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Resumen

Introduccion: La identificacion de portadores del virus de la hepatitis B en donantes de sangre es imperativo para evitar la
transmision de la enfermedad a través de transfusiones sanguineas. Objetivo: Determinar si los donantes de sangre con
resultados positivos de los marcadores seroldgicos HbsAg y anti-HBc eran portadores de ADN del virus de la hepatitis B.
Métodos: Se recolectaron 12 745 muestras de seis bancos de sangre ecuatorianos, las cuales fueron analizadas con pruebas
seroldgicas para identificar los marcadores infecciosos HBsAg, anti-HBc, anti-HBs mediante prueba ELISA automatizada.
Todas las muestras positivas para uno, dos o los tres marcadores fueron analizadas con técnica molecular para determinar
la presencia de ADN viral. Resultados: Se identifico que 27.5 % de las muestras reactivas solo a anti-HBc y 100 % de las
muestras con resultados positivos de HBsAg/anti-HBc-IgM/IgG presentaron ADN del virus de la hepatitis B (p = 0.001). Con-
clusiones: La eleccion de los marcadores de infeccion y los métodos de deteccion definen los resultados. Es importante la
realizacion de dos pruebas seroldgicas y una molecular para identificar a los portadores del virus de la hepatitis B y evitar su
transmision.
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Significance of hepatitis B surface antigen, IgM/IgG core antibody and hepatitis B
virus DNA in blood donors

Abstract

Introduction: Identification of hepatitis B virus carriers in blood donors is imperative in order to avoid transmission of the
disease via blood transfusion. Objective: To determine if blood donors with positive results for serological markers HBsAg and
anti-HBc were hepatitis B virus DNA carriers. Methods: 12,745 samples were collected from six Ecuadorian blood banks and
analyzed for HBsAg, anti-HBc and anti-HBs infectious markers by automated ELISA. All samples that tested positive for one,
two or all three markers were analyzed with molecular techniques to determine the presence of viral DNA. Results: 27.5 %
of the samples that were reactive for anti-HBc alone and 100 % of those with positive results for HbsAg and IgM/IgG anti-HBc
were identified to contain hepatitis B virus DNA (p = 0.001). Conclusions: The selection of infection markers, as well as the
detection methods define the results. Performing two serological and one molecular test is important in order to identify hepa-
titis B virus carriers and prevent its transmission.
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|ntroducci6n

La seguridad de la calidad de los hemocomponen-
tes utilizados en la medicina transfusional es de vital
importancia en la practica médica a nivel mundial; la
transmision del virus de la hepatitis B (VHB) aun cons-
tituye un problema de salud publica a pesar del uso
de pruebas seroldgicas sensibles para la deteccién
del antigeno de superficie y pruebas moleculares para
la identificacion de ADN viral."' Debido a la necesidad
de prevenir la transmision de hepatitis B a través de
la sangre donada se introdujo el uso de nuevos mar-
cadores seroldgicos como anti-core de VHB (IgM o
IgG) y pruebas moleculares;? sin embargo, existe con-
troversia en torno a la utilizacion de la prueba de anti-
core debido a reportes de un elevado numero de
resultados falsos positivos.? También se ha sefialado
que la realizacion de la amplificacion de &cidos nuclei-
cos (NAT, nucleic acid testing) en pool resta sensibili-
dad a la deteccion del virus de la hepatitis B por la
baja concentracién de ADN del virus; es por ello que
la prueba debe ser realizada por separado, lo que
eleva los costos de su empleo en los servicios de
sangre.?

La prueba de anti-core (anti-HBc) es util en la
identificacién de pacientes infectados o que han
estado expuestos al VHB;® adicionalmente, el anti-
HBc es considerado el Unico marcador detectable en
donantes de sangre con infeccion resuelta, crénica
o de cepas atipicas.! La existencia de resultados
positivos de anti-HBc y negativos del antigeno de
superficie indica hepatitis oculta. Estados Unidos,
Japon y Alemania tienen implementada la prueba
para identificarlo, pero en Ecuador Unicamente la
realizan algunos bancos de sangre. El propdsito de
este estudio es determinar el significado de un resul-
tado positivo de anti-HBc en ausencia del antigeno
de superficie (HBsAg) en donantes de sangre
ecuatorianos.

Métodos

Entre noviembre de 2008 y enero de 2010, fueron
recolectadas 12 745 muestras de suero de donantes
de sangre de seis diferentes servicios de sangre
ecuatorianos pertenecientes a las regiones costa y
sierra; fueron analizados tres marcadores seroldgicos
mediante técnica automatizada de ensayo por inmu-
noabsorcion ligado a enzimas (ELISA, enzyme-linked
immunosorbent assay). Todos los donantes de sangre

firmaron el consentimiento informado (SENAS-
FOS-10). Las muestras fueron codificadas sin nom-
bres ni identificadores personales.

Para la deteccidn seroldgica, todas las muestras de
suero fueron analizadas con equipos comerciales
automatizados para ELISA, siguiendo el protocolo de
cada inserto. Los reactivos provinieron de tres casas
comerciales diferentes:

— Inmunoensayos enzimaticos anti-HBc (total), de
Genesis RMP 150/8 Génesis Abbott Murex, serie
6254.

— TECAN Schweiz AG Mannedorf, analizador de
inmunoensayo Axsym automatizado, serie 19540,
montaje 37000.

— Abbott 0 Johnson & Johnson. PIGEM0125/104.0.

Se realizaron pruebas adicionales para anti-HBs
(EIA, Abbot Laboratories) en donantes con resultado
reactivo de anti-HBc. Los criterios para la interpreta-
cién del resultado de las muestras se basaron en el
punto de corte calculado de acuerdo con las instruc-
ciones del fabricante de cada kit; todas las muestras
que resultaron con un valor superior al del punto de
corte se consideraron reactivas.

Todas las muestras que en las pruebas seroldgi-
cas mostraron reactividad a cualquier marcador
fueron analizadas mediante prueba molecular para
identificar ADN-VHB; se empled el equipo automa-
tizado COBAS® Ampliscreen HBV (Roche Molecular
System Inc., Branchburg, NJ, Estados Unidos). El
ADN viral fue aislado directamente del plasma del
donante mediante lisis de las particulas virales,
para lo cual se utilizé el kit AmpliScreen HBV test
N/P 21118323 123, reactivo de lisis MultiPrep
(MPLYS); se us6 el control interno (MPIC) com-
puesto por Tris-HCI < 0-001 % de ADN plasmidico
no infeccioso y 0.1 % de colorante de amaranto
EDTA, el cual fue ahadido a cada reaccidn para
verificar la efectividad de la lisis, la extraccién y la
amplificacion.

En cuanto a la amplificacion por PCR, en el anali-
zador COBAS® AMPLICOR V0.2 la mezcla de reac-
cién de amplificacion (HBV MMX) estaba compuesta
por tampon Tris, glicerol, < 0.001 % de ADN polime-
rasa AmpliTaq®, sulfato de amonio, < 0.001 % de
AmpErase, < 1 % de cloruro de magnesio, < 0.5 %
de Tween 20 y 0.09 % de azida sddica. La mezcla de
reaccioén tiene dos pares de cebadores (< 0.05 % de
dATP, dCTP, dGTP, dUTP y < 0.001 % de HBV-104UB,
HBV-104D biotinlados), los cuales se amplifican de
forma complementaria a las cadenas de ADN espe-
cificas de 104 pb de la region pre-core/core
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Marcadores seroldgicos de hepatitis B de acuerdo con la region de procedencia, Ecuador 2008-2010

Regién costa 35/6100 0.6 (0.4-0.8)
Cruz Roja Guayas 1/160 0.6 (-0.6-1.9)
Cruz Roja El Oro 3/222 1.4 (-0.2-2.9)
Maternidad E. Sotomayor 31/5718 0.5(0.3-0.7)

Region sierra 18/6645 0.3(0.1-0.4)
Cruz Roja Quito 8/4112 0.2 (0.1-0.3)
Hospital Carlos Andrade Marin 2/973 0.2 (-0.1-0.5)
Hospital Metropolitano 8/1560 0.5(0.2-0.9)

Total 53/12 745 0.4 (0.3-0.5)

26/382* 6.8 (4.3-9.3) NA
10/160 6.3 (2.4-10.0) NA
16/222 7.2(3.8-10.6) NA
NA NA 15/5718 0.3 (0.1-0.4)
134/6645 2.0 (1.7-2.4) NA
89/4112 2.2(1.7-2.6) NA
21/973 2.2(1.2-3.1) NA
24/1560 1.5 (0.9-2.1) NA
160/7027 2.3(1.9-2.6) 15/5718 0.3 (0.1-0.4)

HBsAg = antigeno de superficie, Anti-HBc = anticuerpos contra el core del virus de la hepatitis B, NA = no analizado, IC = intervalo de confianza.

*En la estimacion no se incluyeron dos muestras con resultados indeterminados.

conservada del genoma del VHB. La reaccién de
amplificacion se realiza utilizando < 0.001 % de poli-
merasa Taq (ADN polimerasa Thermus aquaticus),
que es una enzima recombinante termoestable, para
prevenir la presencia de amplicones. Se afadieron
50 uL de la muestra a 50 uL de mezcla de amplifica-
cion y se cargaron en el termociclador COBAS durante
tres horas.

Las amplificaciones se llevaron a cabo con 30 ciclos
a 90 °C durante 10 segundos y a 58 °C durante
25 segundos. Después de la etapa de amplificacion,
25 uL de solucién desnaturalizante (DN4) que contiene
hidroxido de sodio a 1.6 %, EDTA y azul de timol fueron
agregados de forma automética a cada tubo de reac-
cion para disociar el ADN amplificado; la mezcla fue
colocada en las copas D y se incubé en el termocicla-
dor de COBAS AMPLICOR durante 45 minutos a 91 °C.
Después del ultimo periodo de incubacion, las copas D
fueron transferidas al fotometro, donde se midio la
absorbancia a 660 nm. Se obtuvieron dos absorbancias
de cada muestra: una del espécimen y la otra del con-
trol interno. El analizador COBAS AMPLICOR deter-
mina automaticamente el resultado del VHB de la
siguiente manera: muestras con una absorbancia < 0.2
y control interno > 0.2 a 660 nm son consideradas
negativas. Si la absorbancia para VHB es = 0.2, el
resultado se considera positivo e indica la presencia de
un segmento largo del virus B12 de 104 pb.

Analisis de datos

Los datos fueron analizados con el programa Stata,
version 11. Las prevalencias en las regiones costa y

sierra se compararon utilizando chi cuadrada; un valor
de p < 0.05 se considerd estadisticamente significa-
tivo. Para la frecuencia de los marcadores virales de
hepatitis B por region y bancos de sangre se utilizo
estadistica descriptiva con intervalos de confianza de
95 % (IC). La evaluacion del marcador anti-HBc se
realizd comparando los marcadores serologicos
HBsAg y anti-HBs con la PCR (deteccion de ADN
viral) en muestras negativas y reactivas para la pre-
sencia del marcador anti-HBc; con la prueba exacta
de Fisher se determin6 su significacion.

Resultados

Se recolectaron 12 745 muestras de sangre, 52.1 %
en la region sierra y 47.9 % en la region costa. Se
identificd una prevalencia de 0.4 % de muestras reac-
tivas a HBsAg (IC 95 % = 0.3-0.5). Existieron diferen-
cias significativas entre las dos regiones estudiadas:
en la region costa se observd la mayor prevalencia
que en la region sierra (0.6 % versus 0.3 %, respec-
tivamente, prueba de 2, p = 0.012) (Tabla 1). La fre-
cuencia de anti-HBc IgM/IgG fue de 2.3 % (IC 95 %
= 1.9-2.6), mayor en la regién costa, que en la regién
sierra (6.8 % versus 2.0 %, respectivamente, prueba
de %2, p < 0.001); mientras que la prevalencia de anti-
HBc/IgM fue de 0.3 % (IC 95 % = 0.1-0.4).

De las 7005 muestras negativas a HBsAg, 147 pre-
sentaron resultados reactivos a anti-HBc IgM e IgG,
que correspondieron a 2.1 % (IC 95 % = 1.7-2.4)
(Tabla 2). La prevalencia general de HBsAg combi-
nado con anti-HBc IgM/IgG fue de 0.2 %
(IC 95 % = 0.08-0.3). Se observd reactividad aislada
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Prevalencia combinada de HBsAg, anti-HBc IgM/IgG (total) y anti-HBc IgM entre donantes de sangre de las regiones sierra y

costa

HBsAg negativo y anti-HBc negativo 6503/6645 97.9(97.5-98.2) 354/380  93.2(90.6-95.7) 6857/7025 97.6 (97.2-98.0)
HBsAg reactivo 8/6645 0.1(0.04-0.2) 0/380 0 8/7,025 0.1(0.03-0.2)
Anti-HBc-IgM/IgG (total) reactivo aislado 124/6645 1.9(1.5-2.2) 23/380 6(3.7-8.4) 147/7025 2.1(1.7-2.4)
HBsAg reactivo y anti-HBc-IgM/IgG (total) ~ 10/6645 0.2 (0.05-0.2) 3/380 0.8 (-0.1-1.7) 13/7025 0.2 (0.08-0.3)
HBsAg negativo y anti-HBc-IgM negativo N/A N/A 5674/5718 99.2(99.0-99.5) 5674/5718 99.2 (99.0-99.5)
HBsAg reactivo N/A N/A 29/5718 0.5(0.3-0.7) 29/5718 0.5(0.3-0.7)
Anti-HBc-IgM reactivo N/A N/A 13/5718 0.2 (0.1-0.4) 13/5718 0.2(0.1-0.4)
HBsAg reactivo y anti-HBc-IgM N/A N/A 2/5718  0.03(-0.01-0.08)  2/5718  0.03(-0.01-0.08)

Anti-HBc = anticuerpos contra el core del virus de la hepatitis B, IC = intervalo de confianza, HBsAg = antigeno de superficie. N/A = no disponible.

aHBsAgenochomuestrasdelaregionsierra. Elanalisis
estadistico mostro diferencia estadisticamente signi-
ficativa (prueba exacta de Fisher, p < 0.001) en la
seropositividad de todos los marcadores de hepatitis
B entre las dos regiones (Tabla 2). Trece de 5687
sujetos con resultados negativos de HBsAg fueron
reactivos a anti-HBc IgM (0.2 %, IC 95 % = 0.1-0.4).

Respecto a la deteccion molecular del VHB, en
100 % de las muestras que presentaron reactividad a
HBsAg y anti-HBc IgM/IgG se identific6 ADN-VHB. La
probabilidad de identificar ADN viral disminuy6 a
33 % en las muestras positivas de HBsAg y a 27.5 %
en las muestras positivas de anti-HBc IgM/IgG. En
100 % de las muestras en las que se identificaron
HbsAg y anti-HBc IgM se detecté ADN viral.

Se encontré ADN-VHB en 72.2 % de las muestras
con resultados reactivos a HBsAg, mientras que la
deteccion de ADN viral fue de 30 % en las muestras
con resultados positivos de anti-HBc IgM y negativos
de HbsAg. Una muestra (0.1 %) en la que se identificd
ADN viral fue negativa a anti-HBc IgM/IgG y HBsAg.
También se observd ADN viral en muestras reactivas
a anti-HBs, marcador indicativo de inmunidad contra
el antigeno de superficie del virus (Tabla 3).

Discusion

En 2015, la Organizacion Mundial de la Salud reporté
que existian 275 millones de personas que viven con
el virus de hepatitis B y que se estimaban 887 000
fallecimientos por esta infeccion,*S por lo cual consti-
tuye un problema de salud publica. La prevalencia en

Deteccion de ADN viral y marcador de anti-HBs con
combinaciones de pruebas de HBsAg y anti-HBc (total y IgM)
positivo/negativo

HBsAg y anti-HBc
IgM/IgG (total)
negativos

1/699 0.1 0/10 0.0

HBsAg reactivo 1/3 33.3 0/3 0.0

Anti-HBc 66.2
IgM/IgG (total)

reactivo

39/147 27.5 94/147

HBsAg y anti-HBc 15.4

reactivos

13/13 100.0 2/13

HBsAg negativo 0/509
y anti-HBc-IgM

negativo

HBsAg reactivo 13/18 722 0/18 0.0

Anti-HBc IgM
reactivo

3/10 30.0 3/10 30.0

Ambos 2/2
marcadores
reactivos

100.0 0/2 0.0

HBsAg = antigeno de superficie, Anti-HBc = anticuerpos contra el core de VHB,
Anti-HBs = anticuerpos contra el antigeno de superficie (inmunidad).
*Este marcador no se analizé en este grupo de individuos.

este estudio de donantes de sangre positivos a anti-
geno de superficie y anticuerpos contra el core del
VHB (anti-HBc) fue de 0.2 % y la de reactividad solo
a anti-HBc fue de 2.1 %, mas elevada que la encon-
trada en donantes brasilefios en 2003 y 2016, que fue
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de 0.14 % respecto a anti-HBc y HBsAg, de 1.67 %
solo a anti-HBc® y de 1.63 unicamente a HbsAg.’
Reportes en otros paises indican prevalencias suma-
mente altas: 3.5 % de anti-HBc en Malawi, 8 % en
Camerun y de 4.6 a 17 % de hepatitis oculta en el norte
y sur de Africa,® datos que demuestran la importancia
de determinar el significado en los resultados obteni-
dos en los diferentes marcadores seroldgicos para
establecer estrategias de tamizaje seroldgico.

Un resultado reactivo a anti-HBc aislado puede pre-
sentarse en varias condiciones clinicas, incluidas
falsa reactividad, periodo de ventana, fase tardia de
la infeccion o hepatitis oculta.® En el presente estudio
se detectaron 142 portadores unicamente de anti-HBc
IgM/IgG vy 10 de anti-HBc IgM, lo cual en estos ultimos
indicaba presunta infeccion aguda. En el estudio rea-
lizado por Zaccheaus et al. se establecio una preva-
lencia de 18.1 % de donantes de sangre portadores
solo de anti-HBc IgM, resultado relacionado con la
probabilidad de que se tratara de un periodo de ven-
tana seguido de una infeccion aguda o remota por
VHB sin viremia persistente o persistencia viral, como
sucede con la hepatitis oculta.®

El marcador seroldgico de anti-HBc IgM es el primero
en detectarse en respuesta a la infeccion aguda por
hepatitis B y puede ser el Unico en la etapa de ventana
cuando se ha resuelto la antigenemia del virus y aun
no son detectables los anticuerpos de proteccion (anti-
HBs).° Esta afirmacion concuerda parcialmente con los
resultados obtenidos en esta investigacion de los 10
donantes de sangre que presentaron reactividad a anti-
HBc IgM: tres fueron reactivos a anti-HBs con presen-
cia de ADN viral, lo cual es sinénimo de replicacion, por
lo tanto, la realizacion de la prueba seroldgica de anti-
HBc IgM en estos casos evitd la transmision de la
infeccion a través de sangre transfundida. A pesar de
ello, Jeremiah et al. concluyeron que un resultado reac-
tivo a solo anti-HBc no es sinénimo de infeccién por
hepatitis, luego de la observacion de que pacientes con
resultados anti-HBc reactivo/HBsAg negativo y con
exposiciones repetidas al virus no desarrollan la enfer-
medad.® Sin embargo, se han reportado casos de
transmision de hepatitis B tanto en transfusiones san-
guineas como en trasplante de érganos de donantes
con resultados de HBsAg negativo/anti-HBc reactivo.

Otros estudios afirman que la reactividad a anti-HBc
es considerada como falsa positiva y se ha observado
en poblaciones de baja prevalencia de hepatitis B,
estimandose que puede presentarse de 10 a 50 %,
relacionada con el uso de pruebas de mayor sensibili-
dad," dato que corrobora la existencia en este estudio

de 72 % de muestras que solo presentaron anti-HBc,
pero que fueron negativas a HBsAg/ADN viral, compor-
tamiento seroldgico que puede deberse a una infeccion
transitoria. Para asegurar esta afirmacion se deberia
determinar si se trata de una hepatitis oculta a través
de la cuantificacion del anti-HBc como medio directo
para distinguir las etapas de la infeccion.'

En las directrices europeas y americanas, la hepa-
titis oculta se define como la ausencia del antigeno
de superficie y la presencia de ADN viral."" En el pre-
sente estudio se encontré un donante (0.1 %) con
ADN viral sin HBsAg ni anti-HBc y 27.5 % de donantes
con ADN viral y solo anti-HBc. Estos casos podrian
tratarse de individuos portadores de hepatitis oculta,
lo cual indica que para el tamizaje de donantes de
sangre deberia elegirse la combinacion de pruebas
de marcadores seroldgicos con prueba molecular,
para facilitar la deteccién de la infeccidn en los dife-
rentes estadios y evitar la transmision postransfusio-
nal del virus de la hepatitis B.

El uso de pruebas moleculares para la deteccion
de ADN-VHB es controvertido especialmente en
donantes de sangre, tanto por la carga viral baja o su
presentacion intermitente en casos de infeccion
oculta.”? Estos hallazgos demuestran la complejidad
de la identificacion de hemocomponentes potencial-
mente infecciosos, especialmente en paises con baja
prevalencia, como Ecuador, mediante el empleo de
un solo marcador seroldgico. En este estudio se
observé que con la prueba de HBsAg se detectd uni-
camente a 33.3 % de los donantes portadores de
VHB y que 27.3 % (n = 39) no hubiesen sido detec-
tados sin la prueba de anti-HBc.

La Organizacion Mundial de la Salud recomienda
que cada pais determine su estrategia para evitar la
transmisién de hepatitis B a través de transfusiones.'
Para definir qué algoritmo debe ser utilizado se
requiere investigar y analizar el significado de los
resultados obtenidos. Con los hallazgos de este estu-
dio y los de Sosa-Jurado et al. se concluye que es
importante la determinacién de anti-HBc como mar-
cador seroldgico.

Conclusiones

Los resultados obtenidos al aplicar dos pruebas sero-
l6gicas y la molecular facilitan la deteccion de donantes
portadores del virus de hepatitis B o que han tenido un
contacto previo con el virus y asi evitar la transmision
postransfusional. Para establecer la existencia de repli-
cacion viral en los donantes de sangre se deberia



Gaceta Médica de México.2021;157

incluir otros marcadores seroldgicos de infeccién que
permitan el seguimiento y tratamiento.
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