

- En el estudio se encontr6 un
resultado inconcluyente que
representa una reaccibn no
especifica dentro del estudio que
pudo estar debida a que el core da
falsos positivos porque es una
prueba muy sensible o porque esta
muestra pudo tener un core total
tal alto que sobrepasa el valor del
punto de corte de la prueba
pasando como inconcluyente,

- Si hay una infeccion aguda por
el VHB en cualquier etapa que
curse concomitantemente con VHD
el antigeno de superficie se
deprime. Si el AgsHB que debiera
esta elevado se disminuye el anti
— HBc es el unico marcador que se
detecta de esta forma se esta
protegiendo al receptor porque si el

banco de sangre hace core total
esta disminuyendo el riesgo de
infeccion del VHB y VHD por
transfusion porque la unidad se
incinera.

- Se pueden recuperar todos los
donantes que no tienen la infeccion
ya que el core total es una prueba
poco especifica pero muy sensible
es decir tiene mas falsos positivos
gque falsos negativos es por esto
gue aquellos donantes que tengan
core total reactivo o inconcluyente
y AgsHB no reactivo se pueden
reentrar después de un periodo de
4-6 meses si todas las pruebas son
no reactivas, esto nos indica que el
donante era un falso positivo y esta
sano, de lo contrario si alguna
prueba es reactiva o inconcluyente
después de 4-6 meses se debe
rechazar al donante en forma
definitiva.

- El presente estudio confirma y
ofrece hallazgos importantes en el
significado que tiene el core total
en los bancos de sangre en
Colombia y el impacto que tiene
desde el punto de |\vista
epidemiologico para tomar
medidas en el Pais, empezando
por establecer esta prueba como
obligatoria mediante el decreto
1571 de 1993 ya que estamos en
zona endémica para el VHB, VHD
y VIH.

- Se podria transfundir aquellas
unidades pertenecientes a
donantes cuyo perfil seroldgico
para HVB no represente ningun



riesgo para la transmisiéon de la
infeccion por via parenteral, si éste
nos indica estados de inmunidad y
no de infectividad.

- Para diferenciar una infeccion
aguda en periodo de ventana
inmunoldgica o infeccion pasada
sin seroconversion (de antigeno a
anticuerpo) es necesario
determinar la anti — HBclgM que se
encuentran titulos elevados en la
fase aguda o de convalecencia, a
titulos de 1/1000 en estadios
cronicos de la enfermedad, y es
negativo en infeccibn pasada
(después de seis a doce meses de
la recuperacion soOlo se detectan

1gG).

- Titulos en aumento anti-HBcC y
la presencia de anti-HBclgM
sugiere una hepatitis B aguda y se
ha demostrado con el curso
serolégico de la enfermedad que
una porcion de pacientes con
infeccion aguda con HVB nunca
pueden detectarsen anti-HBsAg,
en algunos el HBsAg se vuelve
indetectable antes de terminar la
enfermedad y en unos pocos esta
negativa, incluso antes del
comienzo de la enfermedad. En
este tipo de pacientes con HVB
aguda, la  infeccion  puede
establecerse por la presencia de
anti-HBcIgM.
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FIGURA 11. PREVALENCIA anti- HBclgM PARA EL
LABORATORIO A Y B.
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FIGURA 14. DISTRIBUCION PORCENTUAL
PARA LOS PATRONES SEROLOGICOS POR
LAS DOS CASAS COMERCIALES
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FIGURA 15. REACTIVIDAD SEGUN SEXO Y
LABORATORIO EMPLEADO
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TABLA # 8 CONFIRMACION Y REPORTE DE LA PRUEBA DE ANTICORE DE DONANTES DE SANGRE

Primer montaje - Elisa
Tubo Primario

NOREACTIVO | |
Dar salida a la unidad captar donante

INCONCLUYENTE REACTVO
Montar dos veces del plasma Montar dos veces del plasma
[ | | | | | [ | | | |
2NR INR INR 21Inc linc 2R 2R 1linc 2Inc INR INR 2NR
1R 1linc 1R 1linc 1R
Reportar Reportar Reportar Reportar Reportar Reportar Reportar Montar 3 tubos
NRy discrepancia Incy Ry Ry Incy discrepancia y 2 plasmas, reportar
utilizar la ydescartar descartar la descartar descartar descartar descartar discrepancia y
unidad la unidad unidad la unidad la unidad la unidad la unidad descartar la unidad
[ |
Solicitar Solicitar
nueva muestra nueva muestra
ymontar ymontar

NR =NO REACTVO
Inc=INCONCLUYENTE
R = REACTMO




EXPERIMENTAL DISENO (Anexo # 6)

Sueros reactivos e inconcluyentes después de la confirmacion por duplicado
en el laboratorio

Los sueros que estaban en la seroteca a —37 grados

Se sacaron y se atemperaron en nevera a 7 grados y luego fueron llevados a
temperatura ambiente .

Se centrifugaron los sueros

Anti-HBc IgM por el laboratorio
A

Anti-HBc IgM por el laboratorio
B

Total de muestrs procesadas por los dos
laboratorios 92

Muestras Reactivas o inconcluyentes:
No se recupera el donante y se debe
incinerar la unidad

Muestras no Reactivas: Recuperar al
doante, para una reentrada después de 6
meses
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