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RESUMEN

La infeccion por el virus de la hepatitis B (VHB) puede causar hepatitis aguda o cronica con
complicaciones a largo plazo. Los marcadores de diagnostico bien definidos y verificados
permiten evaluar la gravedad de la enfermedad, el estado de replicacion viral, la
estratificacion del riesgo del paciente y las decisiones de tratamiento. El propdsito de este
estudio fue describir laimportanciay el alcance de las técnicas inmunoldgicas y moleculares
en la deteccion del VHB para el diagnéstico de la infeccion aguda y crénica, enfocado en la
interaccion entre la replicacion del virus y la inmunidad del huésped. La investigacion se
fundamento en un proceso de bdsqueda minuciosa de documentos cientificos publicados en
bases de datos digitales que incluyé PubMed, Scopus, Elsevier, Science Direct, Google
Scholar, Medline, Springer, Scielo, Web of Science, Redalyc, ProQuest y Britannica
Academic, asi como datos epidemioldgicos notificados por organizaciones oficiales
mundiales y nacionales. De 56 articulos leidos detalladamente, considerando los criterios
de inclusidn, se seleccionaron 12 para su descripcion en el desarrollo. La determinacién de
marcadores serologicos (antigenos del VHB y los anticuerpos contra estos) y la deteccion
del ADN mediante métodos moleculares se utilizan en el diagnéstico diferencial de la
infeccion por VHB, el seguimiento del curso de la infeccion en los pacientes, el cribado de
hemoderivados en busca de infectividad, la evaluacion de la inmunidad y la efectividad de
la terapia antiviral en pacientes con hepatitis B cronica.

Palabras clave: hepatitis B, diagnostico, pruebas inmunoldgicas, antigenos, anticuerpos,

pruebas moleculares, infeccidn aguda, infeccion crénica.



ABSTRACT

The hepatitis B virus (HBV) infection can cause acute or chronic hepatitis with long-term
complications. Well-defined and verified diagnostic markers allow assessment of disease
severity, viral replication status, patient risk stratification, and treatment decisions. The
purpose of this study was to describe the importance and scope of immunological and
molecular techniques in the detection of HBV for the diagnosis of acute and chronic
infection, focused on the interaction between virus replication and host immunity. The
research was based on a meticulous search process of scientific documents published in
digital databases: PubMed, Scopus, Elsevier, Science Direct, Google Scholar, Medline,
Springer, Scielo, Web of Science, and Redalyc ProQuest and Britannica Academic; As
well as epidemiological data reported by the official world and national organizations. Of
56 articles read in detail, 12 were selected for their description in the development
considering the inclusion criteria. Determination of serological markers (HBV antigens
and antibodies against them) and DNA detection by molecular methods are used in the
differential diagnosis of HBV infection, monitoring the course of infection in patients,
screening for blood products looking for infectivity, the evaluation of immunity and the
effectiveness of antiviral therapy in patients with chronic hepatitis B.

Key words: hepatitis B, diagnosis, immunological tests, antigens, antibodies, molecular

tests, infection, chronic infection.

i R ——

.__, Lt BLANCA NARCISA
= FUERTES LOPEZ

o] k

Reviewed by:
Dr. Narcisa Fuertes, PhD.
ENGLISH PROFESSOR
Cc: 1002091161



CAPITULO I. INTRODUCCION

La hepatitis es un término general que significa inflamacion del higado y puede ser causada
por varios virus o por agentes no infecciosos (radiaciones ionizantes, productos quimicos y
procesos autoinmunes). La hepatitis viral causada por el virus de la hepatitis B (VHB) se
transmite principalmente por via parenteral o por el contacto directo con sangre u otros
fluidos corporales, sobre todo semen, secreciones vaginales y saliva, por lo cual, la
transmision se ha asociado con el contacto sexual, transfusiones de sangre, uso compartido
de agujas y jeringas por parte de usuarios de drogas intravenosas, tatuajes y lesiones
ocupacionales por pinchazo de aguja; también puede ocurrir por via perinatal, de la madre

infectada al bebé®2.

El VHB se descubrié hace mas de 50 afios y es una de las infecciones mas comunes e
importantes en los seres humanos. El dafio hepatico inmunomediado en los individuos
infectados puede conducir al desarrollo de cirrosis hepatica y carcinoma hepatocelular
(CHC). En las ultimas dos décadas, se ha avanzado significativamente en el campo de la
investigacion basica y clinica del VHB, que va desde las caracteristicas biologicas del virus,
la inmunopatogénesis y los modelos animales hasta el desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas y nuevos farmacos contra este virus®.

El antigeno de superficie del VHB (HBsAQ) es el marcador mas importante en el diagndstico
de la infeccion. Se ha desarrollado una variedad de métodos de deteccion cualitativa de
HBsAg, desde el ensayo por inmunoelectroforesis en la década de 1960 hasta el
inmunoabsorbente ligado a enzimas en la década de 1980, y los de deteccion cuantitativa se
introdujeron en la década de 1990. Los ensayos cuantitativos totalmente automatizados y de
alto rendimiento solo han estado disponibles recientemente. La cuantificacion de este
antigeno en suero no solo es una prueba util en la practica clinica para definir las condiciones
inmunoldgicas especificas de portador del VHB, sino también es un marcador de prediccion

de la respuesta virologica a la terapia antiviral y el prondstico a largo plazo*®.

Ademas del HBsAg, otros marcadores del VHB de uso comun incluyen anticuerpos frente
al antigeno de superficie (anti-HBs), antigeno e del VHB (HBeAg) y anticuerpos frente al
antigeno e del VHB (anti-HBe) asi como anticuerpos frente al antigeno core del VHB (anti-
HBc). La deteccion de acido nucleico del VHB que determina el ADN también se ha
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sometido a un proceso que va desde pruebas cualitativas hasta cuantitativas. EI método de
cuantificacion de ADN mas utilizado es el de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en
tiempo real, cuyo nivel refleja la replicacion del virus y permite evaluar el efecto de la terapia

antiviral®.

La hepatitis B es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial,
y sigue siendo la infeccidn viral crénica mas comdn. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) informa que 2 mil millones de personas se han infectado con el VHB en todo el
mundo. En 2015, se estimaba que 257 millones de personas o el 3,5% de la poblacién, vivian
con infeccién crénica por VHB. Aproximadamente 887000 personas mueren cada afio a
causa de cirrosis hepatica o carcinoma hepatocelular, relacionada con este virus. En 2016,
27 millones de personas (10,5% de todas las personas que se estima que tienen hepatitis B)
sabian que tenian esta infeccion, y 4,5 millones (16,7%) de los individuos diagnosticados

estaban en tratamiento®.

La prevalencia de la hepatitis B es mas alta en la region del Pacifico Occidental y la region
de Africa segin menciona la OMS, con tasas de infeccion en adultos del 6,2% y 6,1%,
respectivamente. En el Mediterraneo Oriental, el Sudeste asiatico y Europa, se estima que la
tasa de infeccion de la poblacion general es del 3,3%, 2,0% y 1,6%, respectivamente. En

América, el 0,7% de la poblacion esta infectada®.

La vacuna contra la hepatitis B es el principal pilar de la prevencién de esta enfermedad, por
lo cual la OMS recomienda administrarla a todos los lactantes lo antes posible tras el parto,
de ser posible durante las primeras 24 horas de vida, y completar la pauta vacunal con una
segunda o tercera dosis separadas por al menos cuatro semanas. En 2019, la proporcion de
menores de cinco afios con infeccion cronica por el VHB descendi6é a un poco menos del
195,

Ecuador mostrd una disminucion de casos de hepatitis B en los ultimos cuatro afios, sin
embargo, para los especialistas las cifras pueden ser méas elevadas, ya que muchos no son
diagnosticados. Desde el afio 2017 hasta el afio 2020 se han reportado un total de 1582 casos,
siendo Esmeraldas la provincia con el mayor nimero de casos en el pais (un total de 42 casos

en el 2020). En el 2020 se confirmaron 11 casos en la provincia de Chimborazo’.

Aunque las infecciones por VHB entre el personal médico se han reducido

considerablemente debido a las campafas de vacunacion y prevencion que se realizan,

2



todavia existen casos de transmision de este virus en los hospitales, siendo la forma mas
comun de contagio a través del contacto directo con fluidos corporales infectados o por
pinchazos con agujas®. La vacunacion incompleta del personal médico, la falta de medidas
preventivas bésicas y la eliminacién inadecuada de agujas y otros desechos son las

principales causas de infeccion®.

La incidencia de infeccion con el VHB en adultos con un sistema inmunoldgico fortalecido
que manifiestan hepatitis aguda es inferior al 1%, y rara vez progresan a enfermedades
cronicas. Los pacientes con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) o

inmunosuprimidos por otras razones tienen un mayor riesgo de enfermedad cronica®.

Las investigaciones y los informes consultados sefialan una elevada prevalencia e incidencia
de la hepatitis B a nivel mundial, lo cual constituye un problema de salud publica que merece
la atencion de los profesionales de la salud. La probabilidad de complicaciones graves que
pueden padecer los individuos depende en gran medida de un diagndstico clinico certero y
temprano. Con el avance tecnoldgico ha aumentado la disponibilidad de pruebas de
laboratorio basadas en técnicas inmunolégicas y moleculares, con elevada especificidad y/o
sensibilidad, las cuales contribuyen significativamente en el diagndstico al proporcionar

resultados confiables.

Los antecedentes mencionados y la informacion cientifica publicada recientemente sobre
hepatitis B han conducido al planteamiento de las siguientes preguntas: ¢Cuales son las
pruebas inmunolodgicas (de cribado o confirmatorias) y moleculares usualmente empleadas
en la deteccion del virus de la hepatitis B? ¢ Puede pronosticarse la infeccion aguda y crénica

de hepatitis B mediante biomarcadores inmunolégicos y moleculares especificos?

Por las interrogantes planteadas el objetivo de esta investigacion es describir la importancia
y el alcance de las técnicas inmunologicas y moleculares en la deteccion del virus de la

hepatitis B (VHB) para el diagndstico de la infeccion aguda y crénica.

El estudio del mecanismo de patogenicidad del virus de la hepatitis B, la respuesta inmune
que se desencadena en el huésped frente a este virus y los biomarcadores inmunolégicos y
moleculares que permiten detectar la presencia del patdgeno, constituyen el punto de partida
para la ejecucion de este proyecto. Aunado a esto, se analizaran los marcadores bioguimicos,
cuyos resultados también deben ser vigilados durante el avance de la infeccion y el

seguimiento del tratamiento.



Hepatitis B

La hepatitis B puede ser altamente mortal, y actualmente es considerada un gran problema
sanitario a nivel mundial®. Es causada por la infeccion de VHB, puede manifestarse en
forma aguda o desarrollar un cuadro crénico que conduce a una hepatopatia cronica;
aumentando la mortalidad por el desarrollo de cirrosis y carcinoma hepatocelulart?. El virus

de la hepatitis B es uno de los més graves y frecuentes'?.
Estructura y genoma del virus de la hepatitis B

El VHB es un miembro tipico de la familia Hepadnaviridae, es una particula que posee una
capa externa, una nucleocapside interna y un ADN de doble cadena parcial de 3,2 kb,
también conocido como ADN circular relajado (ADN-cr) vinculado a la ADN polimerasa
en su interior. EI genoma de este virus contiene cuatro marcos de lectura abiertos
superpuestos: dominios preS1/S2/S, precore/core, polimerasa y X, que codifican siete

proteinas virales™® (anexo 1)
Ciclo de replicacién del VHB

Los viriones de la hepatitis B entran en los hepatocitos mediante la unién al receptor
polipéptido co-transporte de taurocolato de sodio (NTCP) y potenciales co-receptores
especificos de hepatocitos en la superficie celular. La envoltura del VHB se fusiona con la
membrana del hepatocito y el virién es endocitado, liberando el ADN viral circular
parcialmente de doble cadena, la envoltura viral se desacopla y se pierde, y el ADN es
rodeado en una vesicula en el citoplasma. La nucleocépside viral que contiene el ADN
genémico en forma de ADNcr se transporta al nlcleo donde la ADN polimerasa viral
sintetiza ADN totalmente bicatenario, que se convierte en ADN circular covalente cerrado
(ADNcce)®.

El ADNccc es entonces transcrito en los ARNm pregendmicos y subgendémicos por la ARN
polimerasa Il del huésped. EI ARN pregenomico es la plantilla para la traduccion de la ADN
polimerasa y las proteinas core, ademés de ser la plantilla para la transcripcion reversa. La
ADN polimerasa se une a la sefial de empaquetado del ARN pregendmico y ambos se
incorporan a particulas de core inmaduras. La transcripcion inversa del ARNm pregenémico

se produce en estas particulas de core inmaduras. Después de la sintesis del ADN de la



cadena (-), sequido por el ADN de la cadena (+), la nucleocéapside que contiene ADN circular

parcialmente de doble cadena, madura (sintesis de ADN)®.

Al principio de la infeccion, algunas nucleocapsides maduras se reciclan en el nucleo,
acumulando una reserva de alrededor de treinta moléculas de ADNccc en cada hepatocito
infectado. Las nucleocéapsides maduras, que contienen ADN circular parcialmente de doble
cadena, son envueltas por HBsAg para formar viriones completos (ensamblaje), que luego
se liberan de los hepatocitos infectados (Anexo 2). Dado que no existe una linea celular que
sea susceptible al virus de la hepatitis B, es dificil estudiar el mecanismo del virus que infecta

las células del higado®.

El gen C codifica dos productos principales del gen: el HBcAg (p21c), que forma la
nucleocapside, y una proteina del precore de 22-kDa (p22cr), que da lugar al HBeAg (pl17e)
y se secreta de los hepatocitos. Las particulas no infecciosas (particulas vacias), compuestas
por HBsAg, p22cr y HBeAg, también se producen como una trampa para el sistema

inmunolégico del huésped, para proteger las particulas infecciosas?®.
Periodo de incubacion y manifestaciones clinicas

El periodo de incubacion del VHB es variable, de 45 a 180 dias, lo que puede dificultar la
determinacion de donde y cuando ocurri6 la transmision. El HBsAg puede detectarse en la
sangre desde los 30 a 60 dias después de la exposicion®®. La infeccion por VHB puede causar
hepatitis viral aguda y sus manifestaciones clinicas son similares a las de la infeccion por
VHA, que incluyen fiebre, malestar, dolor abdominal, nauseas, vomitos y sintomas similares
a los de la gripe. Menos del 10% de los nifios pequefios presentan infecciones agudas y la
ictericia es poco comun, sin embargo, en adultos y nifios mayores aparecen la infeccion es

aguda en aproximadamente el 50% de los infectados®’.
Biomarcadores en el diagnostico de la infeccion causada por el VHB
. ADN viral

Una de las herramientas moleculares que se utilizan para estudiar la infeccion por VHB es
la deteccidn cuantitativa del ADN del VHB o de la carga viral. La carga viral es esencial
para definir la presencia de replicacion del VHB en pacientes con caracteristicas seroldgicas

compatibles con infeccion crénica, investigar la presencia de infeccion oculta por VHB



(HBsAg negativo) y monitorear la respuesta a la terapia antiviral y la definicion de respuesta
viroldgica. Las mujeres embarazadas HBsAg positivas deben ser estudiadas para establecer
una terapia antiviral. Esto ayudard a eliminar la transmision de la hepatitis B de madre a hijo.
La deteccion y cuantificacion del ADN del VHB mediante ensayos de PCR se puede utilizar
para confirmar el diagndstico, decidir cuando tratar y para el control del tratamiento y el

seguimiento después del tratamiento®®,

El kit SUMASIGNAL VHB (un paso) propuesto por el Centro de Inmunoensayo (CIE) es
un método basado en la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR). El
método se evalud internamente en el ICD, estableciendo asi un sistema de RT-PCR simple,
rapido, especifico, preciso y exacto para la deteccion cuantitativa del ADN del VHB en suero

y plasma, que puede utilizarse para el diagndstico y tratamiento de enfermedades®®.
. Antigeno de superficie del VHB (HBsSAQ)

El HBsAg, antigeno de superficie o antigeno australiano, la expresion ORF S del gen S se
sintetiza en el citoplasma de las células hepaticas mediante la traduccion de varios ARNm
que van desde 2,1 Kb a 2,4 Kb. Una molécula de proteina con una estructura tridimensional
compleja. Este antigeno estd presente en el citoplasma de la membrana del reticulo
endoplasmico, y segun la cantidad de preS1 o preS2 contenida en el antigeno, se libera de
alli en forma de un gran nimero de agregados esféricos o filamentosos y se excreta en gran

cantidad. en la sangre®®.

El andlisis cuantitativo de HBsAg-HQ se basa en la determinacion informada anteriormente,
utilizando un inmunoensayo enzimatico de quimioluminiscencia automatico (LUMIPULSE
G1200; Fujirebio Inc.)?. Para cuantificar el HBsAg en muestras de suero. En comparacion
con el ensayo cualitativo Lumipulse HBsAg convencional, este sistema de ensayo tiene
muchas mejoras: (i) primero procese la muestra con una "solucion de pretratamiento™” que
incluye un surfactante para descomponer las particulas de VHB y linealizar el HBsAg, y (ii)
con particulas de ferrita cambiadas de anticuerpos policlonales contra dos anticuerpos
monoclonales (HBs5C3 y HBs163), uno dirigido a la regién estructural externa como

determinante "a", y el otro dirigido al epitopo interno como reactivo de captura-?2,

. Anticuerpos frente al antigeno de la capside (core) (anti-HBc): IgM e IgG



Esto indica una infeccion actual o pasada de VHB que puede persistir de por vida, pero esta
prueba no puede determinar si un individuo todavia es infeccioso (positivo para HBsAQ) o

ha desarrollado inmunidad (positivo para anti-HBs).

El HBcAg esté presente en las células hepaticas infectadas, por lo que no puede identificarse
en el suero. Durante la infeccion aguda, las IgM e IgG anti-HBc aparecen una o dos semanas
después de la presencia de HBsAg, asi como aminotransferasas séricas elevadas y sintomas.
Después de 6 meses de infeccion aguda, el IgM anti-HBc desaparecid. Se sigue detectando
IgG anti-HBc en pacientes con infeccion por VHB resueltay HBCZ,

- Antigeno e del VHB (HBeAG)

El HBeAg se puede detectar en infecciones agudas y crénicas. Un resultado positivo
especifica la replicacion del VHB y una alta infectividad'’. Se utiliza para controlar el
tratamiento clinico de la infeccion por VHB. HBeAb indica que un individuo se ha
seroconvertido. Es un periodo de tiempo en el que se desarrollan y se detectan anticuerpos
contra el VHB en la sangre. En el pasado, se usaban HBeAg y anti-HBe para evaluar la
infectividad y la replicacion de los virus, pero el analisis del ADN del VHB ha reemplazado

en gran medida su uso para este proposito®*.
. Anticuerpos frente al antigeno de superficie (anti-HBs): 1gG

Una prueba positiva indica inmunidad o recuperacion del VHB. La inmunidad se puede
lograr mediante la vacunacién o una infeccion pasada. Los anti-HB se denominan
anticuerpos neutralizantes y tienen inmunidad a largo plazo. Entre los pacientes que han
ganado inmunidad mediante la vacunacion, el anti-HBs es el Unico marcador serologico
detectado en el suero. En infecciones pasadas por VHB, estuvo presente junto con IgG anti-
HBc. A veces, tanto HBsAg como anti-HBs aparecen en pacientes HBsAg positivos. En la
mayoria de los casos, los anticuerpos anti-HBs no pueden neutralizar la propagacién del

virus, por lo que estos pacientes se consideran portadores del VHB?,
. Anticuerpo frente al antigeno e (anti-HBe)

La aparicion de anticuerpos anti-HBe, es decir la seroconversion frente al HBeAg, esta

relacionada con la remisién de la enfermedad hepatica, sin embargo, algunos pacientes con



seroconversion mantienen la replicacion viral activa debido a que las mutaciones en la region

del ntcleo frontal y la region del nicleo inhiben o reducen la produccion de HBeAg?.

Tabla 1. Interpretacion de las pruebas serolégicas para la infeccion por hepatitis B

Total IgM

HBsAg Anti-HBc  Anti-HBc Anti-HBs Interpretacion

- - - = Nunca infectado

Infeccién aguda temprana; transitoria

hasta 18 dias después de la vacunacion

+ + + - Infeccion aguda

- + + - Infeccion aguda que se resuelve

i N i N Recuperado de infecciones pasadas e
inmune

+ + - - Infeccion crénica

i + i i Falso positivo; infeccion pasada;
infeccion crénica de bajo nivel.
Inmune si > 10 mUI/mL; transferencia

i i i N pasiva después de administracion de

Inmunoglobulina  anti-hepatitis B
(HBIG)

Fuente: Centers for Disease Control and Prevention. Hepatitis BY'.

Deteccion del antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) y del antigeno e de la
hepatitis B (HBeAQ)

Estos antigenos se detectan mediante un inmunoensayo en fase solida. Las particulas
proteicas del HBsAg o HBeAg son capturadas por la fase sélida del suero monoclonal o
policlonal y detectadas con un segundo anticuerpo marcado con un antigeno especifico.
Estos ensayos utilizan microparticulas y estan automatizados. Los métodos de deteccién
actuales utilizan métodos de polarizacion enzimaticos, por quimioluminiscencia o
fluorescencia para detectar antigenos. La prueba de HBsAg puede determinar hasta 0,7
ng/mL de HBsAg, mientras que el método de deteccidn mas nuevo permite detectar hasta
0,13 ng/mL?®.

Existe la preocupacion de que algunos ensayos no detecten variantes de HBsSAg con

mutaciones en la region principal del antigeno que provocan cambios conformacionales.


https://sci-hub.st/10.1097/GRF.0000000000000331

Muchos inmunoensayos de HBsAg utilizan anticuerpos dirigidos contra la principal
determinante de antigeno (a). Una mutacion en esta region puede explicar los resultados
falsos negativos de algunos ensayos?’. Por lo tanto, las infecciones agudas siempre deben
incluir pruebas anti-HBc o ADN de VHB. Aunque se ha utilizado el HBsAg cuantitativo
para controlar a los pacientes que reciben terapia con interferon, para aquellos que padecen

de hepatitis B cronica no es necesario cuantificar este antigeno?.
Métodos usados en la deteccion de los biomarcadores del VHB
. Inmunoensayo de quimioluminiscencia mejorada

Este método se realiz6 utilizando el paquete de reactivos VITROS HBsAg ES y el calibrador
HBs Ag de productos de inmunodiagnostico VITROS en el sistema de inmunodiagnostico
VITROS ECIQ y VITROS 3600. Este método se basa en un ensayo inmunométrico. Implica
la reaccion simultanea del HBsAg presente en la muestra con anticuerpos biotinilados (anti-
HBs de ratdn) y conjugados de anticuerpos marcados con peroxidasa de rabano picante
(HRP) (anti-HBs anti-raton). Los complejos antigeno-anticuerpo son capturados por
estreptavidina en los pocillos. Las etiquetas de enzima-anticuerpo no unidas se eliminan

mediante lavado®,

El conjugado de HRP unido se mide mediante una reaccién luminiscente afiadiendo un
reactivo de sefial que contiene un sustrato lumindgeno (luminol y sal de peracido) y un
reactivo de transferencia de electrones. EI HRP cataliza la oxidacion del derivado de luminol,
produciendo luz. Las sefiales de luz son medidas por el luminometro en el sistema. La unidad
de luz relacionada (RLU) de la reaccién es proporcional a la concentracion de HBsAg

presente en la muestra?®,
. Enzima vinculada a inmunoensayo de fluorescencia

Este método se realiza en el sistema automatizado VIDAS (BioMerieux SA, Francia). El
receptaculo de fase sélida (SPR®) sirve como fase solida y como dispositivo de pipeteado.
En el paso inicial, el antigeno presente se une simultdneamente al anticuerpo monoclonal de
SPR vy al anticuerpo conjugado a biotina. El antigeno no unido se elimina por lavado. El
antigeno unido se conjuga con fosfatasa alcalina. Después de un lavado adicional, durante
el paso de deteccidn, el sustrato (4-metil-umbeliferil fosfatasa) es catalizado por la enzima

conjugada en un fl producto fluorescente (4-metil-umbilliferona) que se mide a 450 nm?,



La intensidad de la fl La fluorescencia es proporcional a la concentracion de antigeno
presente en la muestra. Al final del ensayo, los resultados son analizados automaticamente

por el instrumento y expresados como un indice calculado usando un estandar?®.
. Prueba de diagndstico rapido inmunocromatogréfico

Se trata de una prueba visual rapida de un solo paso para la deteccién cualitativa de HBsAg
en suero humano. Utiliza anticuerpos monoclonales conjugados con oro coloidal y
anticuerpos policlonales inmovilizados en una tira de nitrocelulosa en una linea fina. La
muestra de prueba fl Fluye lateralmente a traves de una almohadilla absorbente donde se
mezcla con el reactivo de sefial. El HBsAg se une al conjugado de oro coloidal-anticuerpo
formando un complejo de oro coloidal antigeno-anticuerpo. Este complejo queda atrapado
por el anticuerpo inmovilizado en la linea de prueba (T), formando un complejo de oro

anticuerpo-antigeno-anticuerpo que da como resultado una banda rosa?.
. Prueba de neutralizacién

La prueba de neutralizacion es considerada el estandar de oro. Eso se realiza con VITROS
HBsAg es confirmatorio y productos de inmunodiagnostico VITROS Calibrador HBsAg en
el sistema de inmunodiagnostico VITROS ECIQ y VITROS 3600. Este método se basa en
el principio de neutralizacion de anticuerpos (anti-HBs) para confirmar la presencia de
HBsAg. Se repiten dos pruebas en Al (una con reactivos de neutralizacion y otra sin
reactivos de neutralizacion) y la diferencia en sefial a corte ff relacion) S/CO se compara
para determinar la neutralizacion del antigeno. Una muestra es confirmada positivo si el

resultado de la muestra no neutralizada es > 0,80 S/CO y la neutralizacién es > 50%%,
. Pruebas en el punto de atencion

Las pruebas en el punto de atencidn evitan la necesidad de establecer una infraestructura de
laboratorio en el lugar de la prueba?®. Requiere una capacitacion minima para diagnosticar
rapidamente y permitir que los pacientes participen en la gestion. Estas pruebas se realizan
en suero o sangre total, principalmente pruebas inmunocromatogréficas, también conocidas
como pruebas de flujo lateral. En diferentes poblaciones, las pruebas de campo de HBsAg
han mostrado sensibilidad variable (60% a 100%) y especificidad (93% a 100%)3°3!,

. Prueba multipunto de atencion
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Es una tira de prueba de hepatitis B multiple para una deteccion rapida. La ventaja de las
tiras reactivas multiples es que los biomarcadores que componen el panel de diagndstico del
VHB se pueden usar para determinar inmediatamente la etapa de la infeccion y se pueden
usar facilmente como las pruebas en el punto de atencion, lo que lo hace utilizable en &reas
remotas como las epidemias del VHB. La tira reactiva desarrollada puede detectar
simultaneamente tres indicadores seroldgicos de hepatitis B necesarios: HBsAg, anti-HBs y
anti-HBc. Describe la fabricacién, el disefio y el rendimiento de la tira reactiva desarrollada.
Ademas, los principios 2DPN y los microfluidicos basados en papel se utilizan para mejorar

la plata y mejorar el rendimiento de las tiras reactivas desarrolladas®?.
. Deteccion en un solo paso en la banda de impedancia del flujo lateral

Consiste en utilizar un inmunosensor de medicion de impedancia para detectar HBsAg, que
se desarrollé inmovilizando anti-HBs en un electrodo de carbono serigrafiado (SPCE)
modificado con una membrana reticulada BSA a través del agente de acoplamiento
EDC/NHS. El paso del proceso de modificacion del electrodo fue probado por EIS para
confirmar el paso de fabricacion. Registre la resistencia de transferencia de carga (Rct) en
diferentes concentraciones de HBSAgQ para obtener una curva de calibracion para la
deteccion de HBsAg*.

Los marcadores seroldgicos para el VHB se realizaron mediante kits de ELISA disponibles
comercialmente. El ensayo para cada marcador serolégico (HBsAg, anti-HBc total, anti-
HBc IgM, HBeAg y antiHB) se realizd de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
ELISA HBsAg (Transasia Bio-Medicals LTD, Daman, India) se realiz6 segun el principio

de sandwich para la determinacion de HBsAg en plasma y sueros humanos®,

ELISA anti-HBc total (General Biologicals Corporation, Taiwan) se confirmé mediante el
método ELISA para la deteccidn cualitativa in vitro de anticuerpos totales contra el antigeno
central del VHB (anti-HBc total) en suero o plasma humanos (heparina, EDTA o citrato). y
este ensayo se basa en un principio competitivo. ELISA anti-HBc IgM (General Biologicals
Corporation, Taiwan) es un inmunoensayo enzimatico en fase sélida y se basa en el principio

no competitivo®,

ELISA HBeAg (DIA. PRO, Diagnostic BioprobesSrl, Italia) se realizd sobre la base del
principio de sandwich para la determinacion del antigeno e del VHB en plasma y suero
humanos. ElI ELISA HBsAb (Dia. Pro, Diagnostic BioprobesSrl, Italia) se realizd sobre la
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base del principio inmunoenzimatico indirecto para la determinacion cualitativa de
anticuerpos contra el antigeno de superficie del VHB en plasma y sueros humanos por

método indirecto®?.

En Estados Unidos, la tasa de transmision de mujeres HBeAg positivas que no estan
vacunadas es del 90%, mientras que las mujeres con antigeno negativo son del 32%. Varios
estudios han demostrado que, en la cuenca del Mediterraneo y Africa, menos del 5% de los
jovenes tienen el HBsAg positivos y que en las mujeres en edad fértil es el HBeAg el

marcador positivo®,

Las personas de conducta sexual promiscua, los hombres que tienen relaciones sexuales con
hombres y las personas con antecedentes de otras infecciones de transmision sexual, tienen
un mayor riesgo de contraer una infeccion sexual. En los paises donde se examinan el HBsAg
y los anticuerpos frente al HBcAg (anti-HBc) de todos donadores, la transmision del VHB
relacionada con la transfusién de sangre no es comun en la actualidad, pero sigue siendo
comun en los paises en desarrollo. Con la introduccion de tecnologias moleculares para la
deteccion de acidos nucleicos, la tasa de transmision a través de esta ruta puede ser incluso

menor3*,
Tratamiento

Debido a que la mayoria de las personas con infeccion aguda por hepatitis B no presentan
sintomas y pueden resolverse por si solas, no existe un tratamiento prescrito®®, Sin
embargo, se deben fomentar las medidas de abstinencia, y se deben tomar precauciones

generales para evitar la exposicion a infecciones3”°,

Los medicamentos aprobados para el tratamiento del VHB incluyen interferon (pegilacion)
y medicamentos antivirales, como Entecavir y Tenofovir®®4l, Para los pacientes con HBC,
la decision de utilizar o no medicamentos aprobados para el tratamiento varia de persona a
persona, teniendo en cuenta la serologia, el genotipo del VHB vy las enzimas hepaticas. El
objetivo del tratamiento es inhibir la replicacion del VHB y reducir el dafio hepético y la

fibrosis, asi como el desarrollo de cirrosis hepética, insuficiencia hepatica y CHC*.
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Prevencion

El riesgo de infeccion se puede reducir mediante relaciones sexuales mas seguras, por
ejemplo, restringiendo el numero de parejas y utilizando métodos de prevencion

(preservativos)®.

Desde 1980, ha estado disponible la vacuna contra la hepatitis B. Desde la primera vacuna
derivada de plasma, se ha desarrollado para usar la vacuna del antigeno de superficie de la
hepatitis B recombinante (HBsAg). Mas del 90% de los adultos responden al ciclo completo
de vacuna y su nivel de proteccion de anticuerpos anti-HBsAg (anti-HBs) es mayor o igual
a 10 mUIl/mI*3, Aunque la vacuna es muy eficaz, las personas que han sido vacunadas han

sido infectadas con el virus de la hepatitis B (VHB)**#.

La vacuna contra la hepatitis B es el pilar para prevenir esta enfermedad. La OMS
recomienda que todos los bebés sean tratados tan pronto como sea posible después del parto
y, si es posible, dentro de las primeras 24 horas después del nacimiento, y que el calendario
de vacunacion se complete con la segunda o tercera dosis con al menos cuatro semanas de
diferencia. La administracion oportuna de dosis al nacer es una forma eficaz de reducir la

transmision de madre a hijo®.

Ademas, la aplicacion de adecuadas medidas de bioseguridad en el manejo de la sangre y
sus productos, y componentes sanguineos donados, también puede prevenir la propagacion
del VHB. En 2013, se examind el 97% de la sangre para donaciones mundiales, pero todavia
existen algunas lagunas. Los métodos de inyeccidn seguros y la eliminacion de inyecciones
innecesarias y peligrosas pueden prevenir eficazmente la propagacion del VHB. EI nimero
de inyecciones de riesgo se redujo del 39% en 2000 al 5% en 2010. Ademas, el riesgo de
infeccion se puede reducir mediante relaciones sexuales mas seguras (por ejemplo,

restringiendo el nimero de parejas y utilizando métodos de prevencion (preservativos)®.
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CAPITULO Il. METODOLOGIA

La presente investigacion se desarrollé mediante las siguientes pautas metodoldgicas que se

detallaran a continuacion:

Nivel: el nivel fue exploratorio, ya que se desarrolld a partir de la recopilacion y seleccion
de informacion de naturaleza cientifica y caracter clinico que aborda el tema de esta
investigacion, puesto que se recopilaron datos de diferentes articulos publicados en bases de
datos cientificas, estos describieron las variables de estudio y las pruebas de diagndstico de
la Hepatitis B. Después de realizar una lectura comprensiva acerca del tema se seleccionaron

los articulos mas importantes para la realizacidn del presente informe.

Disefio: el desarrollo de este informe incluy6 un disefio documental, puesto que este proyecto
se ejecutd mediante el andlisis sistematico e interpretacion de la informacion relevante, que
se encuentre registrada en los documentos elegidos segin los criterios de inclusion

planteados, lo cual permiti6 contrastar los resultados previamente reportados.

Corte: es un estudio de secuencia temporal transversal porque se llevo a cabo desde febrero
hasta abril de 2021, es decir en un periodo de tiempo definido, en el que se recabd la
informacion y se selecciono la méas relevante considerando textos publicados entre los afios

2011y 2021, para su analisis y discusion.

Enfoque: este trabajo es de enfoque cualitativo ya se desarroll6 teniendo en cuenta los datos
reportados en fuentes bibliograficas primarias, es decir, que se fundamenté en la
contrastacion de la informacion publicada previamente sobre la patogenia del virus de la

hepatitis B, asi como las técnicas inmunolégicas y moleculares usadas en el diagnostico.

Método: el método aplicado para el desarrollo fue analitico ya que el estudio estuvo
fundamentado en la interpretacion y sintesis de la informacion seleccionada, asi como la
relacion logica de todos los parametros incluidos. Se describid6 mediante el método
inductivo, es decir, que se realizd una descripcién general comparando los resultados

particulares reportados.

Técnicas e instrumentos de recoleccidn: esta investigacion fue establecida segun la

resolucion de problemas lo que permitio dar respuestas a las preguntas planteadas, los datos
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recopilados fueron registrados de manera organizada realizando una valoracion cientifica y

seleccion de la informacion actual sobre el tema de investigacion.
Poblacién y muestra

La poblacion incluyé 105 textos cientificos que hacian referencia al tema de esta
investigacion, los cuales fueron obtenidos de bases de los datos digitales PubMed, Scopus,
Elsevier, Google Scholar, Springer, Scielo, Web of Science, Science Direct, Redalyc,
ProQuest, Medigraphic, Lilacs, Latindex, Embase, Britannica Academic u otras. Las
palabras clave usadas fueron: hepatitis B, diagndstico, pruebas inmunoldgicas, antigenos,
anticuerpos, pruebas moleculares, infeccién aguda e infeccion crénica, junto con
descriptores y boléanos que facilitaron la descarga de la informacion. De estos textos, 56
fueron objeto de una lectura detallada para la seleccion de muestra aplicando los criterios de

inclusion.

Asi mismo, se tuvieron en cuenta los informes actualizados de sitios web oficiales de
organizaciones nacionales e internacionales como la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), el Ministerio de Salud Publica (MSP) de Ecuador, entre otras.

La muestra estuvo representada por un total de 12 articulos publicados en las siguientes bases
de datos: PubMed (6), Elsevier (3), Science Direct (2), Google Scholar (1), que fueron
elegidos a partir de la poblacion considerando los criterios de inclusion establecidos para la

escritura del desarrollo.
Criterios de inclusion

Los articulos incluidos para la lectura profunda, andlisis y elaboracién del desarrollo de esta
investigacion fueron seleccionados teniendo en cuenta los criterios que comprenden
documentos en formato digital, escritas en espafiol e inglés, basadas en investigaciones
documentales, descriptivas, de campo, no experimentales y experimentales, divulgadas en
los ultimos cinco afios en revistas cientificas con factor de impacto e indexadas en
importantes bases de datos, asi como, informes técnicos oficiales de investigacion de
instituciones publicas (OMS, OPS, MSP vy otras) o privadas, encontrados en plataformas
online. Las palabras clave usadas en la buasqueda fueron: virus de la hepatitis B,

fisiopatologia, epidemiologia y biomarcadores inmunoldgicos y moleculares.
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Criterios de exclusién

Los documentos excluidos en este estudio fueron aquellos publicados en sitios web que
carecian de respaldo cientifico, presentaban informacion poco relevante sobre el tema de
investigacion o no cumplian con estandares bioéticos exigidos en trabajos con seres

humanos. Considerando esto criterios se excluyeron 44 articulos.

Variables de estudio

« VVariable independiente: virus de la hepatitis B

« Variable dependiente: técnicas inmunolégicas y moleculares

Consideraciones éticas: por tratarse de un estudio de revision no se requirio de la aprobacion
de un comité de bioética para la obtencion y analisis de muestras bioldgicas provenientes de
humanos, en este sentido, no vulnera los derechos de las personas contemplados en los
reglamentos internacionales. Por otra parte, los trabajos referenciados que impliquen
estudios en seres humanos deberdn mencionar la respectiva aprobacion en la metodologia,
asi mismo, toda la informacion escrita serd citada correctamente, lo que resguardara la

propiedad intelectual de los autores.
Procedimiento de la investigacion
Para dar cumplimiento con los objetivos la investigacion se dividio en tres fases:

Capitulo I. Introduccidn: se realiz6 a partir de fuentes de datos valoradas cientificamente, de
revistas y también de sitios web oficiales, las bases de datos que se usaron mas fueron
PubMed, Google Académico, Science Direct y Elsevier y los sitios web fueron la OMS y el
ministerio de salud publica de Ecuador teniendo en cuenta las variables de estudio se
seleccionaron los articulos méas actuales de todas estas paginas principalmente de alto

impacto y considerando la fecha de publicacion y la estructura de los mismos.

Capitulo Il. Metodologia: una vez recopilada la informacion a partir de la busqueda
bibliografica en la Web se selecciond lo méas destacado sobre la deteccion del virus de la
hepatitis B y las técnicas inmunoldgicas y moleculares. A partir de una lectura comprensiva
y tras la aplicacion de criterios de seleccion, se establecidé la muestra de estudio y se

complemento con el diagrama de flujo que sintetizo esta seccion.
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Capitulo Il1. Desarrollo: tras una lectura profunda de los articulos seleccionados para el
presente trabajo, se realizaron tablas comparativas que muestran resultados de trabajos de
investigacion previos expresando los principales marcadores inmunoldgicos y detecciones

moleculares de la infeccidn el virus de la hepatitis B segun la frecuencia de edad y género.
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llustracion 1. Diagrama de flujo para la busqueda bibliogréafica y seleccion de la informacion

DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

Preguntas

¢Cuales son las pruebas
inmunoldgicas (de
cribado o confirmatorias)
y moleculares
usualmente empleadas en
la deteccion del virus de
la hepatitis B? ;Puede
pronosticarse la infeccién
aguda y cronica de
hepatitis B mediante
biomarcadores
inmunoldgicos y
moleculares especificos?

Obijetivo

Discutir la importancia y el alcance
de las técnicas inmunoldgicas y
moleculares en la deteccion del virus
de la hepatitis B (VHB) para el
diagndstico de la infeccion aguda y
cronica

Estrategia de busqueda

#1 virus de la hepatitis B; #2
marcadores inmunoldgicos; #3
pruebas genéticas; #4 infeccion
aguda; #5 infeccion cronica.

#1 AND #2; #1 AND #3; #4 OR #5

Articulos que fueron excluidos:

. Con contenido cientifico que no
contribuia de manera relevante
con el tema de investigacién

. Muestran resultados sin
establecer comparaciones entre
variables como sexo y edad

. No estaban fundamentados bajo
reglamentos éticos de
investigacion en humanos

. Estaban publicados en sitios web
sin respaldo cientifico

. Con més de cinco afios de
publicado

Articulos descartados:

. 28 no contribuian de
manera relevante

. 12 no describian con
precision las variables de
investigacion

. 4 publicados en sitios web
que carecian de respaldo
cientifico

Total articulos excluidos: 44

Busquedas de fuentes de
informacion

Idioma: escritos en esparfiol o inglés

Bases de datos cientificas
consultadas

PubMed, Scopus,
Elsevier, Google Scholar,
Medline, Springer,
Scielo, Web of Science,
Science Direct, Redalyc,
ProQuest, Britannica
Academic, Embase,
Lilacs, Latindex

Articulos revisados: 105

PubMed (49), Elsevier (4), Science
Direct (3), Scielo (13) y Google
Scholar (36)

Articulos leidos detalladamente: 56

Criterios de inclusion y exclusion
para la seleccion de articulos

Articulos que cumplieron con los
criterios de inclusion:

. En bases de datos reconocidas y
con las variables del tema

. Con informacién atil para el
desarrollo del proyecto

. Que contengan resultados de
pruebas de diagndstico

. Articulos cientificos (95%) y
libros (5%), conno més de 5y
10 afios de antigliedad,
respectivamente

Articulos incluidos:

Publicados entre los afios
2020y 2021

. PubMed: 6

. Elsevier: 3

. Science Direct: 2

. Google Scholar: 1

Total articulos incluidos en
el desarrollo, seleccionados
para interpretacion y
contrastacién: 12
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CAPITULO IIl. DESARROLLO

A nivel mundial, se estima que la infeccion por el virus de la hepatitis B (VHB) es
responsable del 43% de todos los casos de carcinoma hepatocelular (CHC) y 887000 muertes
al afo*y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha establecido objetivos para eliminar
este virus junto con otros virus de hepatitis para 2030*". Se estima que la prevalencia global
de la infeccion cronica por VHB es de 3,5%, sin embargo, esta varia significativamente entre

paises, por ejemplo, en el Reino Unido oscil6 entre el 0,01% y en Kiribati entre el 22,7%
6,12

Desde 1982 se dispone de una vacuna y se ha demostrado que un esquema infantil de 3 dosis
puede tener una eficacia superior al 90% en la prevencion de infecciones*®. Desde principios
de la década de 1990, los paises comenzaron a introducir la vacunacion contra el VHB en
sus programas nacionales de vacunacion infantil y la cobertura aumento drasticamente en
las Gltimas dos décadas*. Para el 2018, la cobertura mundial de 3 dosis estimada por la OMS
era del 84%, pero en la region del Pacifico Occidental alcanzé el 93%. La adopcion
generalizada de la vacunacion contra el VHB ha conducido una disminucién de la infeccion

cronica por este virus, sin embargo, esto no ha sido uniforme en todos los paises®.

Las pruebas de marcadores inmunoldgicos que se realizan para el diagnostico de la infeccion
por el VHB incluyen el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAQ), el anticuerpo contra
el antigeno de superficie de la hepatitis B (anti-HBs), el anticuerpo contra el antigeno core
de la hepatitis B (anti-HBc IgM, anti-HBc 1gG), antigeno e de la hepatitis B (HBeAg) y
anticuerpo contra el antigeno e de la hepatitis B (anti-HBe)**(Kramvis 2014). La infeccion
crénica se define por la presencia de HBsAg durante al menos 6 meses, y el riesgo de padecer
esta después de una exposicion aguda varia del 90% en los recién nacidos a menos del 5%
en los adultos. Los adultos inmunodeprimidos tienen mas probabilidades de desarrollar una

forma cronica de esta infeccion viral®e,

Los programas de deteccion de la hepatitis B a menudo solo evaltan el HBsAg v el anti-
HBs sin determinar anti-HBc, y el aislamiento de este ultimo marcador puede indicar una
infeccion cronica en individuos en los que el HBsAg no es detectable por serologia, por lo
cual Hyun et al.> investigaron la prevalencia de anti-HBc en 7157 adultos coreanos
estadounidenses en Nueva Jersey de los que 2736 (38,2%) carecian de anti-HBs, sin embargo

eran potencialmente susceptibles al VHB, resultando que 771 de estos tenian anti-HBc. Los
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investigadores observaron que el incremento de porcentaje de individuos sin anti-HBs con
anti-HBc aislado fue dependiente de la edad; concluyeron que el cribado serologico con solo
HBsAg y anti-HBs puede sobrestimar la prevalencia de la poblacion no inmune y que se
debe incluir anti-HBc para evaluar con precision la exposicion al VHB y reactivacion

durante la inmunosupresion®2.

Los individuos con HBsAg indetectable con ADN del VHB en el higado pertenecen al grupo
con infeccién oculta por el virus de la hepatitis B (OBI: siglas del inglés occult hepatitis B
virus infection). Se ha demostrado que la OBI ocurre tanto en ausencia como en presencia
de anti-HBc y/o anti-HBs. Todos los pacientes que parecen recuperados de una infeccion
pasada (HBsAg negativo, anti-HBs negativo o positivo y anti-HBc positivo) aun pueden
estar en riesgo de reactivacion del VHB con la terapia inmunosupresora. Aunque el ADN
del VHB puede no ser detectable en suero, el VHB puede persistir en el higado y un grado
significativo de inmunosupresion puede reactivar el virus latente y causar un resultado grave.
Una terapia antiviral profilactica puede prevenirse la reactivacion potencialmente mortal de

este virus®.

En las tablas 2 y 3 se describen varios estudios que muestran los resultados de marcadores
inmunoldgicos y las pruebas moleculares, respectivamente. En la investigacion realizada por
Pollack et al.>*en la ciudad de Nueva York en una poblacion de 4301 inmigrantes asiaticos
se determinaron los riesgos de progresion de la hepatitis B y el carcinoma hepatocelular
(CHC), mediante un programa de deteccion de la prevalencia crénica del virus en subgrupos
étnicos asiaticos (China, Corea, Malasia, Filipinas, Taiwan, Sur de Asia (India, Pakistan o
Bangladesh), Vietnam y algin otro pais asiatico) en el que se realizaron pruebas de deteccion
del HBsAg y anticuerpos anti-HBs usando inmunoensayos enzimaticos (ELISA, Immulite
2000, DPC, Los Angeles, CA). Las personas que dieron positivo en la prueba de HBsAg
fueron objeto de una evaluacion clinica y anélisis adicionales que incluyeron la investigacion
de HBeAg, alanina aminotransferasa (ALT), un marcador de enzimas hepéticas, un
marcador de enfermedad viral activa y el nivel de carga viral del VHB en la sangre. El
analisis de HBsAg arrojé resultados positivos para 1620 personas, de las cuales 1227
(75,7%) fueron evaluadas con el resto de las pruebas, en las que el 32% fueron HBeAg
positivos, mas del 70% tenia el nivel de carga viral del VHB detectable (> 300 copias/mL),

lo que significa una replicacion viral activa, y el 24% > 1 000 000 copias/mL asociado con
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un alto riesgo de CHC. Aproximadamente el 18% de los participantes tenian ALT > 2 veces

el limite superior de la normalidad (2 x LSN).

Ademas, Pollack et al.>* mostraron los datos del genotipo disponibles en un centro clinico,
los cuales evidenciaron que, entre 105 chinos, el 42% eran genotipo B y el 57% genotipo C;
entre 16 coreanos, el 100% eran genotipo C; y entre 4 malasios, el 50% eran genotipo B y el
50% eran genotipo C. Por otra parte, el ~50% de los participantes informaron antecedentes
familiares de CHC en alrededor. Finalmente, los autores informan que la seroprevalencia
general de la infeccion crénica por el VHB entre los inmigrantes asiaticos es muy alta, ya
que el 13,4% de las personas recién evaluadas resulté positivo; la mayor prevalencia se
asocio el sexo masculino, la edad mas joven, la menor educacion y los antecedentes
familiares de infeccion por VHB, siendo el pais de nacimiento el determinante mas
importante, especialmente cierto para los chinos (23,1%). Las caracteristicas clinicas y
viroldgicas indican que una gran proporcién de personas de origen asiatico con infeccion
crénica por VHB tienen un riesgo significativo de contraer CHC. Los investigadores
observaron que el genotipo y la historia familiar de CHC fueron dos factores de riesgo

significativamente diferentes por subgrupo.

En el estudio realizado por Prabina et al.*® se determinaron mediante enzimoinmunoensayos
los marcadores inmunolégicos HBsAg, anti-HBc totales, anti-HBc IgM, HBeAg y anti-HBs
en 87 individuos para detectar el VHB, asi como los factores de riesgo asociados entre los
pacientes que padecen infeccidn por hepatitis B aguda (HBA) y hepatitis B crénica (HBC).
El total de los pacientes fueron positivos para HBsAg, entre ellos, 55 (63,2%) eran hombres
y 32 (36,9%) eran mujeres. Segun los marcadores seroldgicos probados, 24 y 63 presentaban
HBA y HBC, respectivamente. Entre los pacientes con HBA, todas las muestras fueron
seropositivas para HBsAg, anti-HBc totales y anti-HBc IgM, y el marcador HBeAg se
encontrd en 15 pacientes (62,5%). Entre los pacientes con HBC, todas las muestras fueron
seropositivas para HBsAg y anti-HBc totales y el HBeAg se encontr6 en 28 pacientes con
44,4%. El consumo de alcohol fue el principal factor de riesgo de transmision de la infeccién
por VHB.

El estudio de estimacién de la prevalencia de la infeccion cronica por hepatitis B realizado
en inmigrantes nacidos en Mongolia residentes en el area metropolitana de Washington,
Distrito de Columbia, Estados Unidos, entre los afios 2016 y 2017 por Ha et al.>¢, quienes

agruparon los resultados para la deteccion del VHB de los participantes como infectados por
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el VHB (HBsAg positivo), susceptibles a la infeccidn por el VHB (HBsAg negativo y anti-
HBs negativos) e inmunes a la infeccién (HBsAg negativo y anti-HBs positivos). Entre 634
mongoles edad media > 40 afios, se observé que 39 (6,2%) estaban infectados cronicamente
con el VHB, 233 (36,8%) eran susceptibles al VHB y 362 (57,1%) resultaron inmunes; sin
embargo, no se midié el anti-HBc por lo que los autores indican que no esta claro si estos
individuos eran inmunes debido al historial de vacunaciéon o la recuperacion de una infeccién
previa. Cuando se estratificaron por factores sociodemograficos, ninguna caracteristica se
asocio significativamente con la infeccion por VHB. Los inmigrantes nacidos en el
extranjero, como los estadounidenses mongoles, tienen una alta prevalencia de infeccion por
hepatitis viral crénica. Los programas de deteccion, vacunacion y tratamiento dirigidos

pueden ayudar a disminuir el riesgo de que los inmigrantes desarrollen CHC.

Villar et al.>” determinaron la prevalencia, genotipo y factores de riesgo asociados a la
infeccion por VHB en el centro oeste de Argentina, asi como la idoneidad del muestreo de
sangre seca (DBS). El estudio incluy6 622 pacientes (345 mujeres y 277 hombres) mayores
de 18 afios de la provincia de Mendoza, Argentina en los cuales se determinaron los
marcadores seroldgicos HBsAg, Anti-HBc y anti-HBS en el suero mediante el uso de
equipos comerciales ELISA (Diasorin, Pomezia, Italia), asi mismo se analizaron muestras
de DBS para detectar HBsAg y Anti-HBc. Las muestras de suero HBSAg positivas se
analizaron mediante PCR en tiempo real (Cobas TagMan HBV, Roche, EE. UU.), con un
rango dinamico de cuantificacion lineal de 29 a 1,1 x 10 Ul/mL y se construyeron los
arboles filogenéticos para evaluar los subgenotipos del VHB. De 622 individuos 11(1,8%)

fueron HBsA(Q positivos.

Los resultados de Villar et al.>” indican que la tasa de infeccion previa por VHB (positividad
anti-HBs y anti-HBc) fue del 3,5% (22/622) y la de exposicion al VHB (positividad anti-
HBc) fue del 5,3% (33/622). De 217 (34,9%) individuos inmunes al VHB, 195 habian sido
vacunados (solo se detectd anti-HBs). Se encontr6 ADN del VHB en cuatro de las 11
muestras de suero positivas para HBsAg y la carga viral media = DE fue de 2,7 £ 0,9 log
UI/mL, de las cuales tres muestras (carga viral media de 3,1 + 0,5 log Ul/ml) se clasificaron
como genotipos Al, A2 y F2a. El analisis multivariado mostr6 que la positividad de anti-
HBs se asocio con el nivel de escolaridad y los antecedentes de vacunacion contra el VHB.
La sensibilidad del ensayo DBS para HBsAg, anti-HBc fue del 100% y 66,6% vy la
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especificidad fue superior al 98%. Los investigadores sefialan una baja tasa de inmunidad al

VHB, lo que demuestra la importancia de la vacunacién contra el VHB,

Li et al.>® cuantificaron el ARN del VHB en suero de 149 pacientes con hepatitis B cronica
no tratados mediante un método comercial de PCR cuantitativa fluorescente en tiempo real
de alta sensibilidad (qQPCR). Los pacientes fueron clasificados en cuatro fenotipos: HBeAg
positivo con alanina transaminasa (ALT) normal (EPNA) o ALT elevada (EPEA), y HBeAg
negativo con ALT normal (ENNA) o ALT elevada (ENEA). Los niveles séricos de ARN del
VHB fueron significativamente mas altos en los pacientes con HBeAg positivo, lo que puede
reflejar una transcripcion vigorosa del ADNccc en el higado. Los pacientes HBeAg positivos
(EPNA 'y EPEA) mostraron los niveles séricos de ARN del VHB mas elevados (> 6,0 log1o
copias/mL) mientras que, el estado de ENNA comprendia principalmente los gradientes de

bajo nivel (< 2,0 log 10 copias/mL).

El nivel de ARN del VHB en suero se correlacion6 significativamente con el ADN del VHB
y el HBsAg positivos, pero se observo una correlacion solo con el ADN del VHB en los
pacientes con ENEA. Los investigadores concluyen que la variacion de los niveles de ARN
del VHB en suero puede reflejar las fases naturales de la enfermedad en pacientes infectados
por VHB no tratados, lo que indica que este biomarcador podria reflejar la inflamacion del
higado en pacientes negativos para HBeAg no tratados con tanto éxito como el ADN del
VHB en suero. EI ARN del VHB en suero puede complementar las estrategias de manejo

clinico cuando el ADN del VHB en suero es indetectable®.

El trabajo de He et al.>® basado en el analisis de datos perinatales notificados en Nueva Gales
del Sur de Australia (con un gran nimero de migrantes) de una poblacion de mujeres de
edades entre 15 a 44 afios que dieron a luz desde 2000 hasta 2016, el cual fue realizado con
el fin de estimar la prevalencia del VHB crénica estandarizada por edad en general y por
pais de nacimiento, asi como estimar las tendencias en la prevalencia del VHB estandarizada
por edad a lo largo del tiempo utilizando modelos de regresion. Las mujeres que tenian un
registro vinculado de una infeccion por VHB recientemente adquirida mediante la deteccion
de HBsAg, anti-HBc (IgM) y del VHB a través de la prueba de acido nucleico, fueron
excluidas del andlisis (resultados no mostrados en la publicacion). De una poblacion de 903
996, se analizaron 903 831 ya que las demas fueron excluidas por registros de VHB recién

adquirido.
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Los andlisis realizados por He et al.>® mostraron que, de las 903 831 mujeres 8001 se
relacionaron con un registro de infeccion cronica por VHB (prevalencia general
estandarizada por edad 0,76%). La prevalencia varié segun el pais de nacimiento con las
estimaciones mas altas entre las mujeres nacidas en Sierra Leona (11,13%), Taiwan (8,08%),
Camboya (7,47%) y Vietnam (7,36%); estimaciones mas moderadas entre las mujeres de
Corea del Norte (2,76%) y Samoa (2,64%); y en mujeres nacidas en Australia la prevalencia
fue del 0,18%. Durante 17 afios, hubo reducciones significativas en la prevalencia del VHB
entre todas las mujeres (del 0,88%). Entre las mujeres de paises de alta prevalencia, las
mayores reducciones absolutas se observaron entre las de Taiwan (10,1%) seguidas de
Tonga (5,4%), mientras que no se observaron reducciones para las mujeres nacidas en
Vietnam, Corea del Sur y Sudan. Los autores concluyen que las pruebas prenatales de VHB
de rutina pueden usarse para informar las estimaciones de prevalencia del VHB y el impacto

del programa de vacunas en paises con vigilancia limitada y alta migracion a Australia.
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Tabla 2. Marcadores inmunolégicos del virus de la hepatitis B en la deteccion de la infeccion de la hepatitis B

Marcadores inmunolégicos

o Sexo n (%)
Autor Pais-afio de ~ Muestra Edad Anti- Teécnica
publicacién (n) (afios) M F HBsAg HBC Anti-HBc Anti- HBeAg Anti-
n (%) n (%) totales IgM HBc 1gG HBs
ELISA
Nueva York .
Pollack ' 747 481 1227 360 (Immulite
etal s EE. 1227 >18 508 (392) (100w MR NR NR - 316w  NR 2000;
UU./2015 DPC)
HBA =24 NR 15
Prabina  Tamil Nadu- 55 87 87 (27,6%) pos. (62,5%)
etal®  India/2019 87 NR eog 320D (1o0%) (100%) HBC=63 \R 28 0 ELISA
(72,4%) neg. (44,4%)
Maryland,
Ha et Virginia, 268 366 39 362
al®  Washington, 3% >18 3 G717 (62%) NR NR NR NR (57,10) NR
DC/2019
Provincia ELISA
Villar Mendoza- 277 345 11 33 217 (Diasorin,
etals  Argenting/20 %2 >18  aasm)  (555%)  (1.8%)  (5.3%) NR NR NR " (349%) Pomezia
20 Italia)

HBsAg: antigeno de superficie de la hepatitis B; anti-HBs: anticuerpo contra el antigeno de superficie de la hepatitis B; anti-HBc: anticuerpo
contra el antigeno core de la hepatitis B; HBeAg: antigeno e de la hepatitis B; HBA: hepatitis B aguda; HBC: hepatitis B cronica; RVA:
replicacion viral activa; NR: no reportado.
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Tabla 3. Pruebas moleculares: deteccién del &cido desoxirribonucleico (ADN) del virus de la hepatitis B y/o carga viral

Sexo Pruebas moleculares
Pais-afio de  Muestra Edad ADN del VHB .
Autor o ~ M F . Carga de ADN viral del
publicacién (n) (afios) . o mediante PCR en
n (%) n (%) tiempo real VHB (RVA)
Pollack  NUeva York, 747 481 870 (70,9%) con > 300
et al.> EE. 1221 >18 (60,8) (39,2) NR copias/mL
' UuU./2015 ' '
Prabina  Tamil Nadu- 55
etal®  India/2019 87 NR (eog 320392 NR NR
Maryland,
Ha et Virginia, 268 366
al.%®  Washington, 634 >18 (42,3) (57,7) NR NR
DC/2019
Provincia 3 muestras con una
Villar Mendoza- 622 >18 277 345 4 muestras positivas carga viral media de

etal.>  Argentina/20
20

(44,5%)  (55,5%)

(de 11 analizadas) 3.1 +0,5 log Ul/3mL

RVA: replicacion viral activa; NR: no reportado.
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CONCLUSIONES

1. La infeccién crénica por el virus de la hepatitis B (VHB) representa una de las
principales causas de mortalidad en todo el mundo; tiene un gran riesgo de convertirse
en carcinoma hepatocelular (CHC) y cirrosis hepatica. Este virus se puede encontrar en
la sangre y otros fluidos corporales y se han utilizado varios marcadores del VHB en el
diagnostico clinico para controlar la progresion de la enfermedad. Entre diversos
métodos de deteccidn, que incluyen quimioluminiscencia, colorimetria, fluorescencia 'y
electroquimica.

2. Los marcadores seroldgicos principales para la deteccion de la infeccion por el VHB
incluyen el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAQ), el anticuerpo frente al
antigeno de superficie de hepatitis B (anti-HBs) y el anticuerpo frente al antigeno core
de la hepatitis B (anti-HBc); sin embargo, los programas de deteccién del VHB suelen
incluir en la evaluacion solo el HBsAg y el anti-HBs, sin detectar a los individuos que
tienen anti-HBc como Unico marcador detectable, cuyo aislamiento puede indicar una
infeccion cronica en la que el HBsAg no es detectable por serologia.

3. Lainfeccion oculta por hepatitis B se define como la presencia de ADN del virus de la
hepatitis B (VHB) en el higado o el suero como unico marcador detectable, ya que los
marcadores concurrentes de infeccion por VHB que incluyen el HBsAg y anti-HBc se
observan seronegativos. El impacto clinico de la infeccion oculta por hepatitis B incluye
un riesgo de reactivacion durante la inmunosupresion, la progresion a enfermedad
hepética grave con el desarrollo de cirrosis y CHC y un riesgo continuo de transmisién
en el contexto de un diagndstico erréneo debido a la falta de HBsAg detectable.

4. EI ADN del VHB es un biomarcador permanente de la actividad del VHB y se puede
observar unos dias después de la infeccién; las elevadas concentraciones de este
marcador se correlacionan con una mayor incidencia de cancer y desarrollo de cirrosis.
Como inform6 el Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI), los niveles

de ADN del VHB pueden oscilar entre 10! y méas de 10° copias/mL en suero humano.
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RECOMENDACION

El virus de la hepatitis B puede afectar significativamente la funcion hepatica de los
pacientes, por lo que se recomiendan tomar acciones tempranas de prevencién para que la
misma no se siga propagando. Se debe usar el condén como una barrera de proteccion, y
también se debe vacunar para asi poder evitar mas contagios. Se deben realizar pruebas para
su deteccion minimo una vez al afo, las pruebas rapidas tienen una gran especificidad y son

de gran ayuda para el diagndstico.
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Anexo N° 1.
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Figura que muestra la estructura y genoma del virus de la hepatitis B. (A) estructura
del virion completo del VHB comprende una envoltura externa con las proteinas de
superficie pequefias (S), medias (M) y grandes (L) incrustadas en lipidos, una nucleocapside
interna que consiste en una proteina central y el ADN-rc unido covalentemente a la ADN
polimerasa en su interior. (B) genoma viral altamente compacto del VHB (mostrado como
las dos hebras de ADN externas) abarca cuatro marcos de lectura abiertos superpuestos
(ORF, representados en el centro). Fuente: Adaptado y modificado de Nassal*® por Shi et
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Figura que muestra el ciclo de replicacion del VHB. EIl esquema representa los pasos

involucrados en el ciclo de replicacion del VHB, muestra las fuentes de varias moléculas

relacionadas al VHB usadas para el diagnostico, la supervision clinica y el prondstico de la

infeccion que incluyen: virion vacio (p22cr), HBeAg, HBcAg, HBsAg y ADN de VHB, que

se pueden medir en suero. EI ADNccc se mide principalmente a partir de muestras de biopsia

hepética. Fuente Baudi et al*®.
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