Procedimientos en Microbiologia Clinica

Recomendaciones de la Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica

.
eimcC

Diagnostico microbiologico
de las hepatitis viricas

Editores Coordinador Autores

Emilia Cercenado Mansilla  Roberto Alonso Fernandez =~ Antonio Aguilera Guirao

Rafael Cantén Moreno Roberto Alonso Ferndndez
Juan Cérdoba Cortijo
Antonio Fuertes Ortiz de Urbina



ISBN: 978-84-617-1116-1

EDITORES:

Emilia Cercenado Mansilla. Servicio de Microbiologia. Hospital General Universitario Gregorio Marafion.
Madrid.

Rafael Canton Moreno, Servicio de Microbiologia. Hospital Universitario Ramon y Cajal e Instituto Ramon

y Cajal de Investigacion Sanitaria (IRYCIS). Madrid.

SUGERENCIA DE CITACION:

Aguilera Guirao A, Alonso Fernandez R, Cérdoba Cortijo J, Fuertes Ortiz de Urbina A. Diagndéstico micro-
bioldgico de las hepatitis viricas. 50. Alonso Fernandez R (coordinador). Procedimientos en Microbiologia
Clinica. Cercenado Mansilla E, Canton Moreno R (editores). Sociedad Espafiola de Enfermedades Infec-
ciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2014.

AVISO:

Reservados todos los derechos. Los documentos SEIMC o cualquiera de sus partes no podran ser
reproducidos, almacenados, trasmitidos, distribuidos, comunicados publicamente o transformados me-
diante ningn medio o sistema sin la previa autorizacion de sus responsables, salvo excepcion prevista
por la ley. Cualquier publicacion secundaria debe referenciarse incluyendo “Este documento ha sido
elaborado por la SEIMC (Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica) y su
contenido puede encontrase en la pagina web www.seimc.org”


http://www.seimc.org

Procedimientos en Microbiologia Clinica

Recomendaciones de la Sociedad Espafnola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica

Editores:
Emilia Cercenado Mansilla
Rafael Cantén Moreno

50. biaeN6sTICO MICROBIOLOGICO
DE LAS HEPATITIS VIRICAS. 2014

Coordinador:
Roberto Alonso Fernandez'

Autores:

Antonio Aguilera Guirao?
Roberto Alonso Fernandez’
Juan Cérdoba Cortijo®
Antonio Fuertes Ortiz de Urbina*

\
eimcC

'Servicio de Microbiologia y Enfermedades Infecciosas, Hospital General Universitario Gregorio Marafién, Madrid.
2Servicio de Microbiologia, Complexo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela. 3Servicio de Microbio-
logia, Hospital Universitari i Politécnic La Fe de Valencia. “‘LABCO QualityDiagnostics, Madrid.



INDICE DEL DOCUMENTO CIENTIFICO

l [[aligeTo[Ulelolle] gl 1T a =T - | F PP PRSP SRR 7
! [ [T 0T L (S NPT PP PP PP PP PP PPN 7
2.0 INEFOTUCCION ettt e ettt ettt 7
2.2 ClINICA 1ttt 7
2.3 DHAGNOSTICO ettt e e e 7
2.3.1. MarCadOreS SEIOIOTICOS ....uueriieeeaiiiiti ettt ettt ettt e e ettt e e e e ettt e e e e e et et e e e e e naeees 8
2.3.1. 7. 1GM anti-VHA L e 8

2.3.1.2. 119G ANti-VHA L e 8

2.3.2. MarCadOreS MOIECUIAIES. ........viiiiiiiii e 9
2.3.2.1. ARN eI VHA e 9

2.3.2.2. GENOLIDO VIFAL. wuvuiiiii e e 9

2.3.3. TECNICAS rAPIAAS Y OIFAS ... .uvviiiiiiiiiiiii sttt e ettt e e e e e et e e e e e e e e e e e s e e s 9

R 1= Y= a0 11T 1 (o TP PRSP 9
R T (0] 1= D1 PP PRSP 9
P2 T IR = Vo 1 o =Yoo o PRSP PPPPRR 9
2.5.2. Gammaglobulinas INESPECITICAS ... .vvrriiiiiiiiiiiiiiit ettt r e e e e e e e e e eeaaeeas 10

! HEPALITIS B ...ttt e e e e e e e 10
G T I [ 0T [ o3l o KPP SSTPPPPPPPPR 10
3.2. Consideraciones clinNicas SODIre €l VHB .........iiiiiiii e 10
3.3. DiagnOstico ClINICO AEI VHB ....iiiiiicceceee ettt et e e e e e e e aeaaaaeas 11
3.4. DiagnOStiCO MICTODIOIOTICO ..vvvvieiieee e eee ettt e e e e e e e e e e ettt rttaaeaeeeeeeeaaeaeaeas 11
3.4.1. MarCadOres SEIOIOTICOS ....uuurriiieeaiitiitie ettt e ettt e et e e e ettt e e e e ettt e e e e et e e e e e anes 11
3.4.1.1. Antigeno de superfiCie: HBSAG «...iouuiiiiiiii ittt 11

3.4.1.2. Prueba confirmatoria para HBSAQG ... ..uvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 12

3.4.1.3. ANtiCUerpos anti-HBS .....oooiiiiii s 12

3.4.1.4. Anticuerpos anti-HBC: clase IgM € I1gG .....uvviviiiiiii e 13

3.4.1.5. Antigeno de la céapside: HBcAg (antigeno de la nucleocépside o antigeno del “core”). 14

3.4.1.6. Sistema “€”: HBEeAg Y anti-HBe .......oooiiiii e 14

3417, Pruebas rApIAAS .......cooeiiiii i1 15

3.4.1.8. Interpretacion de 10s marcadores SErolOgICOS . ..uiiuiiiirriiieeeiiiiiiiee e e e 15

3.4.1.8.1. Estado de susceptibilidad 0 proteCCiON ........vvvveiiiiiiiiiieiiiieee e 15

3.4.1.8.2. Diagnostico en pacientes con cuadros agudos ......ceeeeeeeeeeeeiieeiiiiiniiiiinenee, 16

3.4.1.8.3. Diagnostico en pacientes con cuadros CroNICOS......eeeeeeeeeeeerieeeiiiiniiiieneneens 16

3.4.1.8.4. Infeccion oculta por el VHB ... 17

3.4.2. MarCadores MOIECUIAIES. .........uuiiiiiiiiiiiiii ittt e e e e e e e e e e e 18
3.4.2.1. Carga viral el VHB .....oi e 18

3.4.2.2. ADNCCC INtraNEPATICO . ..eiii ittt e e e ee e e e 19

3.4.2.3. GENOLIPO VIFal ... 20

3.4.2.4. Caracterizacion de varianteS GeNOMICAS .. ..uuuuururriiiiitiiiiiieeeeieeaeaeaae e 20
3.4.2.4.1.Variantes €N €l BN S 20

3.4.2.4.2. Variantes en PC Yy PBC........ooiiiii e 20

3.4.2.4.3. Variantes en €l gen POL .......cooiiiiiiiiii e 21

R T =17 a0 [T 0o TP PP PPPTPPPPP 22
BB POTIAXIS ..t 23




!

4.1.

[ [T oY= L (= PP P PP PRRRRT 23
T geTo Ul ool o ] HE PSP PPPPPPPP 23
R O [ Tor= RSP O PP PPPPPPPPPP 24
4.3, DIAGNOSTICO ettt ettt ettt e oottt e e e et et e et e e e e e et e e e et aeaa s 24
4.3.1. MarCadOres SEIOIOTICOS ...uuuurrieeeas ittt ee ettt e e e e ettt e e e ettt e e e e sttt e e e e e e ettt e e e e e e nrbereeeee e nees 25
4.3.1.1. Deteccion de anticuerpos anti-HOV .......uviiiiiiiccce e 25

4.3.1.2. Deteccion de antigenos del VHC ... 26

4.3.2. Pruebas MOIECUIAIES .......oiiiiiiiiiie e e e e e e e e 26
4.3.2.1. Carga viral el VHO ... 26

4.3.2.2. GenotiPadO el VHC . ....cooiiii et 27

4.4, Tratamiento de la hepatitis CroNICa C ......ciiiviiiiiei et e e e 27
A8, PIOTIAXIS .ttt 29
[ (=T 0= L) (0 [ = PSPPSR 29
ST I o (e Te [ oTel (o) o IO O PP PP PP PPPPPPPPPP 29
I O[] o= RO O PP PP PP PPPPPPPPPPN 30
LRI I - o 1o 1] 1 oo TSRS SSU T SUPPPPRR 30
5.3.1. Marcadores SEIrOIOTICOS .....cuiieiiiiie ettt ettt e et e e e e e e e e e e e e e s e ettt aaaaaeeeeeeeeeeaaaens 30
5.3.1.1. DeteccCion de HDAQG €N SUBTO .....cccoiiiiiiiiiiiiiititet et e et e e e e e e e e e e e s eeeeeeees 30

5.3.1.2. Deteccion de anticuerpos anti-VHD ..........uuiiiiiiiiiiiiiiiccceeeeeeeee e 30

5.3.2. MarcadoreS MOIBCUIAIES. ..........uuiiii i 31
B5.8.2.1. ARN GBI VHD ...ttt e e e e 31

5.3.2.2. GENOIPOS AEI VHD ..ottt e et ee e e 31

5.3.3. Marcadores tisulares de [a INFECCION ......cooiiiiiiiiiiii e 31

O = =1 01 [=T [ (o T O OO O U PPPPPPPRPY 32
DD PYOTIAXIS .ttt s 32
[ [T o X L (S TSP PPPPPPPPPPPPPPUPRRR 33
B. 7. INEFOAUCCION .ttt ettt et e e 33
6.2. Manifestaciones clinicas y diagnOStCO CINICO .....vvvviiiiiiiiiiiiiiiie e 33
6.3. DiagnOStiCO MICIODIOIOGICO ...ttt e e et e e e e 33
B.3.1. MarCadOres SEIOIOTICOS .. .uueeeeeeeaitiii ittt e et e ettt e e e e ettt e e e e et e e e e e e nees 33
B.3. 1.1, IGM @Nti-VHE ..o 34

B.3.1.2. 1G @Nti-VHE .o 34

6.3.2. MarCadOres MOIECUIAIES. .......uiiiiiiiii e 34
B.3.2.1. ARN el VHE .. 34

B.3.2.2. GENOLPO VIFAl 1oiiiiiiiie it a e e e e 35

B.3.3. TECNICAS rAPIAAS Y OIFAS ... ..ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 35

ORI 1= Y= 01T 1 (o T PP PR RRSPP 35
8.0, PrOTIAXIS L.ttt e e 36
HEPALItIS G Y OIrOS VIFUS ..coei ittt e e e e e ettt et e e e e e e e e eeeaeaaeae e e e s nnnnne 36
7.7, VirusS TT (VTT) Y OIFOS @NEIOVIFUS. ....cceiii ittt ettt e e e e e e e e e e e eeaaaaas 36
7.2. Virus de la hepatitis G (VHG 0 VGB-C)...c..uieiiiiiiiiiie et 37
1T o] [ToTe = 1 - TSRS 37




DOCUMENTOS TECNICOS

1. PNT-HV-01. Marcadores serologicos de las hepatitis By C
2. PNT-HV-02. Marcadores moleculares de las hepatitis By C

3 ]
6 ;elmc



DOCUMENTO CIENTIFICO

1 - INTRODUCCION GENERAL

La inflamacion hepatica o hepatitis tiene causas diver-
sas tanto infecciosas como no infecciosas. Entre estas
ultimas, se encuentran el alcoholismo, el consumo de
drogas, la intoxicacion quimica o por farmacos vy las
enfermedades autoinmunes. Entre las primeras, cabe
destacar la etiologia viral que es la causa de, al menos,
la mitad de todas las hepatitis mundiales.

Se han descrito distintos virus con tropismo primario
por el tejido hepatico. Estos microorganismos se han
ido nombrando sucesivamente con las letras del abe-
cedario: A, B, C, D, Ey G. El objetivo de este docu-
mento es revisar este grupo heterogéneo de virus en
sus aspectos mas basicos, sus implicaciones clinicas,
su diagnostico, su tratamiento y sus principales medi-
das profilacticas.

Existen otros virus causantes de hepatitis como el Ci-
tomegalovirus, el virus de Epstein Barr, virus del her-
pes simple, virus de la fiebre amarilla y el Parvovirus
B19. Estos virus, sin embargo, no afectan al higado de
manera exclusiva y especifica, sino que pueden afec-
tar también a otros ¢rganos o sistemas, por o que no
seran incluidos en este procedimiento.

2. HEPATITIS A

2.1 INTRODUCCION

La hepatitis A esta causada por un virus ARN de la
familia Picornaviridae y género Hepatovirus. Tiene
morfologia icosaédrica sin envuelta, de unos 28 nm
de diametro y un solo genoma de ARN lineal de po-
laridad positiva con longitud total de 7,5 kb, que se
traduce en una Unica poliproteina que, por si sola,
puede causar infeccion. La cépside esta formada por
cuatro proteinas estructurales (VP1-VP4). Aunque
solo se ha identificado un serotipo, existen diferencias
gendmicas entre los aislados del virus de la hepatitis
A (VHA) de diferentes partes del mundo, que permiten
su clasificacion en 6 genotipos diferentes (I a VI). Este
virus es muy resistente a altas temperaturas, acidos
y alcalis.

El virus se elimina en grandes cantidades en las heces
de los individuos infectados y se transmite por contac-
to directo oro-fecal y por ingestion de agua o alimentos
contaminados. La prevalencia de la enfermedad esta
en relacion directa con el grado de desarrollo socio-

econdmico y sanitario del entorno. En el mundo, las in-
fecciones por VHA ascienden aproximadamente a 1,4
millones de casos al afo. Se estima que mas del 50%
de la poblacion mayor de 40 afos posee anticuerpos
de tipo IgG contra el virus. Se pueden considerar como
factores de riesgo para la adquisicion de la infeccion,
convivir con pacientes infectados, especialmente si se
mantienen relaciones sexuales, pertenecer a colectivi-
dades (cuarteles, guarderias etc.), hacer viajes a zonas
endémicas, o vivir en zonas de epidemias de origen
hidro-alimentario, aunque en un 50% no se identifica
ninguna de estas circunstancias. Aunque el VHA es un
virus hepatotropo, no siempre produce hepatitis agu-
da, sintomatica o ictérica.

2.2 CLINICA

El periodo de incubacion es de 15-50 dias, con una
fase inicial pre-ictérica de pocos dias a dos semanas.
La infeccion tiene una fase de replicacion en el hepa-
tocito y otra fase inmunocitopatica causando altera-
cion en la arquitectura del lobulillo hepatico y prolife-
racion del mesénquima y de los conductos biliares,
por destruccion de los hepatocitos por los linfocitos
T citotdxicos. Ocasionalmente la inflamacion lobuli-
llar causa necrosis. La afectacion es, principalmente,
centrolobulillar. Cursa como un cuadro de aparicion
brusca, pseudo-gripal, con fiebre, astenia, mialgias o
artralgias, anorexia, nauseas y vomitos, también, con
estrefimiento o diarrea, dolor en el hipocondrio dere-
cho, a veces con prurito € ictericia, que dura entre 1-2
semanas. En la exploracion pueden detectarse ade-
nopatias y exantema. Un 70% de los nifios y un 30%
de los adultos no tienen sintomas. Normalmente evo-
luciona en forma de hepatitis aguda no complicada,
con desaparicion de los sintomas y signos y vuelta a
la normalidad completa, sin infeccion cronica. Tras la
infeccion, el sistema inmune produce anticuerpos con-
tra el virus que confieren inmunidad al sujeto contra
futuras infecciones. Un 20% de los adultos requieren
hospitalizacion, y sélo el uno por mil de los casos pue-
de derivar en hepatitis fulminante con evolucion hacia
insuficiencia hepatocelular grave, generalmente aso-
ciados estos casos a otra patologia de base.

2.3 DIAGNOSTICO

Frecuentemente, la hepatitis A no puede distinguirse
de las otras hepatitis virales por las caracteristicas cli-
nicas o epidemioldgicas, ya que independientemen-
te del correspondiente virus hepatotropo que la ori-
gina, las distintas hepatitis virales son muy similares
en cuanto a sintomas clinicos, signos, anormalidades
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bioquimicas y caracteristicas histologicas. Por ello, su
manejo esta basado en la correcta utilizacion e inter-
pretacion de los diferentes marcadores viroldgicos es-
pecificos obtenidos en el laboratorio de microbiologia.

Los signos y sintomas clinicos, vienen acompanados
de alteraciones bioquimicas como el aumento de las
enzimas de citolisis y colestasis (ALT, AST, GGT, bili-
rrubina, fosfatasa alcalina, coagulacion). El diagnostico
de certeza consiste en la deteccion de la presencia de
anticuerpos especificos de clase IgM o del genoma
viral. Los anticuerpos anti-VHA de clase IgG persisten
como marcador de inmunidad durante anos. El aisla-
miento del virus en las heces tiene baja sensibilidad ya
que la mayor eliminacion del virus con ellas se produ-
ce durante el periodo de incubacion (2 semanas antes
del periodo sintomatico). La deteccion directa del VHA
por técnicas moleculares tiene una utilidad limitada en
la practica clinica, empleandose mayoritariamente en
estudios epidemiolégicos de brotes epidémicos para
detectar el origen de las contaminaciones. También se
ha utilizado la deteccion antigénica con estos fines.

Los marcadores virologicos (seroldgicos y molecula-
res) del VHA son herramientas utilizadas en el manejo
de la hepatitis A, son la base para el su diagnostico y
permiten a su vez la caracterizacion de la historia natu-
ral de la infeccion en sus distintas fases.

En lineas generales las funciones del laboratorio de
microbiologia en el manejo de la hepatitis A se co-
rresponden con la orientacion del diagndstico, con
la constatacion de la remision de la infeccion cuando
ésta se produce y también con la investigacion epide-
mioldgica e inmunitaria si es que se requiere.

2.3.1. Marcadores serologicos

El diagndstico de la hepatitis A se fundamenta en la
deteccion de anticuerpos especificos de clase IgM e
IgG frente a antigenos virales (proteinas de la capside)
del VHA en muestras de suero o plasma del paciente
(Figura 1). Estos anticuerpos constituyen los principa-
les marcadores seroldgicos de la infeccion y estable-
cen el diagndstico viroldgico de la misma.

2.3.1.1. IgM anti-VHA

En general el diagndstico de la infeccion aguda por el
VHA se establece por la presencia de anticuerpos es-
pecificos frente al virus de tipo IgM (IgM anti-VHA), que
son los primeros en aparecer y se detectan durante
un periodo de tiempo prolongado (de 3 a 6 meses);
ademas su presencia coincide con la fase sintomati-
ca, cuando ésta se manifiesta. Virtualmente, todos los

pacientes con hepatitis aguda A tienen anticuerpos
IgM anti-VHA en niveles detectables. Estos anticuer-
pos pueden ser detectados desde los 5-10 dias an-
tes de la aparicion de los sintomas hasta los 6 meses
del momento de la infeccion, cuando comienzan su
declive hasta su desaparicion. No obstante, en algu-
nos pacientes se han detectado estos anticuerpos de
clase IgM durante periodos mas prolongados, incluso
superiores a un ano desde la infeccion y en algunos
casos esta situacion se asocia a la probabilidad de re-
sultados falsos positivos, en personas sin evidencia de
infeccion reciente.

Los sistemas comerciales mas utilizados en nuestro
medio para la deteccion de anticuerpos de clase IgM
anti-VHA estan comercializados por Abbott (ARCHI-
TECT HAVAB-IGM), Siemens (anti-HAV IgM en micro-
placa para BEP Il y BEP 2000 Advance y CLIA para
Advia Centaur XP), Roche (Elecsys® Anti-HAV IgM),
BioMerieux (Vidas HAV IgM), DiaSorin (ETI-HA-IGMK
PLUS, en microplaca y Liaison® HAV IgM en CLIA),
Ortho (Vitros ECi Anti-HAV IgM) y BioRad (Monolisa™
HAV IgM plus, microplaca).

2.3.1.2. 19G anti-VHA

Por lo que respecta a los anticuerpos especificos de
clase IgG (IgG anti-VHA), aparecen posteriormente,
durante la fase de convalecencia, coinciden durante un
tiempo con los de clase IgM y persisten indefinidamen-
te confiriendo inmunidad permanente que protege de
la enfermedad. Estos anticuerpos no distinguen entre
infeccion actual o pasada y ademas, también apare-
cen después de la inmunizacion pudiendo cuantificar-
se, por lo que su finalidad se circunscribe a estudios
epidemioldgicos de prevalencia o de investigacion in-
munitaria. Los sistemas mas utilizados son equivalen-
tes a los empleados para la deteccion de la IgM.

Los ensayos disefiados comercialmente para el diag-
noéstico seroldgico de la hepatitis A, detectan anticuer-
pos IgM anti-VHA, IgG anti-VHA y anticuerpos totales
(IgG+IgM) anti-VHA en muestras de plasma o suero.
Aunque no se utilizan en nuestro medio, existen mé-
todos adaptados para la deteccion de anticuerpos
especificos frente al VHA de tipo IgM, IgG e IgA en
muestras de saliva y de tipo IgM e IgG en orina, aun-
que muestran una menor sensibilidad que en suero. La
tecnologia utilizada en el laboratorio de microbiologia
dependera en cada caso de la finalidad y de las nece-
sidades reales, desde sistemas sencillos muy manua-
les para pequenos laboratorios, a complejos sistemas
automatizados para los laboratorios con cargas de

trabajo mayores.
)
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Ictericia IgG anti-VHA

Elavacidn transaminasas

Meses tras la exposicion

Figura 1. Marcadores analiticos de la Hepatitis A

(Adaptado de MaCallum FO, Lancet 1947; 2:691)

2.3.2. Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares del VHA se basan en la
deteccion del ARN viral y permiten la deteccion directa
del virus 0 su caracterizacion a través del genotipo viral.

2.3.2.1. ARN del VHA

La deteccion directa molecular del ARN viral no sue-
le usarse habitualmente con fines diagnodsticos en la
practica asistencial. Es posible utilizarla durante la fase
aguda de la infeccion a partir de muestras de heces o
suero utilizando métodos de amplificacion de acidos
nucleicos, principalmente en laboratorios de referencia
0 investigacion.

La tecnologia utilizada para la amplificacion y detec-
cion del ARN-VHA se fundamenta en la reaccion de
transcripcion inversa seguida de la reaccion en cadena
de la polimerasa (RT-PCR) en cualquiera de sus varian-
tes (a tiempo final o a tiempo real). En la actualidad ya
se encuentran comercializados ensayos de amplifica-
cion a tiempo real para detectar el ARN del VHA (por
egjemplo, RealStar HAV RT-PCR kit 1.0, Altona Diag-
nostics) con excelente sensibilidad y especificidad en
diferentes tipos de muestras. Estos métodos también
han sido aplicados a la deteccion del virus en alimen-
tos y muestras ambientales. Recientemente también
se han desarrollado ensayos de PCR a tiempo real
multiples para la deteccion cualitativa y cuantitativa
del ARN del VHA simultanea a acidos nucleicos de
otros virus hepatotropos en muestras de suero, con
finalidad diagndstica. Estos sistemas de diagndstico
sindromico presentan ademas una gran sensibilidad
durante el periodo de ventana.

2.3.2.2. Genotipo viral
En base a su diversidad genética en la region VP1 del
genoma viral, el VHA se clasifica en seis genotipos (| al

VI). Solo tres de ellos el |, Il y lll y sus correspondientes
subtipos Ay B, son capaces de infectar al hombre.

La caracterizacion molecular, en laboratorios de inves-
tigacion, de las secuencias amplificadas por RT-PCR
del ARN gendmico mediante secuenciacion y poste-
rior andlisis filogenético permite determinar los diferen-
tes genotipos virales, que son de gran utilidad en los
estudios de epidemiologia molecular para caracterizar
los brotes epidémicos.

2.3.3. Técnicas rapidas y otras
Existen pruebas rapidas para detectar anticuerpos es-
pecificos de clase IgM frente al VHA en muestras de
suero o plasma, basadas en la inmunoadherencia por
inmunocromatografia de flujo lateral.

La deteccion de antigenos de VHA en heces puede
tener cierto interés diagndstico. En este sentido, existe
algun sistema comercializado en formato de inmuno-
cromatografia que aporta resultados en pocos minu-
tros (por ejemplo, CerTest HAV, CerTest Biotech ES).

La deteccion directa por inmunomicroscopia electro-
nica de los viriones en las heces de los pacientes es
otra posibilidad poco practica y reservada a laborato-
rios de investigacion para determinar directamente la
presencia viral. Del mismo modo la deteccion directa
del antigeno viral en diferentes muestras clinicas por
radioinmunoensayo 0 enzimoinmuniensayo tiene poca
aplicacion y se reserva a los mismos escenarios.

2.4. TRATAMIENTO

No existe un tratamiento antiviral especifico para la
hepatitis aguda por el VHA. En algunas situaciones
son necesarias medidas generales de soporte, como
tratamiento sintomatico, hasta la resolucion de la fase
sintomatica.

2.5. PROFILAXIS

Las medidas generales de higiene personal (por ejem-
plo, frecuentes y correctos lavados de manos) y am-
biental (como la correcta conduccion y tratamiento de
aguas y conservacion, lavado y cocinado de alimen-
tos), son fundamentales para prevenir la adquisicion
de la infeccion.

2.5.1. Vacunacion

LLa vacunacion esta indicada en personas susceptibles
que pertenecen a grupos de riesgo. En algunos entor-
nos se realiza también la vacunacion universal entre

.
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adolescentes con la vacuna combinada A+B frente a
los virus de la hepatitis Ay B.

Las vacunas comercializadas en nuestro pais con-
tienen virus inactivados con formol, desarrollados en
cultivos celulares in vitro, y adsorbidos a particulas
de hidroxido de aluminio como adyuvante para au-
mentar su inmunogenicidad. Se administran por via
intramuscular en dos dosis separadas de 6 a 12 me-
ses e inducen una proteccion superior al 95%. La
proteccion inducida por la vacuna es muy prolonga-
da y no se considera necesaria la dosis de recuerdo
(refuerzo).

2.5.2. Gammaglobulinas inespecificas

Las inmunoglobulinas anti-VHA estan indicadas en ni-
Aos y adultos que no han recibido ninguna dosis de
vacuna y conviven con pacientes infectados. Pueden
administrarse simultaneamente a la vacuna pero en
zonas separadas. Durante mucho tiempo ha constitui-
do la medida habitual de prevencion de la hepatitis A,
pero actualmente casi ha sido sustituida por la vacuna
por su mayor eficacia y duracion de la proteccion.

3 « HEPATITIS B

3.1. INTRODUCCION

El virus de la hepatitis B (VHB) fue descrito por Blum-
berg (bioguimico vy fisi6logo americano, Premio Nobel
de Medicina) en 1963. Pertenece a la familia Hepad-
naviridae, tiene aproximadamente 42 nm de diametro
y cuenta con una nucleocapside de morfologia icosaé-
drica y una envuelta lipidica. La capside, contiene el
genoma que consiste en una molecula circular de ADN
circular bicatenario de 3,2 kb, cuya cadena positiva
esta parcialmente incompleta en su extremo 3’. El re-
sultado es un ADN no cerrado covalentemente. Este
pequeno genoma contiene siete sefiales de iniciacion
de la transcripcion que definen genes parcialmente
solapantes, con una capacidad de codificar proteinas
muy superior a la que cabria esperar de su tamano.
Atendiendo a su organizacion se distinguen 4 genes:
el gen C que codifica para la proteina del core o HB-
cAgy la proteina pre-core que por proteolisis genera el
HBeAg; el gen P que codifica para la ADN polimerasa
viral; el gen S que cuenta con tres sefales de iniciacion
de la transcripcion que definen las regiones preSi,
preS2 y S que codifica para el HBsAg y el gen X que
codifica una proteina no estructural (HBxAQ) que es un
potente transactivador de la transcripcion, capaz de
potenciar también la expresion de genes celulares y

quizas implicado en la cronificacion de la enfermedad
y en la evolucion a carcinoma hepatocelular (CHC).

3.2. CONSIDERACIONES CLINICAS SOBRE
EL VHB

El panorama general del la infeccion por el virus de la
hepatitis B no es muy diferente al de hace 10 anos,
estimandose hoy que existen unos 240 millones de
personas portadoras de esta infeccion, que se perpe-
tua en la poblacion con la aparicion de 2-3 millones
de casos nuevos cada ano, y es una de las principa-
les causas de hepatitis cronica, cirrosis y carcinoma
hepatocelular cuyas secuelas son responsables de la
muerte de unas 600.000 personas cada ano. Cuando
la infeccion ocurre en un escenario de inmunotoleran-
cia del paciente (recién nacidos y ninos) la tasa de evo-
lucion a la cronicidad es muy alta (cerca del 90% en la
infeccion perinatal y 30% en la infancia), mientras que
en la infeccion en jovenes y adultos es mas frecuente
la forma ictérica que refleja una fuerte respuesta inmu-
ne. La curacion clinica va a depender finalmente del
resultado de la interaccion entre la respuesta inmune
y la actividad replicativa viral. Cuando los mecanismos
inmunomoduladores son eficaces y cuantitativamente
adecuados, cosa que sucede en la mayor parte de
los individuos que se infectan, la primoinfeccion se
resuelve de forma definitiva y sin apenas sintomas
especificos; en pocas ocasiones (5-10%) la inmuno-
modulacion excesiva provoca una respuesta inflama-
toria severa en el higado provocando sintomas de en-
fermedad aguda y alteraciones analiticas manifiestas
y tipicas y que, en la mayoria de casos, también se
resuelven de forma favorable sin necesidad de ayuda
terapéutica; de forma excepcional (<1%) existen pa-
cientes con una reaccion inflamatoria de tal magnitud
y severidad que en unas pocas horas provoca una lisis
rapida y masiva de hepatocitos infectados aparecien-
do un fracaso fulminante de las funciones hepaticas.
Por ultimo, en otros pacientes (5-10%), los sistemas
defensivos no son lo suficientemente eficaces para
controlar la replicacion y la infeccion se cronifica, nece-
sitando para su control la ayuda terapéutica. En zonas
geograficas endémicas se ha comprobado una estre-
cha relacion entre la forma crénica de la infeccion con
la cirrosis y el hepatocarcinoma.

Por otra parte, la mejoria clinica y el control de esta
infeccion no esta inequivocamente asociada con la
desaparicion del virus. La persistencia de pequenos
reservorios de ADNccc en el nucleo del hepatocito
puede ser suficiente para que la enfermedad se man-
tenga de forma silente, asintoméatica y sin marcadores
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de replicacion detectables, pero lista para reactivarse
si concurren ciertas situaciones clinicas, como la in-
munodepresion.

3.3. DIAGNOSTICO CLINICO DEL VHB

Mientras que el malestar, astenia, fatiga, fiebre, dolores
musculares y articulares, nauseas, vomitos, orinas co-
lUricas e ictericia acompanados de alteraciones impor-
tantes del perfil bioguimico hepatico son los sintomas
mas frecuentes y relevantes del cuadro agudo sinto-
matico, en la forma cronica, los sintomas son leves
e intermitentes variando entre pequenas dispepsias e
intolerancias alimenticias concretas a cuadros de can-
sancio y astenia mas o0 menos prolongados. El perfil
bioguimico presenta alteraciones moderadas de las
transaminasas que hacen sospechar la presencia de
la infeccion viral. Existen infecciones que, por producir
sintomas muy atipicos y poco relevantes, no son diag-
nosticadas como tales, la mayoria de ellas evolucionan
de forma espontanea a la curacion dejando protec-
cion permanente, otras cronifican y evolucionan con
sintomas poco especificos y elevaciones moderadas
y oscilantes de las transaminasas, cuya objetivacion
casual nos orientara a su diagnostico.

La forma fulminante cursa con fallo multisistémico, por
anulacion de la funcién hepatica con una rapida caida
de los factores de coagulacion y alteraciones bioquimi-
cas muy llamativas.

La coinfeccion con otros virus puede dar lugar a mo-
dificaciones de los sintomas y del perfil bioquimico y
esto es especialmente cierto con el VHD cuya infec-
cion en estos enfermos supone un factor de riesgo
afadido en su evolucion.

3.4. DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

En el laboratorio se deben considerar dos grupos de
pruebas: A) los marcadores seroldgicos clasicos y B)
las pruebas moleculares para la deteccion del acido
nucleico (NAT).

En la Ultima década las mejoras realizadas en los
marcadores seroldgicos han supuesto la posibilidad
de cuantificar el antigeno de superficie (HbsAg), el
aumento de las sensibilidades y especificidades de
las técnicas y su automatizacion. En el campo de las
pruebas moleculares utilizadas para la deteccion y
cuantificacion del ADN viral los avances han sido aun
mayores y han permitido su realizacion estandarizada
en muchos laboratorios donde hace pocos anos esto

era impensable. Este nuevo entorno en el laboratorio
es un punto fundamental en la monitorizacion de los
tratamientos y ha hecho posible un mejor diagnostico,
un mayor conocimiento de la biologia del virus y, por
tanto, de la patogenia de la enfermedad.

Podria decirse de un modo simplista que el anti-HBc
IgM marca momentos recientes de la infeccion o reac-
tivaciones, el anti-HBc IgG es marcador de contacto
con el virus, el HBsAg es el marcador de la actividad
de la enfermedad y de infectividad y se aclara con la
elevacion de su anticuerpo especifico, el anti-HBs;
este Ultimo anticuerpo es el unico que confiere inmu-
nidad frente al virus y puede surgir por la infeccion o
por la vacunacion; el HBeAg seria marcador de alta
actividad replicativa viral, y se aclararia por elevacion
de su anticuerpo especifico, el anti-HBe, o dejaria de
detectarse por la aparicion de variantes del virus con
mutaciones en la region precore/core.

Los marcadores que se pueden observar en cada mo-
mento en el suero del paciente son consecuencia de la
actividad replicativa viral en el hepatocito y de sus con-
secuencias inmunoldgicas. La interpretacion correcta
de estos marcadores en conjunto, de la presencia en el
suero del virion, de alguna de sus proteinas, de los an-
ticuerpos a los que dieron lugar o del ADN viral, permite
establecer una correlacion muy precisa de la historia
natural de la enfermedad. En todos los casos la se-
cuencia de aparicion de los marcadores es la siguien-
te: ADN-VHB, HBsAg, anti-HBc (IgM e IgG), HBeAg,
anti-HBe y anti-HBs. Los relacionados con la replica-
cion viral son: ADN-HBV y HBeAg y de forma indirecta
anti-HBc IgM. El marcador de curacion es el anti-HBs
y los marcadores anti-HBc IgG y anti-HBe conviene
interpretarlos dentro del contexto del paciente. Otros
marcadores como la determinacion en biopsia hepa-
tica del ADNccc en hepatocito y en suero de los anti-
genos pre-S 1y 2 y sus correspondientes anticuerpos
pueden ser de utilidad para establecer un prondstico
pero no existen pruebas comerciales estandarizadas ni
experiencia de uso que justifiquen su empleo.

Es importante recordar que la enfermedad no es la
presencia de marcadores en el suero sino la del virus
en el hepatocito infectado.

3.4.1. Marcadores serologicos
En la actualidad estan disponibles para el diagnostico

de la infeccion los siguientes marcadores.

3.4.1.1. Antigeno de superficie: HBsAg
El HBsAg, antigeno de superficie o antigeno Australia,
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expresion de la ORF S del gen S, se sintetiza en el
citoplasma del hepatocito por la traduccion de varios
ARNmM de 2,1 a 2,4 Kb. Es una particula formada por
mas de 100 copias de moléculas proteicas con una
compleja estructura tridimensional. Este antigeno se
encuentra en el citoplasma unido a las membranas del
reticulo endoplasmatico desde donde, libre y en gran
cantidad, se excreta al torrente sanguineo con formas
de agregados esféricos o filamentosos segun sea la
cantidad de proteina preS1 o preS2 que contengan.
Estas formas excretadas de antigeno, aunque son
marcadoras de infectividad, no son infecciosas al ca-
recer de ADN y pueden superan en nimero hasta 10°
a las del propio virion. Otra pequena parte de proteina
de superficie, con proporciones reguladas de fraccio-
nes preS1 y preS2, entra a formar parte de la estruc-
tura del virion (particula de Dane) al ensamblarse con
la nucleocapside antes o en el momento de la salida
del hepatocito. En las fases agudas, la viremia también
es muy alta pudiéndose alcanzar concentraciones de
108 a 10° viriones/mL. La concentracion de este anti-
geno en la sangre puede oscilar entre 50 y 300 ug/mL
aungue en algunos casos el HBsAg puede alcanzar
concentraciones de hasta 1 mg/mL.

El HBsAg es un marcador muy precoz, puede ser de-
tectable en el periodo de incubacion, y lo es en la fase
aguda y estadio crénico. En caso de evolucion favo-
rable, desaparecera a los 3 6 6 meses de la enferme-
dad. Si durante el transcurso del primer mes la con-
centracion se mantiene o no existe una disminucion
significativa de su titulo se debe pensar en una posible
evolucion a la cronicidad. Por ello la positividad de este
marcador mas alla del sexto mes de la enfermedad,
define la situacion clinica de hepatitis cronica.

Se han reconocido diferentes expresiones fenotipicas
del HBsAg, con un determinante antigénico especifico
de grupo, denominado "a", que se encuentra en todos
los virus y dos grupos de subdeterminantes alélicos
tipo-especificos e incompatibles designados "d" o "y"
y "w" o "r". Existen pues cuatro subtipos principales
de proteina HBsAg: adw, adr, ayw, ayr. Igualmente se
ha descrito la heterogeneidad del determinante anti-
génico w y otros serotipos adicionales con lo que se
demuestra la complejidad antigénica del virus. Esta
caracterizacion en subtipos de HBsAg fue realizada
hace mas de 30 afos y constituye sin duda la mas
temprana demostracion de la diversidad del VHB.

No todas las pruebas comerciales tienen la misma
sensibilidad para todas las variantes con mutaciones
de escape en el gen S. La calidad de una prueba para

la determinacion de HBsAg viene dada, entre otros
factores, por poder detectar al menos, 0,25 ng/mL de
esta proteina ya sea en su conformacion salvaje de
epitopos o en la de variantes surgidas por mutacion o
seleccionadas por la vacuna. Esto supone la actuali-
zacion constante de los anti-HBs, tanto monoclonales
como policlonales, empleados en la realizacion de la
prueba como moléculas de captura de los epitopos
HBsAg existentes en los virus circulantes. Algunos re-
sultados falsos negativos pueden ser debidos a esta
causa.

Aunque los ensayos de deteccion del HBsAg mas utili-
zados son los cualitativos, en la actualidad existen en-
sayos gue demuestran la utilidad de la cuantificacion
del HbsAg. Numerosos estudios de cuantificacion del
HBsAg realizados estos Ultimos anos vy relacionados
con la historia natural, patofisiologia y respuesta al
tratamiento de la hepatitis cronica B han demostra-
do basicamente la utilidad de la cuantificacion de los
niveles del HbsAg, que se fundamenta en su relacion
con la respuesta inmune, con los niveles del ADNccc y
con la carga viral del VHB. Asi, la determinacion cuan-
titativa del HBsAg puede ser Util en la prediccion de
la respuesta al tratamiento con interferén, en la mo-
nitorizacion de la progresion de la enfermedad y en la
identificacion de los verdaderos portadores inactivos
de la infeccion.

3.4.1.2. Prueba confirmatoria para HBSAQ

Las pruebas serolégicas comerciales detectan solo
algunos epitopos que estan sobre la proteina S y nin-
guno de los correspondientes a pre-S2 y pre-S1. Por
lo general producen lecturas altas y rara vez generan
resultados positivos falsos. Cuando esto sucede casi
siempre o es con indices bajos. Estos resultados pue-
den confirmarse mediante técnicas de neutralizacion
(se consideran positivas las inhibiciones superiores
al 50%) o mediante otra prueba que utilice diferentes
moléculas de captura. En muchas ocasiones, con las
pruebas habituales, no es posible establecer la razén
de esta reactividad que, en la mayoria de los casos,
es inespecifica al no aparecer con el paso del tiempo
otros marcadores serolégicos (por ejemplo, HBeAg
o anti-HBe) ni presencia de ADN en suero. Ante una
prueba de neutralizacion positiva el paciente debera
ser monitorizado mediante serologia y pruebas NAT y
los resultados seran interpretados en el contexto clini-
co del paciente.

3.4.1.3. Anticuerpos anti-HBs

El HBsAg provoca la aparicion de anticuerpos neutra-
lizantes contra sus epitopos conformacionales. Los
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anticuerpos estan dirigidos frente a varios lugares anti-
génicos del HBsAg y todos ellos se denominan gené-
ricamente anti-HBs. Algunos anticuerpos son unicos
para determinadas cepas del virus, pero en todos los
pacientes y personas vacunadas, el anticuerpo predo-
minante es el anti-HBs/a dirigido frente al determinante
comun “a”. No hay diferencia en la virulencia de las
diferentes cepas de VHB pero cada una induce an-
ticuerpos para su propio antigeno de subtipo. Estos
anticuerpos también se detectan, con diferente sensi-
bilidad, mediante las pruebas seroldgicas comerciales.
Los anticuerpos subtipo especificos, probablemente
solo producen proteccion contra la cepa a la que van
dirigidas.

El anti-HBs es el ultimo marcador en aparecer. Su se-
roconversion sucede poco después de la desaparicion
del HBsAg, a los 2 o tres meses de la infeccion en
los cursos agudos autolimitados. La presencia de este
marcador indica inmunidad de larga duracion frente a
la reinfeccion. En los vacunados es el Unico marcador
de VHB presente y se considera que un individuo esta
protegido si la concentracion de este anticuerpo supe-
ra las 10-20 mUl/mL.

En los individuos vacunados, la respuesta no es tan
intensa como la que ocurre tras la infeccion y los anti-
cuerpos inducidos mediante aquella declinan a mayor
velocidad hasta su posible total desaparicion. Un cier-
to numero de respondedores, pasados unos anos vy
en relacion con el titulo alcanzado tras la vacunacion,
pueden colocarse por debajo del nivel detectable de
anticuerpos. Estos pacientes permanecen protegidos
frente a la reinfeccion, no obstante algunos autores
consideran aconsejable revacunar a estos pacientes
especialmente si pertenecen a colectivos con riesgo
de infeccion. No se conoce con certeza cual es el ni-
vel minimo de anticuerpos que protege de la infeccion
pero se piensa que incluso los individuos vacunados
no respondedores permanecen protegidos de la infec-
cién y que se mantendria una memoria inmunolégica
que elevaria titulos de anticuerpos ante cualquier esti-
mulo antigénico.

En los pacientes que se han curado, los anticuerpos
son detectables durante mucho tiempo. Se ha descrito
excepcionalmente la presencia simultanea de HBsAg y
anticuerpo anti-HBs. Las pruebas comerciales detec-
tan principalmente los subtipos anti-ad y anti-ay. Se
ha evidenciado también la presencia de inmunocom-
plejos circulantes HBsAg/anti-HBs que ha permitido
postular que la aparicion de anti-HBs puede ser muy
precoz en el curso de la infeccion aunque su deteccion

en estas etapas iniciales quedaria dificultada. La exis-
tencia de estos grandes inmunocomplejos, también
permite implicar al VHB en procesos de base inmu-
nolégica tales como la poliartritis nodosa, la glomeru-
lonefritis membranosa en ninos y la crioglobulinemia
mixta esencial. Es muy posible sin embargo que en
la patogenia de estas enfermedades intervengan tam-
bién otros factores, puesto que dada la alta incidencia
de formas cronicas de hepatitis B, cabria esperar una
mayor presencia de estos procesos.

3.4.1.4. Anticuerpos anti-HBc: clase IgM e IgG
Los anti-HBc producidos inicialmente son predomi-
nantemente de clase IgM con escasa concentracion
de IgG e IgA. En la enfermedad autolimitada alcan-
zan su concentracion mas elevada coincidiendo con
el momento de la maxima expresion clinica siendo, a
partir de este momento, cuando su tasa comienza a
disminuir de forma progresiva hasta hacerse indetec-
tables en el plazo de unos 3 a 6 meses. Solo en el
caso del establecimiento de la infeccion cronica es po-
sible nuevamente, y de forma intermitente, su detec-
cién en concentraciones mas bajas. En estos enfer-
mos la reaparicion del anti-HBc IgM permite clasificar
la aparicion de un cuadro agudo como de reactivacion
de la infeccion pudiendo decir que el anti-HBc IgM es
un marcador de actividad inflamatoria de la infeccion.

El anti-HBc IgG es ya detectable con los sintomas ini-
ciales de la infeccion y persiste en el suero durante
toda la enfermedad y mas alla de la curacion clinica.
Al contrario de lo que sucede con la IgM, la concen-
tracion de los anticuerpos de clase IgG continua en
ascenso hasta la convalecencia y permanecen de-
tectables de por vida. Su positividad indica contacto
con el virus y aunque se encuentra a titulos muy el-
evados en las fases agudas y convalecientes, no es
un anticuerpo protector. En caso de cronificacion, los
titulos estan sujetos a variaciones moderadas debido
probablemente al estimulo continuado del sistema in-
mune provocado por la produccion intermitente de las
proteinas virales.

En algunos pacientes es posible que el anti-HBc sea el
Unico marcador visible. Esta situacion puede deberse
a diferentes casusas: la primera y mas frecuente es la
curacion de la enfermedad en la que, con el tiempo,
se pueden haber perdido el resto de los marcadores;
la segunda, una prolongada etapa de “seroconversion
HBsAg/anti-HBs” en la que HBsAg es negativo por
producirse en cantidades que la prueba diagndstica
no puede detectar o por estar conjugado con anti-HBs
y tercera, pacientes infectados crénicos replicadores
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que producen muy poco HBsAg. Hay que considerar
ademas como posibilidad el falso positivo del anti-
HBc. Los anticuerpos de la clase IgG al permanecer
detectables durante varios anos presentan gran utili-
dad en estudios epidemioldgicos.

En sintesis podemos decir que el anti-HBc I1gG siem-
pre es detectable después de la infeccion pero su
presencia no siempre indica infeccion activa.

3.4.1.5. Antigeno de la capside: HBCAg (anti-
geno de la nucleocapside o antigeno del “core”)
El “core” del VHB esta formado por acido nucleico,
ADN polimerasa y una nucleoproteina antigénica. Se
sintetiza en pocos hepatocitos del higado infectado y
se ensambla en el nucleo formando una nucleocap-
side de 27 nm de diametro. Una vez ensamblado se
recubre con el HBsAg en el citoplasma celular. Es ex-
traordinariamente antigénico y solo es posible hallarlo
en el suero del enfermo formando parte de la particula
de Dane o disgregandolo de su anticuerpo con el que
puede formar inmunocomplejos circulantes. Las téc-
nicas, todas experimentales, que pretenden la puesta
en evidencia de este antigeno en la sangre, exigen el
tratamiento previo de esta particula para eliminar el
HBsAg que lo oculta. En las hepatitis cronicas persis-
tentes, se ha encontrado este antigeno casi exclusiva-
mente en el nlcleo del hepatocito, mientras que en las
formas cronicas activas puede encontrarse también
en el citoplasma de las células hepaticas.

3.4.1.6. Sistema “e”: HBeAg y anti-HBe

El HBeAg es una proteina no estructural del VHB. Se
origina por la traduccion del mismo ARNm codificador
del HBcAg previamente procesado vy, por tanto, po-
see secuencias de aminoacidos que, esencialmente,
son idénticas a las que forman la nucleocapside viral.
El HBeAg es mas pequeno que la proteina HBCAg y
existe de forma monomérica, mientras que las pro-
teinas HBCAg son parte de una particula polimérica
con epitopos conformacionales. Este cambio en la
estructura espacial hace que, a pesar de su similitud
lineal, sean antigénicamente diferentes. Se le supone
un papel importantisimo en la inmunomodulacion y la
“tolerancia” viral.

El HBeAg es detectable en algunos pacientes HBsAg
positivos, ya estén en la fase aguda o croénica de la
enfermedad. El valor diagndstico de la deteccion de
este antigeno se fundamenta en la excelente corre-
lacion de su presencia con la existencia de una alta
actividad replicadora del virus y concentraciones ele-
vadas de viremia (entre 10° y 108 equivalentes genémi-

cos por mililitro de suero) por ello, la sangre de estos
pacientes siempre se ha considerado como altamente
infecciosa. La determinacion de su presencia es obli-
gatoria en todas las muestras HBsAg positivas. Es de
sefialar también la importancia de su determinacion en
las mujeres gestantes positivas para HBsAg, dada la
relacion existente entre su presencia y la transmision
perinatal de la enfermedad.

La evolucion de su concentracion es variable. Parece
que altas concentraciones de HBeAg en las primeras
semanas o su persistencia mas alla de las 6-8 sema-
nas de la infeccion podria indicar un curso cronico de
la enfermedad. En los casos de buena evolucion su
reactividad disminuye con el tiempo haciéndose inde-
tectable siempre antes de la desaparicion del HBsAg.
El aclaramiento del HBeAg en la evolucion de una he-
patitis aguda o crénica suele indicar un buen prondsti-
co y con cierta frecuencia el inicio de una fase de erra-
dicacion del virus.

Por otra parte, algunos pacientes con replicacion ac-
tiva (ADN detectable) y enfermedad hepatica no pro-
ducen o han dejado de producir HBeAg. Se sabe que
esta situacion se genera por la presencia de una muta-
cion en la posicion 1896 (G1896A) de la region pre-co-
re del genoma viral. Esta mutacion (pre-core “minus”)
convierte el codon salvaje en un codon de parada, por
lo que en la sintesis de las proteinas virales, el precur-
sor del HBeAg no se produce.

En este sentido, los titulos de HBeAg también pue-
den disminuir independientemente de la replicacion
viral, cuando las variantes con mutaciones en precore
y promotor basal del core emergen previamente a la
seroconversion del HBeAg, por estos motivos no se
puede considerar al HBeAg estrictamente como un
marcador de replicacion viral, ya que su negatividad
no se relaciona con la ausencia de replicacion. Estos
hechos demuestran el uso limitado que tendria la sero-
logia cuantitativa del HBeAg. Por ultimo, si en el seno
de una hepatitis cronica replicadora aparece el virus
mutante y éste prolifera, la lesion hepatica tiene peor
pronostico.

La aparicion de anticuerpos anti-HBe en el curso de
una infeccion aguda, indica generalmente un buen
control de la infeccion y una disminucion progresiva de
la infectividad. La seroconversion temprana para este
marcador indica, casi siempre, recuperacion de la en-
fermedad pero habitualmente existe un pequeno retra-
So entre la desaparicion del HBeAg y la deteccion del
anti-HBe. En algunos pacientes con infeccion crénica
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puede coexistir el anti-HBe con HBsAg, lo cual indica
escasa actividad replicativa viral. En la mayoria de los
casos cronicos la seroconversion a anti-HBe sucede
pasados varios anos (2-6% anual) y en estos casos, es
necesaria la comprobacion de la actividad replicadora
para instaurar un seguimiento correcto.

Con la excepcion del antigeno del core (HBCAQ) que no
esta facilmente disponible comercialmente, el resto de
los marcadores seroldgicos del VHB estan producidos
y comercializados principalmente por Abbott (CLIA en
Architect), Siemens (formato ELISA para BEP Il y BEP
2000 Advance y formato CLIA para Advia Centaur XP),
DiaSorin-Murex (ELISA, ETI- y CLIA, Liaison®), BioRad
(formato ELISA, Monolisa™), Ortho (CLIA, Vitros ECi
Immunodiagnostics System) BioMerieux (ELISA en for-
mato monotest, VIDAS) y Roche (CLIA, Elecsys®).

3.4.1.7. Pruebas rapidas

Existen en el mercado multitud de pruebas “rapidas”
(la mayoria de ellas basadas en ensayos de inmu-
noadherencia por inmunocromatografia) para la de-
teccion de HBsAg, que se caracterizan por realizarse
con suero, plasma o sangre total en unos pocos mi-
nutos. La mayoria cuentan con una buena especifici-
dad. En cuanto a la sensibilidad, ninguna alcanza la
de los inmunoensayos enzimaticos, fluorescentes o
guimioluminiscentes. Un problema de estos sistemas
es que suelen carecen de la sensibilidad suficiente
para la deteccion de las nuevas mutantes que van
apareciendo.

3.4.1.8. Interpretacion de los marcadores sero-
l6gicos

La valoracion de los resultados analiticos debe hacer-
se de manera global. Es obvio, por ejemplo, que el
significado de un anti-HBc IgG sera diferente segun se
acompane de un HBsAg positivo 0 negativo. Es con-
veniente disponer de algoritmos que, racionalicen los
procesos del laboratorio y comunicar adecuadamente
los resultados en funcidn de los conocimientos del en-
torno solicitante, proporcionando una somera interpre-
tacion del patron de marcadores encontrado.

Desde el punto de vista de la interpretacion de los re-
sultados, las combinaciones de marcadores mas fre-
cuentes son las obtenidas en los casos de infeccion
aguda (primoinfeccion), curacion, infeccion crénica y
vacunacion (Figura 2 y Tabla 1). Hay combinaciones
excepcionales, que estan relacionadas con alteracio-
nes de la reactividad provocada por acontecimientos
clinicos intercurrentes en el paciente (inmunosupre-
sion, trasplante, vacunaciones no debidas, transfusion

de derivados hematicos, etc.), por mutaciones en el
virus o por causa de las muestras.

La solicitud al laboratorio del estudio de marcadores
del VHB, responde principalmente a 2 situaciones: el
conocimiento del estado de susceptibilidad o protec-
cion de un individuo que, generalmente, esta sano y el
diagnostico de una infeccion clinicamente compatible
con una hepatitis B. Adicionalmente, los marcadores
del VHB se solicitan en el seno de actividades preven-
tivas como el estudio en la gestacion, en los pacientes
en programas de hemodidlisis profilaxis anti-VHB en
pacientes inmunodeprimidos y el protocolo para do-
nantes de sangre y de 6rganos. La monitorizacion del
tratamiento seria otra de las posibles situaciones en
las que puede requerirse la realizacion de determina-
dos marcadores.

3.4.1.8.1. Estado de susceptibilidad o proteccion.

Se realiza mediante la determinacion del anti-HBs. Si
este marcador es positivo segun los convenios interna-
cionales y resultados estadisticos, es decir, mayor de
10mUI/mL, el paciente, se considerara protegido fren-
te a la infeccion por el VHB. Los anticuerpos protecto-
res pueden haberse adquirido mediante la vacunacion
o la infeccion viral. La inmunidad conseguida tras la
vacunacion es eficaz en casi la totalidad de los indivi-
duos estudiados y, aunque los niveles de anticuerpos
obtenidos no son predecibles, son muy escasos los
individuos clasificados como no respondedores des-
pués del cumplimiento del protocolo de vacunacion y
estos se relacionan, generalmente, con la pertenen-
cia a determinados grupos de HLA y a pacientes en
programas de hemodidlisis. La inmunidad producida
por la primoinfeccion viral provoca en la mayoria de
los individuos considerados sanos, una excepcional
concentracion de anticuerpos desde las fases tem-
pranas de la enfermedad pero solo comienzan a ser
detectables algo mas tarde, cuando la produccion de
proteina de envoltura disminuye transcurridos 3 a 4
meses del cuadro agudo. Aunque la concentracion de
los anticuerpos, tanto los vacunales como los obteni-
dos mediante la infeccion, van disminuyendo con el
tiempo, el individuo no deja de estar protegido, si bien
es conveniente (en el caso de vacunacion) continuar
con la administracion de las dosis de recuerdo que su
programa de inmunizacion sugiera. La infeccion por
algunos virus portadores de mutantes en el gen S pue-
de hacer que la proteccion conferida por los anti-HBs
vacunales no sea eficaz y conlleve a que, en un 2%
de los nifos, pueda producirse la infeccion. El analisis
de estos casos demuestra la sustitucion de un solo
aminoacido en el HBsAg. En estos casos, el “mutante
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de escape” no es neutralizado por los anti-HBs produ-
cidos por la vacunacion.

La administracion de inmunoglobulina hiperinmune
para VHB supone el aporte de anti-HBs y por tanto
la aparicion de una seroconversion o serorrefuerzo.
Lo mismo puede suceder con la administracion de
plasma, de concentrados de inmunoglobulinas o de
derivados sanguineos. La peculiaridad de estos pre-
parados es que pueden proporcionar ademas otros
marcadores como el anti-HBc IgG que también puede
ser detectable.

Es digno de mencion que los pacientes recientemen-
te vacunados, pueden mostrar niveles detectables de
HBsAg (vacunal) durante algunos dias. Es especial-
mente frecuente que esto levante una alarma infun-
dada en ciertas circunstancias, como puede ser la
hemodidlisis. La antigenemia en estos casos es tran-
sitoria, no denota infeccion y se aclara en una o dos
semanas.

La presencia de anticuerpos “protectores” para el
VHB en el recién nacido, en la mayoria de los casos,
responde a la transferencia desde la madre durante
los meses de gestacion y son por tanto transitorios
(desapareceran en el plazo de unas semanas). Solo
excepcionalmente sera reflejo de una infeccion intra-
utero.

3.4.1.8.2. Diagnaostico en pacientes con cuadros agu-
dos

El estudio seroldgico para el diagnodstico de la infec-
cion por el VHB debe comenzar con la realizacion del
HBsAg y el anti-HBc (IgM e IgG). Después de conocer
los resultados de estos marcadores de primer nivel, se
valorara la realizacion de los restantes (HBeAg, anti-
HBe y anti-HBs).

Dado que la opcion anti-HBc (-) / HBsAg (+) es rara
(periodo ventana), y que las determinaciones de anti-
HBc actualmente son extremadamente sensibles, se
ha llegado a considerar la posibilidad de un “scree-
ning” primario exclusivamente con anti-HBc, en el
que su positividad desencadenaria la determinacion
del HBsAg. Este “screening” simplificado puede tener
grandes limitaciones en ciertos contextos por lo que
deberia evitarse si se sospecha infeccion muy recien-
te, en muestras de pacientes severamente inmunode-
primidos, en estados de hipogammaglobulinemia o en
situaciones donde, excluir un periodo ventana es de
vital importancia (por ejemplo, donaciones de 6rganos
o hemodidlisis).

La hepatitis viral aguda suele estar producida por pri-
moinfeccion y se presenta con gran sintomatologia. En
los tiempos actuales en los que la inmunosupresion
nos ha concedido muchos beneficios terapéuticos, las
reactivaciones de algunas formas cronicas, ayudadas
por tratamientos adyuvantes, pueden ser también res-
ponsables de estos cuadros.

En estos pacientes, se detectaran normalmente HB-
sAg y anticuerpos IgG e IgM frente al antigeno “core”.
Muy frecuentemente, estos pacientes presentaran
también, en el segundo nivel de diagnoéstico, positi-
vidad para el HBeAg. Con el tiempo las seroconver-
siones a anti-HBe y anti-HBs nos haran sospechar el
control y curacion de la infeccion.

En pacientes inmunosuprimidos que desarrollan cua-
dros agudos, ya por primoinfeccion o por reactivacion,
es posible constatar la presencia de HBsAg con au-
sencia de anticuerpos frente al sistema “core”. En es-
tos pacientes, incapaces de establecer una respuesta
inmune detectable, es muy probable que en el segun-
do nivel de diagndstico se produzca reactividad para
el HBeAg o que nos confirmara el diagndstico descar-
tando un resultado falso positivo del HBsAg. La evolu-
cion de la infeccion en estos pacientes dependera mu-
cho del tratamiento. Su seguimiento serolégico podria
ser complejo por su escaso poder de respuesta y por
la administracion de globulinas e inmunomoduladores
si esto se produce.

3.4.1.8.3. Diagndstico en pacientes con cuadros cro-
nicos

La mayoria de las de hepatitis B agudas en el adulto
aclaran el HBsAg del suero entre el tercer y cuarto mes
desde la infeccion, pero en un 5-10%, la antigenemia
puede persistir mas de 6 meses y esto define la forma
cronica de la enfermedad (Figura 2). Por el contrario
el 90% de los nifios infectados por via perinatal lle-
gan al estado de portador con casi nula oportunidad
de curarse a lo largo de su vida. Lo mismo sucede
con los pacientes que de alguna manera tienen com-
prometidos sus mecanismos naturales de respuesta
como son los coinfectados con VIH, virus delta 0 en
tratamiento con inmunosupresores.

Existen tres formas de enfermedad croénica: activa, in-
munotolerante e inactiva, cada una de las cuales pre-
senta unas caracteristicas seroldgicas que deben in-
terpretarse en “tandem” con la viremia y la bioquimica
hepatica (estos enfermos mantienen niveles anormales
de transaminasas, aunque inferiores a los de las for-
mas agudas).
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En la forma activa el HBsAg se mantiene en concen-
traciones muy elevadas sin poder inducir la aparicion
de anti-HBs. El anti-HBc es de clase IgG aunque en
algunos pacientes, en las fases de intensificacion de
la necrosis, pueden detectarse anticuerpos a titulos
bajos de la clase IgM. Lo tipico de esta forma activa
es que después de la enfermedad aguda la IgM anti-
HBc disminuya lentamente hasta negativizarse, pero
los marcadores de replicacion, HBeAg y ADN viral
(>10° copias/mL), permanecen detectables a concen-
traciones elevadas. El aumento de las transaminasas
indica la actividad de la enfermedad. Esta forma activa
también es conocida como hepatitis cronica B HBeAg
positiva.

En la forma inmunotolerante, termino controvertido
pero conceptualmente Util, los pacientes, a pesar de
mantener una replicacion viral intensa, HBeAg y ADN
viral detectable, no son capaces de producir una res-
puesta inflamatoria acorde con su situacion replicado-
ra y se mantienen durante tiempo en esta situacion
manteniendo las transaminasas con escasas altera-
ciones que nos indican poca necrosis o inflamacion
hepatica.

En ocasiones, cuando se consolida la forma cronica
activa, el HBeAg tiende a desaparecer de forma es-
pontanea o por accion del tratamiento ocurriendo la
seroconversion a anti-HBe. La tasa anual de esta se-
roconversion es del 3 al 25% y cuando esto sucede
el virus deja de replicarse con intensidad, ADN < 10°
copias/mL, las transaminasas se normalizan y el enfer-
mo entra en la forma inactiva o de “portadores asin-
tomaticos verdaderos” con capacidad de reactivacion
de la enfermedad (forma replicadora con escasa lesion

histologica también conocida como hepatitis cronica B
HBeAg negativa).

Es posible la alternancia de una a otra forma a lo lar-
go del tiempo y dependiendo de las circunstancias del
paciente.

En ciertos pacientes el aclaramiento del HBeAg o la
seroconversion No supone una mejora en el prondstico
de la enfermedad sino la seleccion de un mutante pre-
core “minus”. Asi pues, la presencia de anti-HBe en un
paciente cronico no excluye la posibilidad de presen-
cia o seleccion de este tipo de mutantes. Si esto su-
cede se trata de un virus en fase replicadora con ADN
del VHB detectable, incapaz de fabricar proteina HBe
y con posible presencia, probablemente temporal, de
anti-HBe producidos durante el periodo de infeccion
dominado por el virus salvaje.

La reactivacion de una forma cronica puede suceder
de forma espontanea o al poco tiempo del inicio de un
tratamiento con inmunosupresores o quimioterapicos.
La frecuencia de esta forma es desconocida al igual
que su mecanismo patogénico y el diagnoéstico desde
el laboratorio es dificil porque requiere el conocimiento
previo del padecimiento de la enfermedad. Si la reac-
tivacion se controla, los enfermos suelen permanecer
seropositivos para HBsAg vy el anti-HBc IgM durante
mucho tiempo.

3.4.1.8.4. Infeccion oculta por el VHB

En el ano 2008, la EASL (European Association for the
Study of the Liver) definio la infeccion oculta por el VHB
(OBI) como la presencia de ADN del VHB en el higado
(con o sin ADN viral en suero) en individuos catego-

Infeccién Infeccion
ALT Aguda ﬁ}T Cronica
i — HBeAg Anti-HBe |
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I Anti-HB ] of \
HBs P
HBsAg { HBV DNA
HBV DNA [ ——— — - [
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.--"m IgG anti-HBc| e “
/ N IgM anti-HBc ) =
4 Meses —» Afios —»
Exposicion al VHB

Figura 2. Marcadores analiticos de la Hepatitis B en su forma aguda (izda.) y crénica (dcha.). Adaptado de

UpToDate (hepatitis B, grafico 69344).
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Tabla 1. Perfiles serolégicos mas frecuentes en relaciéon con el VHB.

Ausencia de infeccion y susceptibilidad -

Infeccion pasada e inmunidad - + - +
Inmunidad vacunal - - - +
Infeccion aguda + +/- + _
Infeccion crénica - + + _
“Core aislado” @ - + - ,

M La infeccidn crénica se define por la presencia del HBsAg mas de 6 meses. @ Este perfil puede presentarse
por diversas causas: 1) infecciones resueltas antiguas en las que el resto de los anticuerpos se han aclarado; 2)
infecciones (agudas o cronicas) que producen cantidades de HBsAg por debajo de la sensibilidad de la técnica
de deteccion o mutantes no detectables; 3) falso positivo del ensayo.

rizados como negativos para el HBsAg. A pesar de
ello, varios aspectos de la infeccion oculta por VHB
son todavia desconocidos y necesitan ser aclarados
en posteriores estudios, incluyendo la propia defini-
cion, los grupos de riesgo, el significado clinico (sobre
todo si se tiene en cuenta que la deteccion de ADN-
VHB no siempre indica infectividad), su infectividad y
posible transmision, sus consecuencias patogénicas
(reactivacion y progresion a enfermedad hepatica cro-
nica o carcinoma hepatocelular) y especialmente la
aproximacion estandarizada para la deteccion en el
laboratorio.

3.4.2. Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares del VHB son aquellos
basados en la deteccion del ADN viral como la de-
terminacion de la carga viral, el genotipo, las carac-
terizacion de las diferentes variantes genémicas, vy el
ADNccc intrahepatico.

3.4.2.1. Carga viral del VHB

En la historia natural de la hepatitis B cronica, la pro-
gresion de la enfermedad hepatica se encuentra es-
trechamente relacionada con factores de origen viral
y del huésped; de todos ellos, quizas el factor mas
importante sea sin duda el mantenimiento de una
replicacion viral activa en el paciente infectado. Por
tanto, la utilizacion de marcadores moleculares, que
como la carga viral son indicadores directos de la re-
plicacion viral y permiten su cuantificacion, va a ser

primordial para el manejo de los pacientes infectados
por el virus.

En este sentido, entre los anos 2006 y 2007 el estu-
dio de Evaluacion de los Riesgo de la Elevacion de la
Carga Viral asociados a la enfermedad hepéatica/can-
cer por VHB (REVEAL-HBV), encontré que la cuanti-
ficacion de la carga viral era esencial para caracteri-
zar el estado en que se encontraba la infeccion, asi
como para evaluar el riesgo de desarrollo de cirrosis y
carcinoma hepatocelular (CHC) al existir una relacion
directa entre este riesgo y el nivel de carga viral en
el momento del inicio del seguimiento (ingreso) o bien
con el mantenimiento de niveles altos de replicacion
durante el mismo. Este estudio demostrd, después de
analizar las distintas variables estudiadas (transamina-
sas, variantes PC y PBC, etc.) que la carga viral era el
mejor predictor de la progresion a cirrosis y CHC y que
esta progresion ademas era proporcional a los niveles
de carga viral.

Las principales aplicaciones de este marcador de
replicacion en la practica clinica se fundamentan en
la definicion de la presencia de la infeccion (sea esta
oculta 0 no), en la demostracion y diferenciacion de
la condicion de portador inactivo o asintomatico me-
diante la estimacion de la infectividad, en la toma de
decisiones terapéuticas, en la monitorizacion de la res-
puesta al tratamiento de cara a la consecucion de la
respuesta virologica, en la prediccion y en la deteccion
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Tabla 2. Principales ensayos comerciales para la cuantificacion del VHB.

Siemgns M(::-dical - VERSANT HBV DNA 1.0 PCR tiempo real 64
Solutions Diagnostics Assay (kPCR)

Roche Diagnostics %22%2:\'\;; pn“pHrgsg% PCR tiempo real 20
Abbott Molecular Abbott RealTime HBV PCR tiempo real 10
QIAGEN Diagnostics artus HBV QS-RGD Kit PCR tiempo real 10

de la aparicion de mutantes resistentes, y por ultimo
en la prevencion del riesgo de recurrencias en los pa-
cientes trasplantados.

Por tanto, el manejo de la infeccion crénica por el VHB
se va a basar primordialmente y en la mayoria de los
pacientes en la medida de la carga viral antes, durante
y después del tratamiento. En consecuencia, la moni-
torizacion seriada de la carga viral es mas importante
que cualquier valor aislado de corte arbitrario especial-
mente en el prondstico y en la decision del tratamiento.

Por estos y otros motivos, son necesarios pruebas
que sean sensibles, especificas, seguras, precisas, re-
producibles, automatizables y con un amplio rango di-
namico de cuantificacion que permita la interpretacion
fiable de los datos de carga viral. En este sentido los
ensayos de amplificacion por PCR o TMA en tiempo
real son los que mejor se ajustan hoy en dia a estos
requerimientos. La Tabla 2 recoge los principales siste-
mas disponibles en la actualidad para la deteccion de
la carga viral del VHB. A lo largo del 2014 o durante el
2015 van alanzarse al mercado nuevos sistemas como
APTIMA HBV Quantitative Assay (Gen-Probe) basado
en tecnologia de TMA a tiempo real o VERIS MDx HBV
(Beckman Coulter), HBVY COBAS 6.800/8.800 (Roche)
o Xpert HBV (Cepheid) con PCR a tiempo real. Es-
tos ultimos sistemas ofreceran grandes ventajas como
reactivos refrigerados listos para usar, carga continua
0 incluso formatos mono-test.

Conviene considerar que la utilizacion desde hace unos
anos de un estandar de la OMS para la normalizacion
de la expresion de las concentraciones de ADN-VHB
ha permitido eliminar la variabilidad existente en la in-

terpretacion de los resultados obtenidos en el tiempo.
Por otra parte, no todas pruebas de cuantificacion
producen resultados equivalentes. Los valores, para
una muestra individual, obtenidos con los diferentes
ensayos de cuantificacion viral no pueden utilizarse
de manera intercambiable, a pesar de su calibracion
con unidades internacionales. La implicacion practica
que esto conlleva es que la monitorizacion puede es-
tar erroneamente alterada si el método y el laboratorio
utilizados se cambian durante la misma.

Y por ultimo, los microbidlogos deberan estar informa-
dos sobre estas diferencias, aconsejando al clinico en
la necesidad de ser prudentes al interpretar las reco-
mendaciones de los algoritmos de monitorizacion del
tratamiento cuando los resultados de las técnicas de
cuantificacion estan proximos a los umbrales de de-
cision.

3.4.2.2. ADNccc intrahepatico

Por lo que se refiere al ADNcce, hay que sefnalar que
durante la infeccion por el VHB, éste se acumula en
el nucleo celular de los hepatocitos, actuando como
molde para la transcripcion de los genes virales.

Considerando la larga vida media de los hepatocitos,
el aclaramiento de los reservorios de ADNccc de las
células infectadas parece ser precisamente el factor li-
mitante de la eliminacion del VHB, ya que éstos persis-
ten a pesar de las reducciones experimentadas en los
niveles séricos de ADN viral, como la provocada por el
tratamiento, y parecen ser los responsables de la re-
plicacion viral tras cesar el mismo. Estos datos, indica-
rian el posible interés de la monitorizacion del ADNccce
en tejido hepatico. Un interés ciertamente limitado por
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el requerimiento de biopsia hepatica y la ausencia de
métodos moleculares sensibles y especificos para su
deteccion y cuantificacion.

La buena correlacion observada en algunos estudios
con los niveles de HBsAg sugiere que la determinacion
cuantitativa de este antigeno, podria ser una alterna-
tiva préctica a la determinacion del ADNccc en tejido
hepatico.

3.4.2.3. Genotipo viral

Uno de los aspectos esenciales del VHB es su gran
variabilidad genética. Esta hipervariabilidad, especial-
mente en el gen S es la responsable de la diversidad
genética que caracteriza al VHB en genotipos y subti-
pos. Hasta el momento, se han identificado 10 genoti-
pos diferentes (A-J), que presentan un grado de diver-
gencia genémica superior al 8% a nivel de nucledtidos
en el genoma viral completo. En lineas generales, los
genotipos A y D son los mas prevalentes en Europa.
Mientras que, los genotipos B y C lo son en Asia, el
genotipo E lo es de Africa y los genotipos F y H, lo son
de América del Sur y Central respectivamente.

Por lo que respecta a su determinacion, hay que se-
Ralar que el método de referencia suele ser la secuen-
ciacion completa del gen S, seguida del analisis filo-
genético conjunto de las secuencias generadas y de
referencia. Las técnicas de hibridacion reversa (LiPA)
también han demostrado ser Utiles para el genotipado
y ademas pueden identificar de una manera sencilla
las infecciones mixtas. Otras alternativas pueden ser
la PCR a tiempo real alelo especifica, PCR multiples
genotipo especificas, RFLP y ensayos serolégicos,
siempre que sean validadas frente a la técnica de re-
ferencia.

En cuanto al significado clinico del genotipo viral en
la infeccion por el VHB, hay sehalar que el genotipo
es una variable que potencialmente puede influir en el
prondstico de la infeccion y en el éxito de la terapia an-
tiviral, debido a sus diferentes propiedades bioldgicas.
Se han encontrado diferencias entre los distintos ge-
notipos con respecto a la severidad de la enfermedad,
estableciendo una incidencia o riesgo para el genoti-
po C superior al resto. No obstante, debe de hacerse
énfasis en que todos los genotipos del VHB pueden
conducir a las fases finales de la enfermedad hepatica,
incluyendo cirrosis y CHC. En cuanto a la respuesta al
tratamiento, se ha observado que los genotipos Cy D
Se asocian a una peor respuesta a la terapia basada
en interferén que los genotipos A y B en términos de
seroconversion del HBeAg. En los estudios realizados

con analogos de nucledsidos/nucledtidos (AN), no se
ha demostrado por el momento ninguna relacion entre
los genotipos vy la respuesta al tratamiento.

No obstante, a pesar de estas evidencias y de las timi-
das recomendaciones aparecidas en las Ultimas guias,
especialmente en la europea, se necesitan datos adi-
cionales, antes de poder recomendar definitivamente
su determinacion en la préactica clinica, ya que a dife-
rencia de la hepatitis C, el genotipo viral en la hepatitis
B posee un pobre valor predictivo individual y sdlo con
él no se deben tomar decisiones vinculadas al trata-
miento. Sin embargo, en la base de poder acumular
lineas de evidencia, seria recomendable que todos los
portadores del VHB fuesen rutinariamente genotipa-
dos para ayudar a identificar a aquellos que tienen un
mayor riesgo de progresion de la enfermedad hepatica
y aquellos que puedan beneficiarse de la terapia anti-
viral optima.

3.4.2.4. Caracterizacion de variantes genomi-
cas

Se han descrito grupos de variantes genéticas que
parecen tener implicaciones en el diagndstico, pato-
génesis y tratamiento de la hepatitis cronica B. Entre
estas variantes se encuentran las de la envuelta viral,
las de la region precore/core, y las de la polimerasa
viral, asociadas a la resistencia a antivirales.

3.4.2.4.1. Variantes en el gen S

Se han descrito mutantes de HBsAg entre los aminoa-
cidos 121y 149 de la region S (especialmente la muta-
cion G145A), que pueden escapar a la proteccion de la
vacuna. Ademas, la generacion de estos mutantes de
escape en el gen S puede ocasionar también reactiva-
ciones del VHB en pacientes previamente inmunizados
con inmunoglobulina especifica anti-HBs, asi como
afectar a los inmunoensayos que detectan HbsAg.

3.4.2.4.2. Variantes en PC y PBC

Las variantes de la region precore/core (preC-C) impi-
den o disminuyen la expresion del HBeAg. Las princi-
pales variantes que impiden la expresion del HBeAg se
detectan en la region preC y son especialmente aque-
llas que presentan la mutacion G1896A que produce
un cododn de terminacion en la posicion 28. Las va-
riantes que disminuyen la expresion del HBeAg contie-
nen en su mayoria cambios en la region del promotor
basal del core (PBC), principalmente la doble mutacion
A1762T y G1764A. Por estos motivos no se puede
considerar al HBeAg estrictamente como un marcador
de replicacion viral, ya que su negatividad no se rela-
ciona siempre con la ausencia de replicacion.
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Tabla 3. Datos de resistencia cruzada de las variantes mas frecuentes del VHB. En la primera columna se

muestran las sustituciones aminoacidicas; S: sensible, I: Intermedio, sensibilidad reducida, R: Resistente.
*Detectada “in vitro”, rara vez “in vivo” (Adaptado de EASL, J Hepatol, 2012; 57:167-85).

Lamivudina | Telbivudina Entecavir Adefovir Tenofovir

“Wild type” S S S S S
M240V* R S I S S
M2401 R R I S S
L180M + M204V R R I S S
A181T/V R R S R I

N236T S S S R I

A181T/V + N236T R R S R I/R
virsemzsoy R R R s s
;1 SS;)()l\gl-;GMZMV/I +T184G R R R 3 3

La presencia de estas variantes (junto a la delecion
pre-S) suele asociarse a determinados genotipos vi-
rales y a formas mas graves de enfermedad hepatica
con progresion a cirrosis y CHC, habiéndose incluso
asociado alguna de ellas con el proceso de hepato-
carcinogénesis y con casos de hepatitis fulminante. A
este respecto, se ha descrito que el llamado genotipo
mutacional complejo (MCG), que agrupa a las 8 muta-
ciones mas frecuentes en las regiones X/PC (G1613A,
C1653T, T1753V, A1762T, G1764A, A1846T, G1896A
y G1899A) puede ser utilizado como indicador de ries-
go (>6) para el desarrollo de CHGC, pudiendo servir de
guia en el algoritmo de cribado de éste en pacientes
con hepatitis B.

La influencia de estas variantes sobre la respuesta a
los agentes antivirales es muy controvertida.

3.4.2.4.3. Variantes en el gen POL

La terapia antiviral es hoy dia la Unica opcion para
prevenir la progresion de la enfermedad crénica en
la infeccion por el VHB. El objetivo de esta es reducir
la carga viral al nivel mas bajo posible, para asegurar
un grado de supresion viroldgica que conduzca a la
remision bioguimica, mejora histologica y a la preven-
cion de las complicaciones. Ademas, la reduccion
sostenida de la carga viral a niveles indetectables
también es necesaria para reducir el riesgo de resis-
tencia a los antivirales de accion directa (analogos de

nucledsidos y nucleoétidos), ya que el principal proble-
ma concerniente al tratamiento prolongado con estos
antivirales es sin duda la seleccion de variantes por-
tadoras de mutaciones que les confieren resistencia
(Tabla 3).

Actualmente, la terapia antiviral oral con los agentes de
mayor potencia y barrera genética como el entecavir
(ETV) y tenofovir (TDF) se ha convertido en el pilar del
tratamiento de la hepatitis B, principalmente debido a
los efectos de su profunda supresion viral potente y
duradera y también debido en parte a la sencillez de
su dosificacion diaria y a la ausencia significativa de
resistencias y efectos adversos.

Las mutaciones de resistencia se seleccionan en dife-
rentes regiones del gen de la polimerasa y son especi-
ficas de cada farmaco o familia de farmacos, aunque
también se han identificado mutaciones que pueden
conferir resistencia cruzada entre los diferentes anti-
virales.

Entre estas sustituciones destacan para los L-nucleo-
sidos (lamivudina, telbivudina y emtricitabina) las mu-
taciones en la region YMDD (rtM204V/l) y la mutacion
rtL180M que les confieren resistencia en los analisis in
vitro. En los alguilfosfonatos, la resistencia a adefovir
se ha asociado al cambio de aminoéacido rtA181T vy
rtN236T en los dominios B y D de la polimerasa del
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VHB; por lo que se refiere al tenofovir, su elevada ba-
rrera genética para el desarrollo de resistencias hace
gue la emergencia de estas en los pacientes a trata-
miento sea excepcional. Por Ultimo, aunque la resis-
tencia a ETV (D-ciclopentano) es infrecuente (<1.2%)
en pacientes naives a AN, sin embargo el riesgo es alto
en pacientes que presentan o presentaron resistencia
a lamivudina. Esta se caracteriza por la presencia o
seleccion de mutaciones en diferentes dominios de la
polimerasa (B, Cy E).

Aunque el estudio de estas variantes genéticas se
presenta como una herramienta viroldgica clave para
un correcto manejo terapéutico, en la actualidad, las
pruebas de resistencia no se realizan de forma exten-
siva, al asumirse gque los incrementos en la carga viral
son indicativos de la resistencia antiviral.

Los métodos genotipicos de deteccion de resistencia
se basan en los ensayos de secuenciacion directa, hi-
bridacion reversa mediante sondas especificas (LiPA),
la minisecuenciacion, RFLP, microarrays y PCR (con-
vencional o a tiempo real). Los métodos fenotipicos
estan basados en ensayos enzimaticos de la polimera-
sa viral 0 en modelos de cultivo celular para el analisis
de la replicacion viral.

Los laboratorios Abbott cuentan con un sistema es-
tandarizado de genotipado y deteccion de resistencias
a antivirales basado en secuenciacion (Abbott HBV se-
quencing, m2.000/ABI). La firma Seegene produce un
sistema que detecta por PCR 3 mutaciones relacio-
nadas con la resistencia a lamivudina (Seeplex HBV
Lami-R Test). Otras multinacionales de diagnostico
microbioldgico (Siemens, Fujirebio, etc) cuentan con
sistemas estandarizados de genotipado y deteccion
de resistencias a antivirales basados en secuenciacion
directa o hibridacion reversa.

Por Ultimo, al igual que ocurre en la infeccion por el
VIH, una aproximacion al fenotipo virtual es otra op-
cion para interpretar el genotipo que esta disponible
también para el VHB.

3.5. TRATAMIENTO

Las hepatitis B en fase aguda no tienen indicacion
de tratamiento dado que muchas de ellas son auto-
limitadas. La decision de tratar o no una hepatitis B
cronica depende del grado de dafno hepatico, de la
carga viral y de la presencia o no de HBeAg. Las di-
ferentes guias de tratamiento cuentan con algoritmos
al respecto.

Existen distintas opciones terapéuticas para el trata-
miento de la hepatitis B. El interferén, preferentemente
pegilado, cuenta con la ventaja de utilizarse en trata-
mientos relativamente cortos y no generar mutaciones
de resistencia. Su tolerancia es el principal inconve-
niente.

Por otra parte y como se ha senalado, la terapia an-
tiviral oral se ha convertido en el pilar del tratamiento
de la hepatitis B, principalmente debido a los efectos
de su profunda supresion viral y también debido en
parte a la sencillez de su dosificacion y a la ausencia
de efectos adversos a pesar de su duracion. Entre es-
tos antivirales andlogos de nucledsido y nucledtido se
encuentran:

e [amivudina. Ha sido uno de los farmacos mas
utilizados, el tratamiento es econémico, pero se-
lecciona facilmente mutantes resistentes. Aunque
cada vez se usa menos, actualmente se mantie-
ne en los pacientes coinfectados con el VIH que
cuentan con este farmaco en su régimen de trata-
miento antirretroviral.

e Adefovir. Puede utilizarse para tratar pacientes in-
fectados por cepas resistentes a lamivudina, aun-
que su potencia antiviral a dosis no nefrotdxicas
no es Optima.

e Telbivudina. Cuenta con mayor actividad antiviral
que la lamivudina y el adefovir, pero selecciona las
mismas mutaciones de resistencia que la lamivu-
dina y se han descrito casos de miopatias y neu-
ropatias periféricas.

e FEntecavir. Tiene una gran potencia antiviral y su
tasa de resistencias es muy baja por su alta barre-
ra genética constituyendo uno de los tratamientos
de eleccion en la hepatitis cronica B.

e Tenofovir. También utilizado en las pautas de tra-
tamiento del VIH, tiene una gran potencia antiviral,
puede utilizarse en pacientes naive o con historia
de resistencias a lamivudina, telbivudina o enteca-
vir. La seleccion de cepas resistentes es muy rara
incluso después de 5 ahos de tratamiento.

Los tratamientos combinados, sugieren una potencia
antiviral ampliada respecto a las monoterapias, una
mayor respuesta viral sostenida y una mayor dificultad
en la aparicion de resistencias. Existe alguna experien-
cia en la combinacion de lamivudina con interferén,
adefovir o telbivudina asi como de tenofovir con ente-
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cavir. Los resultados, sin embargo, no son tan llamati-
VOS como cabria esperar.

3.6. PROFILAXIS

La transmision del virus se produce por el contacto de
sangre o fluidos corporales de pacientes infectados.
Las principales formas de transmision incluyen la via
sexual, la utilizacion de agujas y jeringuillas contamina-
das en usuarios de drogas de administracion parente-
ral y la transmision perinatal. La infeccion nosocomial
asi como la transfusional practicamente no existe en
nuestros dias. El mecanismo principal de transmision
en zonas de baja prevalencia (0,1-0,2%), es la via se-
xual y en las zonas de alta prevalencia el uso de dro-
gas intravenosas. Es interesante que a pesar de cono-
cerse los mecanismos de transmision, en al menos un
30% de los casos se desconoce el factor de riesgo de
la infeccion.

Los medios mas importantes para la prevencion de
la transmision vienen constituidos por medidas gene-
rales de higiene, utilizar preservativo en las relaciones
sexuales de riesgo, no compartir agujas ni jeringuillas,
utilizar guantes si se va a entrar en contacto con sangre
o fluidos bioldgicos, no compartir utensilios de higiene
personal y utilizar material esterilizado o desechable en
consultas de odontologia, podologia o centros donde
se realizan tatuajes o “piercings”.

La vacunacion estéa teniendo un impacto innegable en
la prevencion de la infeccion y de las complicaciones
asociadas a ella. En Espana, su inclusion en el ca-

lendario vacunal de las comunidades auténomas se
inicio en 1991 y se completd en el ano 2002. Actual-
mente se administra en 3 dosis, a las 12 horas del
nacimiento, a los 1-2 meses y a los 6-18 meses de
edad. También puede administrarse a niflos mayores
no vacunados y a adultos, especialmente aquellos
expuestos a situaciones de riesgo, y puede adminis-
trarse alguna dosis adicional de refuerzo, aunque su
utilidad es controvertida incluso en las personas con
respuesta limitada.

La inmunizaciéon pasiva con la administracion de in-
munoglobulinas también es de gran utilidad en deter-
minadas situaciones como en el trasplante hepatico
por VHB para evitar la reinfeccion del injerto o en los
ninos nacidos de mujeres infectadas. En los pacientes
inmunodeprimidos 0 que van a sufrir inmunosupresion
es fundamental la vacunacion y si existe la posibilidad
de reactivacion viral, se recomienda incluso la adminis-
tracion de tratamientos antivirales preventivos.

El tratamiento de los pacientes virémicos es también

un factor clave para limitar la transmision de la enfer-
medad.

4 « HEPATITIS C

4.1. INTRODUCCION

El virus de la hepatitis C (VHC), identificado en 1989
pertenece a la familia Flaviviridae y su tamano aproxi-
mado es de 60 nm. Posee ARN monocatenario de
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Figura 3. RNA del Virus de la Hepatitis C. Adaptado de Ashfaq et al. Genetic Vaccines and Therapy 2011;9:7.
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polaridad positiva, de 9,5 kb, una nucleocapside ico-
saédrica (proteina C) y una envuelta (glicoproteinas E1
y E2) (Figura 3). Se caracteriza por una alta tasa de
mutaciones debido a que la ARN polimerasa depen-
diente del virus no posee actividad exonucleasa 3™-5
correctora de errores, lo que se traduce en un incre-
mento de la heterogeneidad del virus en cada ciclo de
replicacion. La heterogeneidad es manifiesta por los
genotipos o variantes entre distintos individuos y por la
existencia de cuasiepecies en un mismo individuo. El
virus es capaz de originar infecciones agudas y persis-
tentes. Se conocen 6 genotipos y, al menos, 50 sub-
tipos diferentes.

La principal via de transmision de este virus es la pa-
renteral (85%), por contacto percutaneo o de mucosas
con material contaminado con sangre, hemoderivados
o fluidos corporales infectados; la transmision intrafa-
miliar por contactos percutaneos inadvertidos; y la se-
xual, poco probable, menos del 2% de los casos. En
ninos, el mecanismo mas importante es la transmision
vertical (10%), y aumenta el riesgo en madres con ele-
vada carga viral en el momento del parto y si asocia
coinfeccion con VIH. Hasta 1992, momento en el cual
empezo la deteccion del virus en hemoderivados y do-
nantes de 6rganos, la via de transmision predominante
era la via parenteral. También se han descrito casos de
transmision por el uso de cocaina intranasal.

La prevalencia global de la infeccion es de aproxima-
damente un 3%, variando de un 0,4-1,1% en Euro-
pa Occidental y EE.UU., a un 9,6-28% en el Norte de
Africa. En nuestro medio se estima alrededor de un
2-2,5%, En poblaciones de riesgo la prevalencia pue-
de elevarse hasta un 70%. En los Ultimos afos su in-
cidencia se ha reducido al disminuir la transmision por
hemoderivados y al aplicarse las precauciones univer-
sales en las actuaciones médicas.

El VHC es el causante del 20% de los casos de he-
patitis aguda pero, debido a su forma silente de pre-
sentacion, rara vez se diagnostica. Solo un 25% de
los casos desarrollan ictericia. Existe un periodo ven-
tana de 4-8 semanas en el cual no hay un aumento
de transaminasas, ni seroconversion anti-VHC, pero la
viremia es detectable.

Aproximadamente el 80% de los infectados son porta-
dores cronicos del virus, de estos un 10% mantienen
valores de transaminasas (ALT y AST) normales du-
rante muchos anos mientras que, el 40% aproximada-
mente mantienen valores discretamente elevados con
fluctuaciones moderadas, un 20% muestran valores

de transaminasas persistentemente elevados con ries-
go de evolucionar a una cirrosis tras mas de 20 anos
de evolucion y solo un 10% aproximadamente pueden
desarrollar una cirrosis hepatica precozmente. Un 5%
de los casos desarrollan hepatocarcinoma.

4.2. CLINICA

La infeccion por el VHC puede cursar de forma aguda
o cronica. Las infecciones agudas son frecuentemente
asintomaticas. Si existen sintomas, estos son inespe-
cfficos, leves y desaparecen en pocas semanas. Las
hepatitis agudas por VHC evolucionan a la cronicidad
en un 80% de los casos y raramente presentan una
evolucion fulminante. La hepatitis cronica por VHC es
la principal causa de cirrosis hepatica y de trasplante
hepatico.

Aunqgue los sintomas no se correlacionan perfecta-
mente con la evolucion de la enfermedad, se describe
fatiga, nauseas, anorexia, artralgias, mialgias y pérdida
de peso, también dolor abdominal, prurito, coluria y
deterioro cognitivo. Los niveles de transaminasas tam-
pPOCO siguen una relacion lineal con la evolucion de la
enfermedad.

Las mayores complicaciones de la infeccion por el
VHC son la cirrosis, con descompensacion hepatica,
ascitis, varices esofagicas, hemorragias y encefalopa-
tia hepatica y el carcinoma hepatocelular.

Son frecuentes, ademas, las manifestaciones extra-
hepaticas de la enfermedad de caracter autoinmune
como la tiroiditis, la crioglobulinemia mixta, la artritis o
la glomerulonefritis.

4.3. DIAGNOSTICO

La primera aproximacion diagndstica ante una sospe-
cha de infeccion por VHC debe de incluir una historia
clinica completa y un examen fisico del paciente. Sera
necesario solicitar una analitica general que debe in-
cluir niveles de transaminasas séricas, bilirrubina, tiem-
po de protrombina y albumina, marcadores de funcion
renal, un panel lipidico, marcadores de funcion tiroi-
deay recuentos completos de células sanguineas. Es
importante también solicitar marcadores seroldgicos
frente a otros virus hepatotropos y frente al VIH.

Generalmente esta indicada una biopsia hepatica para
conocer la posible presencia de fibrosis y su grado (FO:
ausencia de fibrosis, F1: fibrosis portal sin septos, F2:
escasos septos, F3: septos abundantes sin cirrosis y
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F4.: cirrosis). Existen sistemas no invasivos, de uso cre-
ciente, para deducir de forma indirecta la presencia de
fibrosis y su grado, como el fibroscan.

En los ultimos tiempos, han entrado en juego ciertos
marcadores que parecen ser de utilidad para prede-
cir el pronodstico de la infeccion asi como la eficacia
terapéutica con interferéon pegilado vy ribavirina frente
al VHC. Se trata de los polimorfismos del gen de la
interleuquina 1L.28B. Parece que los pacientes con
genotipos favorables en las posiciones rs12979860 y
rs8099917 en el gen de la IL28B, genotipos CCy TT
respectivamente, tendrian mejores respuestas al tra-
tamiento que los pacientes con genotipo CT o TT en
rs12979860 y TG o GG en rs8099917. Los pacientes
con genotipos favorables tendrian también una me-
nor probabilidad de cronificar la infeccion y una mayor
probabilidad de aclaramiento viral espontaneo. Existen
sistemas comercializados, basados en PCR a tiempo
real para el analisis separado y conjunto de los polimor-
fismos C/T (LightMix IL.28B, Roche) en rs12979860 y
T/G en rs8099917.

El diagndstico microbioldgico especifico para la de-
teccion de la infeccion por el VHC se basa en la de-
mostracion de anticuerpos anti-VHC o antigenos por
enzimoinmunoandlisis y deteccion del ARN viral por
técnicas moleculares que permiten diferenciar diferen-
tes estadios de la enfermedad (Figuras 4 y 5).

Las técnicas indirectas (anticuerpos) constituyen la pri-
mera linea diagndstica y son indicativas de infeccion
activa o pasada, mientras que las técnicas directas de
demostracion de viremia (ARN o antigenos) indican in-
feccion activa.

4.3.1. Marcadores serologicos

4.3.1.1. Deteccion de anticuerpos anti-HCV
Existen diferentes formatos de ensayo para la detec-
cion de anticuerpos anti-HCV en suero o plasma. Los
mas utilizados son los enzimoinmunoensayos (EIA)
O su variante inmunoensayos guimioluminiscentes
(CLIA) que aportan ventajas en cuanto a automatiza-
cion, simplicidad de uso y productividad. Los ensayos
de tercera generacion detectan anticuerpos a antige-
nos recombinantes del core, NS3, NS4 y NS5. Son
sistemas de alta especificidad y muy alta sensibilidad y
Su periodo ventana esta en torno alas 6 o 7 semanas.
Algunos ensayos de segunda generacion todavia se
comercializan. Difieren de los de tercera generacion en
sensibilidades y especificidades mas limitadas y en su
periodo ventana que puede llegar a las 10 semanas.

Existen tests rapidos basados en técnicas de inmu-
noadherencia por inmunofiltracion o inmunocromato-
grafia, para detectar anticuerpos anti-HCV con bue-
nas sensibilidades y especificidades. Estos sistemas
pueden ser utilizados con diferentes muestras como
suero, plasma, sangre o incluso saliva y ofrecen resul-
tados en menos de 30 minutos.

Otro formato disponible son los inmunoblots con an-
tigenos recombinantes (RIBA y LIA). Estos sistemas
permiten detectar anticuerpos del paciente frente a di-
ferentes antigenos de forma independiente. Los resul-
tados se evidencian sobre una tira de celulosa o nylon
sobre la que se han depositado antigenos recombi-
nantes. Son ensayos con excelente especificidad por
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Figura 4. Marcadores analiticos en la infeccion
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lo que suelen ser utilizados como confirmatorios y son
Utiles para descartar reacciones falsamente positivas
de los tests de screening.

En recién nacidos de madres infectadas por el VHC
y en algunos pacientes inmunodeprimidos, infectados
por el VIH, receptores de trasplantes o pacientes en
hemodialisis, con una respuesta humoral reducida, es
posible que no se detecten facilmente los anticuerpos
anti-VHC, especialmente si se utilizan sistemas con
sensibilidades subodptimas. En estos casos, esta indi-
cada la utilizacion de técnicas moleculares para la de-
teccion del ARN del VHC para descartar la infeccion.
La deteccion de anticuerpos también tiene una utilidad
reducida en la sospecha de la infeccion muy reciente
(Figura 4), debido al periodo ventana. En este caso,
también deberia utilizarse alguna técnica directa para
la deteccion del virus dado que evidenciariamos las
primeras etapas replicativas del virus en las que se al-
canzan altos niveles de viremia.

Los sistemas de deteccion de anticuerpos anti-HCV
mas utilizados estan comercializados por Abbott (Ar-
chitect, CLIA), Siemens (formato ELISA para BEP IIl y
BEP 2000 Advance y formato CLIA para Advia Cen-
taur XP), DiaSorin-Murex (ETI-, ELISA y Liaison® CLIA),
BioRad (Monolisa™, formato ELISA), Ortho (Vitros ECi
Immunodiagnostics System, CLIA), BioMérieux (VI-
DAS, ELISA en formato monotest,) y Roche (Elecsys®,
CLIA).

Hay técnicas de diagndstico rapido comercializadas
para la deteccion de anticuerpos anti-HCV basadas
en inmunocromatografia como la de ABON Biopharm,
UK que detecta anticuerpos en suero o plasma u Ora-
Quick® HCV (OraSure Technologies, USA) que admite
sangre, suero, plasma e incluso exudados bucales.

Los principales proveedores de sistemas confirmato-
rios de deteccion de anticuerpos anti-HCV en formato
RIBA o Western Blot son BioRad, Fujirebio y DiaSorin.

4.3.1.2. Deteccion de antigenos del VHC
Existen ensayos comerciales de deteccion de antige-
no del core del VHC en suero o plasma, en formato de
deteccion enzimatica en microplaca (EIA) o por qui-
mioluminiscencia (CLIA).

Se trata de ensayos de deteccion directa de viremia
y, en cierto sentido, serian equivalentes a las técnicas
de deteccion molecular. Cuentan con ciertas ventajas
sobre la PCR, son mucho mas econémicas, pueden
realizarse sin necesidad de acumular muestras y son

muy rapidas. Alguna ofrece resultados en 40 minutos.
A pesar de estas ventajas, el uso de estas técnicas no
esta muy extendido, basicamente porque son menos
sensibles en cargas virales bajas (no son reactivas por
debajo de 5.000-10.000 Ul/ml de ARN) y porque la
técnica de referencia en muchas guias de diagndsti-
co y tratamiento es la PCR, que cuenta con muchisi-
mos datos publicados que la avalan. A pesar de ello,
la deteccion de antigenemia podria ser ventajosa en
determinadas situaciones como el estudio del donante
de drganos para trasplante, cuando se sospecha una
infeccion muy reciente (periodo ventana de anticuer-
pos) 0 en las serologias dudosas. Algunos autores han
propuesto incluso la posible utilidad de los ensayos de
antigenemia en el seguimiento de pacientes virémicos
hasta su negativizacion. En ese momento, podria pa-
sarse al seguimiento con PCR consiguiéndose asi un
considerable ahorro.

Abbott cuenta con un ensayo de deteccion de antige-
no por quimioluminiscencia (Architect HCV Ag), que se
realiza en suero o plasma en pocos minutos. DiaSorin
(MUREX DiaSorin HCV Ag/Ab) y BioRad (Monolisa™
HCV Ag-Ab ULTRA) comercializan sendas aplicacio-
nes tipo ELISA en microplaca que detectan de forma
conjunta los anticuerpos anti-HCV y antigenos del
core del virus.

4.3.2. Pruebas moleculares

4.3.2.1. Carga Viral del VHC

La deteccion del ARN-VHC en plasma implica infec-
cion activa y por lo tanto capacidad infectiva. Sin em-
bargo, un resultado negativo (o0 indetectable) no ex-
cluye totalmente la infeccion, ya que el virus puede
encontrarse en los hepatocitos o en los linfocitos.

Su determinacion es Util en diversas circunstancias, asf
proporciona evidencias de infeccion aguda cuando los
anticuerpos anti-VHC aun no son detectables, sirve
para verificar el diagnoéstico de infeccion vertical, con-
firma una hepatitis crénica C, confirma la infeccion en
pacientes con una alteracion de la inmunidad humoral
y que no expresan el anti-VHC en plasma (inmunode-
primidos por trasplante, didlisis o tratamiento citostati-
co), asi como es muy importante en la monitorizacion
de la respuesta al tratamiento antiviral.

Todos los ensayos de deteccion de ARN del VHC es-
tan calibrados utilizando estandares de la OMS, para
asegurar su precision y garantizar resultados compa-
rables entre si. Los estandares, sin embargo, se basan
exclusivamente en secuencias genémicas del geno-
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Tabla 4. Principales ensayos comerciales para la cuantificacion del VHC.

. . COBAS Ampliprep /CO- .
Roche Diagnostics BAS TagMan HCV PCR tiempo real 15
Siemens Medical VERSANT HCV RNA 1.0 PCR tiernpo real 15
Solutions Diagnostics Assay (kPCR) P
Abbott Molecular Abbott RealTime HBV PCR tiempo real 12
QIAGEN Diagnostics artus HBV QS-RGD Kit PCR tiempo real 21

tipo 1. En cualquier caso, podria haber diferencias en
cuantificacion entre los diferentes ensayos, por lo que
se recomienda el seguimiento de cada paciente con
un Unico ensayo.

Existen multitud de técnicas para la cuantificacion de la
carga viral en plasma o suero (CV) del VHC que cuen-
tan con la aprobacion para su uso en la Union Europea
(marcado CE) (Tabla 4). A lo largo del 2014 o durante
el 2015 van a lanzarse al mercado nuevos sistemas de
PCR a tiempo real como VERIS MDx HCV (Beckman
Coulter), HCV COBAS 6.800/8.800 (Roche) o Xpert
HCV (Cepheid). Estos sistemas ofreceran grandes
ventajas como reactivos refrigerados listos para usar,
carga continua o incluso formatos mono-test.

Aunque tradicionalmente, las técnicas se dividian en
cualitativas y cuantitativas, en la actualidad, las prime-
ras estan cayendo en desuso y las cuantitativas cuen-
tan con excelentes sensibilidades, permitiendo la de-
teccion hasta un nivel de 15 Ul del VHC por mililitro de
plasma y requieren entre 500 pL y 1 mL de plasma o
suero. Las diferencias técnicas fundamentales radican
en los formatos, automatizacion, tiempos y capacidad
de procesamiento. La mayoria de las técnicas utiliza-
das se basan en RT-PCR a tiempo real con sondas
fluorescentes. Son répidas y permiten rangos dinami-
cos amplios (15-108 Ul/mL). En todas ellas, la introduc-
cion de la extraccion automatica de acidos nucleicos
ha supuesto un considerable ahorro de trabajo manual
y reduce las posibilidades de variabilidad en una de las
fases mas criticas del procedimiento. Otro tipo de téc-
nicas moleculares, como el TMA (Transcription Media-
ted Ampilification) o el bDNA (branched DNA), cuentan
con un uso cada vez mas limitado.
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4.3.2.2. Genotipado del VHC

La determinacion del genotipo es fundamental en la
evaluacion del paciente, para la prediccion del pro-
noéstico y la planificacion del tratamiento. El método de
referencia para el genotipado del VHC es la secuencia-
cion directa de las regiones NS5B, E1 o E2 del geno-
ma viral, pero se utiliza poco por su laboriosidad.

En la préctica clinica el genotipo puede determinarse
mediante métodos comerciales basados en secuen-
ciacion de la region 5’ no codificante (Trugene 5’NC
HCV Genotyping Kit, Siemens), por hibridacion inversa
del producto amplificado con sondas genotipo-espe-
cificas de la misma region fijadas a un soporte de nitro-
celulosa (Versant HCV Genotyping Assay, Siemens o
LINEAR ARRAY HCV Genotyping Test, Roche) o PCR
a tiempo real (Abbott HCV GTII). Seegene produce un
sistema de genotipado por PCR multiplex (Seeplex,
HCV genotyping kit). Roche cuenta con 2 sistemas
en desarrollo que previsiblemente se comercializaran
proximamente, COBAS® 4800 HCV Genotyping Test
basado en PCR a tiempo real y un sistema de subti-
pado de alta resolucion por secuenciacion masiva y
andlisis filogenético. La mayoria de los métodos dispo-
nibles detectan correctamente los 6 genotipos princi-
pales, aungque algunos no logran identificar el subtipo
en 10-25% de casos.

4.4. TRATAMIENTO DE LA HEPATITIS
CRONICA C

El tratamiento actual de la infeccion, con la combina-
cion de interferon pegilado (Peg-IFN) y ribavirina (RIB),
consigue respuesta viral sostenida en alrededor del
50% de los casos de los enfermos infectados por el
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Figura 6. Algoritmo de tratamiento en pacientes naive. P - IFN = interferéon pegilado; RBV = Ribavirina; BOC =
boceprevir; TVP = telaprevir; RVR = respuesta viral rapida; Cv = carga viral. En pacientes F2 en biterapia

deben considerarse las reglas de suspensién para ribavirina e interferon pegilado habituales en practica
clinica (Tomado de: Informe de utilidad terapéutica UT/V1/28022012, Ministerio de Sanidad, Servicios So-
ciales e Igualdad. Gobierno de Espana).

Enfermos RECIDIVANTES

I tratamient P-IFN + RBV ~ TRIPLE TERAPIA
ae amzﬁgﬁfwggns) ' ®| (P-IFN + RBV + BOC 0 TVP)
FO-F1 ESPERAR NUEVOS

Enfermos NO RESPONDEDORES TRATAMIENTOS

CON RESPUESTA PARCIAL
a un tratamiento previo
con P-IFN + RBV . e TRIPLE TERAPIA

zF2 »| (P-IFN +RBV + BOC o TVP)

ESPERAR NUEVOS

FekL > TRATAMIENTOS
Enfermos con RESPUESTA NULA
a un tratamiento previo
con P-IFN + RBV
TRIPLE TERAPIA
0 J >11ogl0 RNA-VHC sem 4 —| (P-IFN + RBV + BOC o TVP)
Respuesta a tratamientos P-IEN + RBV
Previos DESCONOCIDA 2F2 —¥ (lead-in 4 sem)

SUSPENDER TODOS

NO 4 > 1 logl0 RNA-VHC sem 4 —b| LOS TRATAMIENTOS

Figura 7. Algoritmo de tratamiento en pacientes previamente tratados. P - IFN = interferén pegilado; RBV
= Ribavirina; BOC = boceprevir; TVP = telaprevir; RVR = respuesta viral rapida; Cv = carga viral (Tomado

de: Informe de utilidad terapéutica UT/V1/28022012, Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad.
Gobierno de Espana).

genotipo 1, que es la forma mas comun en nuestro del virus de la hepatitis C, supone un cambio esperan-

entorno (75% de los infectados). zador en el tratamiento de la hepatitis cronica por el
VHC. La introduccion de la triple terapia que incluye,
La reciente comercializacion de boceprevir (BOC) y te- ademas de Peg-IFN y RIB, un agente antiviral directo

laprevir (TVP), los primeros inhibidores de la proteasa como telaprevir o boceprevir puede permitir que se al-

o
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cance una tasa de curacion del 75% en los enfermos
infectados por el genotipo 1 que no hayan recibido
tratamiento alguno (enfermos naive) y de cerca del 50
% en los que no hayan presentado respuesta a un tra-
tamiento doble previo. Boceprevir y telaprevir no estan
actualmente indicados en el tratamiento de la hepatitis
cronica por el VHC causada por otros genotipos.

Segun las recomendaciones del Ministerio de Sanidad
de Espafa el tratamiento de la hepatitis cronica C se
realizara siguiendo los algoritmos recogidos en las fi-
guras 6y 7.

Existen otros farmacos inhibidores de la proteasa que
estan ofreciendo excelentes resultados como el Si-
meprevir e incluso farmacos de otras familias como
el Sofosbuvir (inhibidor de la polimerasa viral) que es,
ademas, activo frente a virus de genotipos diferentes
al1@2y3).

Hay otros muchos farmacos en diferentes etapas de
desarrollo, mas o menos proximas a su utilizacion en
clinica, como el daclatasvir, faldaprevir, asunaprevir,
mericitabine, danoprevir y micro-ARNs. Este panora-
ma terapéutico tan prometedor, probablemente cam-
biara muchos aspectos de la infeccion por el VHC en
un tiempo relativamente corto asi como las necesida-
des del diagndstico.

La incorporacion de los nuevos agentes antivirales al
tratamiento convencional plantea, sin embargo, pro-
blemas nuevos como es el manejo de los efectos ad-
versos inducidos por estos medicamentos, y el acce-
so rapido a los resultados de las pruebas diagndsticas
necesarias para actuar con racionalidad y eficiencia.
Prolongar indebidamente el tratamiento, cuando no se
produce respuesta, incrementa la aparicion de muta-
ciones del virus que determina la formacion de cepas
resistentes, e incrementa innecesariamente el coste.

Estos tratamientos exigen unas reglas de suspension
muy estrictas reguladas por la carga viral, que se debe
realizar de manera muy frecuente. Cualquier centro o
unidad que utilice estos farmacos debe disponer de
los resultados de la carga viral en menos de una se-
mana.

4.5. PROFILAXIS

En el momento actual, no se dispone de una vacuna
especifica que pueda evitar esta infeccion, debido a la
gran variabilidad gendmica del VHC. La IgG polivalente
tiene poca utilidad y no hay disponible una hiperinmune.

Como prevencion son muy Utiles una serie de medidas
generales como la toma de las precauciones universa-
les ante los fluidos humanos en el personal en general
y, especialmente, en el relacionado con la salud, cam-
bio en los comportamientos de practicas de riesgo y
estudiar las fuentes y posibles contagios.

Hay que evitar la transmision parenteral mediante el
control de los anticuerpos anti-VHC en los donantes
de sangre y pacientes en hemodidlisis, la limitacion en
las transfusiones de sangre y hemoderivados, la lucha
contra la drogadiccion y el empleo de material dese-
chable por los adictos a drogas por via parenteral, usar
guantes si se ha de tocar sangre de otra persona, no
compartir objetos de higiene personal (por ejemplo,
cepillos de dientes o maquinillas de afeitar) con una
persona infectada, comprobar que toda escoriacion o
perforacion (tatuajes, pendientes, “piercings”, etc.) sea
hecha con instrumentos desechables o correctamente
esterilizados y el uso del preservativo en las relaciones
sexuales de riesgo.

Para evitar la transmision vertical no esta recomenda-
do el uso de la cesarea electiva, con la excepcion de
los casos de madre co-infectada por VIH. La lactan-
cia materna no esté contraindicada, siendo escasa la
capacidad infecciosa de las particulas detectadas en
leche asociadas al pH acido del estbmago que las in-
activa. Aun asi, habria que valorar los casos de madres
con carga viral elevada y la presencia de grietas san-
grantes en el pezon.

5 « HEPATITIS DELTA

5.1. INTRODUCCION

El agente etioldgico de la hepatitis delta, el virus del-
ta o virus D (VHD) es un virus defectivo que necesita
la presencia del VHB para producir infeccion. El virion
cuenta con una envuelta lipoproteica formada por el
antigeno de superficie del VHB (HBsAg) y una estruc-
tura proteica interna donde reside el genoma viral. El
genoma del virus estéa formado por una unica hebra
de ARN que forma un complejo con el Unico antigeno
codificado por el propio virus, el HDAg.

La infeccion es muy frecuente en ninos e individuos
jovenes. La transmision es permucosa o percutanea,
frecuentemente intrafamiliar y se favorece con la falta
de higiene. La infeccion por VHD debe sospecharse
pacientes que provienen de zonas endémicas (paises
de Europa del Este, Mediterraneos y América Central)
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Figura 8. Marcadores seroldgicos del VHD. Los anticuerpos anti-VHD aparecen siempre en presencia del
antigeno de superficie del VHB. En la coinfeccion (A) los anticuerpos anti-VHD se elevan conjuntamente

con la IgM anti HBc. En la sobreinfeccion (B), la seroconversion de VHD se presenta sobre anticuerpos
anti-HBc de clase IgG.

y en usuarios de drogas administradas por via paren-
teral y nunca en ausencia de infeccion por VHB.

Las diferentes situaciones clinicas relacionadas con
la infeccion del VHD como la coinfeccion VHB/VHD,
la sobreinfeccion por VHD en pacientes ya infectados
por VHB o la infeccion cronica por VHD pueden carac-
terizarse estudiando la presencia o ausencia del ARN
viral, el HDAg vy los anticuerpos anti-VHD.

5.2. CLINICA

Las presentaciones clinicas de la infeccion, pueden
variar de formas agudas benignas, formas cronicas a
veces asintomaticas a cuadros de hepatitis fulminante.
La infeccion por VHD siempre ocurre en la presencia
de VHB. Aunque parece demostrado que la replicacion
del VHD ralentiza o inhibe a la del VHB, frecuentemente
ambos virus contribuyen al dafio hepatico resultando
en una enfermedad de mayor severidad. Aunque no es
regla general en todos los pacientes, es muy frecuente
la répida progresion de la enfermedad a cirrosis.

La infeccion simultanea por VHD y VHB (coinfeccion)
normalmente condiciona una hepatitis aguda, muchas
veces autolimitada e indistinguible de una hepatitis
aguda por VHB exclusivamente. El porcentaje de pa-
cientes que cronifican en la coinfeccion es similar al
de pacientes que cronifican en la monoinfeccion por
VHB. La infeccion por VHD en pacientes previamen-
te infectados por VHB (sobreinfeccion) suele tener un
peor prondstico, causa una hepatitis aguda severa o
una exacerbacion de una hepatitis B cronica. La evo-
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lucion a una forma cronica de hepatitis por VHD ocurre
en casi la totalidad de los pacientes.

5.3. DIAGNOSTICO

Es importante recalcar que no debe buscarse la pre-
sencia de VHD en ausencia del VHB. En muchas
ocasiones, ademas, sera necesario detectar determi-
nados marcadores del VHB, para realizar una caracte-
rizacion precisa de la infeccion por VHD. El diagndstico
microbioldgico del VHD se basa en la deteccion y/o
cuantificacion de antigenos, anticuerpos y del genoma
del virus. Las muestras de eleccion son el suero vy, en
determinadas ocasiones, la biopsia hepatica.

5.3.1. Marcadores seroldgicos

5.3.1.1. Deteccion de HDAg en suero

El HDAQ puede detectarse en sistemas tipo EIA o RIA,
aunque su utilizacion no es frecuente en los laborato-
rios de diagndstico sino mas bien en laboratorios de
referencia o investigacion muy especializados.

En lainfeccion aguda, la antigenemia es muy transitoria
y puede, por ello, pasar desapercibida. Es ligeramente
mas duradera en los pacientes inmunodeprimidos. En
la fase crénica, aunque existen altos titulos de HDAg
y SuU presencia circulante es mas prolongada, la mayor
parte estan formando complejos con anticuerpos, por
lo que su deteccion es mas compleja. Es posible, sin
embargo, su deteccion bajo condiciones desnatura-
lizantes capaces de romper los complejos antigeno/
anticuerpo.

.
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DiaSorin comercializa un kit ELISA en microplaca para
la deteccion de antigeno de VHD (HDAQ).

5.3.1.2. Deteccion de anticuerpos anti-VHD
Existen sistemas de deteccion de anticuerpos totales
(IgG+IgM) asi como sistemas que detectan separada-
mente anticuerpos anti-VHD de clase IgG e IgM. Los
formatos mas frecuentes son de EIA en microplaca.

Los primeros anticuerpos se elevan a las pocas sema-
nas de la infeccion. La seroconversion es una buena
forma de diagnosticar la infeccion en estas fases ini-
ciales. La presencia exclusiva de anticuerpos de clase
IgM es también indicativa de esta fase de la infeccion.
Aunque la IgM desaparece pronto en las formas auto-
limitadas y en las formas agudas, puede ser muy per-
durable en las formas croénicas, especialmente en las
sobreinfecciones (VHD sobre VHB). Una buena forma
de diferenciar las sobreinfecciones de las coinfeccio-
nes (VHD + VHB) es que en éste ultimo caso, coexis-
te la IgM anti-VHD con la IgM anti-HBc (Figura 8). Es
frecuente que, en pacientes con infeccion cronica, La
IgM muestre un declive (e incluso desaparezca) des-
pués del tratamiento efectivo o después del trasplante.
DiaSorin comercializa dos sistemas para la deteccion
de anticuerpos anti-VHD, ETI-AB-DELTAK-2 (anticuer-
pos totales) y ETI-DELTA-IGMK-2 (anticuerpos de cla-
se IgM).

5.3.2. Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares en la infeccion (coinfec-
cion/sobreinfeccion) por el VHD estan basados en la
deteccion y caracterizacion del ARN del VHD.

5.3.2.1. ARN del VHD

El ARN del VHD es el marcador de replicacion viral en
la infeccion por el VHD y permanece detectable en to-
dos los pacientes con infeccion aguda y cronica. Este
marcador se negativiza con el aclaramiento viral ya sea
de modo espontaneo o bien por accion del tratamien-
to.

A diferencia del VHB y VHC, la carga viral del VHD no
se correlaciona con ningun marcador clinico de activi-
dad o del estado de la enfermedad hepatica; sin em-
bargo su cuantificacion si tiene utilidad en la monitori-
zacion del tratamiento antiviral cuando estéa indicado.
Por lo que se refiere a la deteccion y cuantificacion
del ARN del VHD los métodos comercializados que
estan disponibles se basan en la transcripcion inver-
sa del ARN viral seguida de la amplificacion del ADNc
por la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)
generalmente a tiempo real. La disminucion del nivel

de ARN del VHD vy del titulo de HBsAg durante el tra-
tamiento, puede representar un indicador del éxito te-
rapéutico.

Conviene tener presente que, aunque la infeccion ac-
tiva por el VHD ha sido diagnosticada histéricamente
por la presencia de anticuerpos anti-VHD de clase IgM
en el suero del paciente, hoy en dia ésta se confirma
también por la deteccion en suero del ARN del VHD
mediante ensayos basados en la reaccion en cadena
de polimerasa (RT-PCR) a tiempo real. Estos ensayos
moleculares no estan indicados en ausencia de an-
ticuerpos especificos frente al VHD ya que no se ha
descrito la infeccion oculta por el VHD. Por otra parte,
debido a la variabilidad en la secuencia del genoma
viral y a la ausencia de métodos estandarizados lo
suficientemente sensibles y especificos la deteccion
actual del ARN del VHD puede producir resultados
falsamente positivos y negativos, por lo que se hace
necesaria la estandarizacion internacional de dichos
ensayos, sobre todo teniendo en cuenta que un resul-
tado positivo en el ARN-VHD aconseja la realizacion
de una biopsia hepatica para cuantificar la severidad
de la enfermedad.

Roche produce y comercializa un reactivo para la
cuantificacion de la carga viral del VHD, LightMix HDV.
Se trata de un sistema de amplificacion por PCR a
tiempo real adaptado al equipo LightCycler. Dia.Pro
Diagnostic BioProbes s.r.I también produce un sistema
de amplificacion a tiempo real para cuantificacion de la
carga viral de este virus.

5.3.2.2. Genotipos del VHD

En base a su variabilidad genética, se han descrito 8
genotipos del VHD con diferentes propiedades y dis-
tribucion geografica. La infeccion por el genotipo 1, el
mas prevalente en Europa, esta asociada con un peor
prondstico de la enfermedad.

Aunque el genotipado del VHD esta solo disponible en
centros especializados, paulatinamente esta ganando
aceptacion como una herramienta diagnostica Util ya
que los pacientes infectados con el genotipo 1 tienen
un alto riesgo de desarrollar enfermedad hepatica ful-
minante y ademas presentan menores tasas de res-
puesta al tratamiento con interferén pegilado que los
pacientes infectados con otros genotipos.

Por lo que se refiere a su determinacion, ésta se basa
en la secuenciacion directa de las secuencias virales
amplificadas por RT-PCR y su posterior analisis filoge-
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nético con secuencias de referencia.
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5.3.3. Marcadores tisulares de la infeccion
Tanto la deteccion del HDAg como del ARN de VHD
pueden realizarse sobre biopsias hepaticas. Para de-
tectar HDAg se utilizan técnicas de inmunofluorescen-
cia directa o tinciones inmunohistoquimicas. El ARN
viral se detecta por hibridacion in situ o PCR in situ.
Aunque tradicionalmente se ha considerado como
gold standard la ausencia de virus en tejido hepatico
para considerar a un paciente curado, €s cierto que las
técnicas histologicas son tediosas, lentas y de dificil
interpretacion y que las técnicas de deteccion de ge-
nomas y antigenos en sangre circulante son cada vez
mas sensibles y especificas, por lo que las primeras
han entrado en desuso en la actualidad.

5.4. TRATAMIENTO

El objetivo del tratamiento es erradicar la infeccion o,
al menos, conseguir una supresion virolodgica duradera
del VHD y del VHB.

La supresion de la replicacion del VHD se evidencia
por la negativizacion del ARN viral o del HDAg en
suero y en higado. Indirectamente, el control de la
infeccion por HBV también tiene un efecto en el del
VHD, por lo que es deseable el aclaramiento del HB-
SAg Y la elevacion del anti-HBs. La presencia de anti-
HBs previene de la infeccion por VHB y de VHD. Sin
embargo, pacientes que han aclarado el HDAg pero
no cuentan con anti-HBs pueden volver a infectarse
por VHD.

El Unico farmaco aprobado para la infeccion por el
VHD es el interferdn alfa (IFNa) en su forma estandar o
pegilada (Peg-IFNa). Se desconoce su mecanismo de
accion, pero parece que pudiera basarse en su activi-
dad sobre el VHB mas que sobre el propio VHD o en
sus efectos inmunomoduladores.

El tratamiento de la hepatitis delta contintia siendo un
problema de dificil solucion. Por una parte, la terapia
disponible hoy no es diferente del tratamiento basado
en interferon, utilizado desde hace mas de 20 anos.
La experiencia ha demostrado que el tratamiento con
Peg-IFNa (considerado de dudosa eficacia clinica por
la EASL) puede conducir a la respuesta viral sosteni-
da del ARN-VHD (RVS) en aproximadamente la cuarta
parte (20-25% de respuesta bioquimica y viroldgica)
de pacientes (en cualquier caso, la recidiva es muy fre-
cuente tras suspender el tratamiento).

Por otra parte, los inhibidores de la polimerasa no son
eficaces frente al VHD. Tal como ha demostrado el

estudio HIDIT-I (Hep-Net-International Delta Hepatitis
Intervention Trial) al encontrar que el tratamiento con
PeglFN alfa-2a durante 48 semanas, con o sin ade-
fovir, da como resultado la eliminaciéon/aclaramiento
sostenido del ARN-VHD en el 25% de los pacientes
con infeccion por el VHD. En la actualidad se esté rea-
lizando el Ensayo HIDIT-II, mediante la combinacion
de Peg-IFN alfa-2a y tenofovir durante un periodo de
tiempo de 96 semanas y seguimiento de 358 sema-
nas, se estima que estara completado en mayo de
2017.

En cuanto a las nuevas opciones de tratamiento, se
incluyen los inhibidores de la prenilacion y los inhibi-
dores de la entrada del VHB los cuales estan en las
primeras fases de desarrollo clinico. Los inhibidores
de la prenilacion pueden ser prometedores, por que
la replicacion del VHD depende de un paso de prenila-
cion (importante para la uniéon entre proteinas durante
el proceso de interaccion del HDAg y la envoltura del
VHB). Los inhibidores de la prenilacion impiden el en-
samblaje y salida del virion del VHD, y en consecuen-
cia previenen la propagacion de la infeccion.

La utilizacién de otros compuestos con una amplia
eficacia antiviral, como la nitazoxamina, podrian ser
interesantes en la investigacion frente al VHD. Final-
mente, varios IFNs alternativos bajo desarrollo clinico
incluyendo el IFNA también se podrian explorar para la
hepatitis D.

En conclusion, para que la curacion de la infeccion por
el VHD deje de ser una mision imposible, fuera del es-
cenario del trasplante hepatico, es necesario trabajar
en la busqueda de nuevos tratamientos que puedan
suprimir al VHD mas eficientemente que el Peg-IFN,
consiguiendo la prevencion a largo plazo de las secue-
las de la infeccion.

5.5. PROFILAXIS

LLa principal medida profilactica es la vacunacion frente
al VHB. La profilaxis pasiva con inmunoglobulina anti-
HBV no ha demostrado prevenir completamente la
reinfeccion por VHD en pacientes trasplantados.

Existen diferentes estudios de administracion de va-
cunas especificas frente a VHD en modelos animales.
Las vacunas ensayadas se basan en fragmentos del
HDAg modificados por tratamientos quimicos, produ-
cidos por ingenieria genética o de péptidos sintéticos
del citado antigeno. Aunque los resultados son pro-
metedores en cuanto a su capacidad inmundgena, se
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duda de la rentabilidad econdémica en su produccion
y administracion dado que, la vacuna de la hepatitis B
es efectiva frente a la hepatitis D y que seria necesario
identificar primero a la poblacion que se podria benefi-
ciar de su uso (portadores cronicos de HBsAQ).

6 « HEPATITIS E

6.1. INTRODUCCION

Se trata de la primera causa de hepatitis e ictericia en
el mundo con 20 millones de nuevas infecciones, 3
millones de hepatitis agudas y 57.000 muertes cada
ano. La hepatitis E es una infeccion viral de transmi-
sion tipicamente oro-fecal, fundamentalmente a tra-
vés de aguas contaminadas. Esta descrita también
la transmision transfusional y perinatal, aunque estas
son anecdoticas. Sus caracteristicas clinicas son las
de una hepatitis aguda similar a la producida por el
VHA.

El virus de la hepatitis E (VHE) fue descrito por prime-
ra vez en 1990. Pertenece a la familia Hepeviridae y
constituye el género Hepevirus. Se trata de un virus
ARN, de polaridad positiva y pequefo tamano, sin
envuelta, icosaédrico y de genoma sencillo. Existen 4
genotipos descritos, de los cuales el |y el Il afectan
exclusivamente al hombre y el lll y el IV al hombre y a
los animales, muy especialmente al ganado porcino.

Su mecanismo de transmision es muy similar al de la
hepatitis A y, al igual que ésta, la hepatitis E general-
mente no se cronifica. El virus alcanza el higado por
mecanismos aun desconocidos vy, tras replicarse en
este drgano, se acumula en la vesicula biliar, desde
donde alcanza el intestino a través del conducto biliar
para, posteriormente, ser excretado en las heces en
grandes cantidades. Aunque la enfermedad general-
mente presenta una baja mortalidad (0,2-0,3%), pue-
de llegar a ser extremadamente grave en mujeres em-
barazadas, en las que con frecuencia origina un fallo
hepatico fulminante con tasas de mortalidad entre el
20-30% vy en pacientes imnunodeprimidos. Por otro
lado, en pacientes con enfermedades hepaticas croni-
cas, la infeccion por el VHE puede desencadenar una
descompensacion hepatica grave.

6.2. MANIFESTACIONES CLINICAS Y
DIAGNOSTICO CLINICO

El periodo medio de incubacion de la hepatitis E es de
unos 40 dias. La elevacion de los valores séricos de

enzimas hepaticas se produce normalmente entre los
30y 120 dias después de la infeccion. La excrecion fe-
cal del VHE comienza alrededor de una semana antes
del inicio de los sintomas de la enfermedad y continta
durante 2 6 3 semanas después. La fase “ictérica” se
caracteriza por la aparicion de una coloracion amari-
llenta en la piel y mucosas, asociada a un cuadro si-
milar a la gripe (malestar general, pérdida del apetito,
dolor de las articulaciones, fiebre, nauseas, vomitos,
dolor abdominal, diarrea, etc.). También se puede
observar coluria, heces de color arcilloso, hepato- y
esplenomegalia, eritema y rash con prurito, etc. Sin
embargo, la mayor parte de las infecciones por el VHE
son asintomaticas.

6.3. DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

Su cultivo es dificil y no se suele utilizar en laboratorios
de diagnéstico clinico. Los inmunoensayos enzimati-
cos constituyen la herramienta de diagnoéstico princi-
pal para la deteccion de anticuerpos frente al VHE. Du-
rante la infeccion aguda por el VHE los anticuerpos de
clase IgM se elevan casi simultaneamente a los de cla-
se IgG. Los anticuerpos IgM disminuyen hasta desa-
parecer transcurridos 4 6 5 meses. La respuesta tipo
lgG se va incrementando desde la fase aguda hasta
la de convalecencia, pudiendo permanecer con altos
titulos hasta 4 afnos después de la fase aguda de la en-
fermedad. La deteccion de anticuerpos de clase IgM
tiene utilidad diagndstica en la infeccion aguda, mien-
tras que la presencia de IgG como Unico marcador,
indica infeccion pasada por el VHE. La deteccion de
particulas virales en heces mediante inmunomicros-
copia electronica se utiliza poco por ser una técnica
compleja y ademas poco eficaz. El genoma (ARN) del
VHE se puede detectar en heces y en suero mediante
RT-PCR. Su deteccion indica infeccion activa.

El diagndstico viroldgico directo de la infeccion por el
VHE no suele estar disponible en la cartera de servi-
cios de la mayoria de los laboratorios de microbiologia
de nuestro sistema sanitario, por su falta de demanda
al considerarse todavia como una enfermedad impor-
tada. Su creciente incidencia, incluso en paises indus-
trializados como el nuestro, esta haciendo plantearse
esta necesidad.

En la actualidad, el diagnostico se basa fundamen-
talmente en la deteccion de marcadores seroldgicos,
como los anticuerpos especificos frente al virus, y Ulti-
mamente en la deteccion molecular del ARN del VHE
mediante técnicas de amplificacion de acidos nuclei-

33

cos (RT-PCR).
)
;elmc



DOCUMENTO CIENTIFICO

Titulo

Virus en heces

Sintomas
——

IgG anti-VHE

IgM anti-VHE

0 1 2 3 4 5

T
6

Semanas post-exposicién

T T T T T T 1
7 8 9

Figura 9. Marcadores analiticos de la infeccion por VHE. Adaptado de www.cdc.gov/hepatitis/index.htm.

6.3.1. Marcadores serologicos

El diagndstico de la infeccion por el VHE es muy similar
al de la infeccion por el VHA y esté basado en la detec-
cion indirecta de anticuerpos especificos de tipo IgM e
IgG que constituyen los marcadores serolégicos de la
infeccion (Figura 9).

6.3.1.1. IgM anti-VHE

El diagndstico de la infeccion aguda por el VHE se fun-
damenta en la deteccion de los anticuerpos especifi-
cos de tipo IgM (IgM anti-VHE) que son los primeros
en aparecer y que permanecen detectables durante
periodos prolongados, aunque experimentan una dis-
minucion progresiva desde el final de la fase aguda.

6.3.1.2. IgG anti-VHE

Los anticuerpos especificos de clase IgG (IgG anti-
VHE) se hacen detectables casi a la vez que los de
clase IgM y permanecen detectables durante anos y
no sirven para diferenciar la infeccion aguda de la pa-
sada, si bien su presencia junto a los de tipo IgM y a
un incremento significativo en su titulacion de hasta 4
veces apoyan el diagnoéstico de hepatitis E. Su presen-
cia en solitario en ausencia de clinica es indicativa de
infeccion pasada. No estéa claro si los anticuerpos IgG
anti-VHE confieren una accion protectora eficaz y si
mantienen titulos duraderos.

Un aspecto importante a tener en cuenta en el diag-
nostico de la hepatitis E es la ausencia de inmunoen-
sayos comerciales robustos para detectar los anti-

cuerpos IgG e IgM frente al VHE, lo que ha supuesto
que la mayoria de datos de prevalencia e incidencia de
los que se dispone sean poco concluyentes. La ma-
yoria de los inmunoensayos enzimaticos comerciales
que detectan anticuerpos especificos de clase IgG e
IgM utilizan como moléculas de captura antigenos re-
combinantes y presentan una pobre sensibilidad y una
gran variabilidad entre los mismos.

Hasta ahora no habia muchos sistemas comerciales
para la deteccion de anticuerpos anti-VHE. En los ul-
timos tiempos, sin embargo, se estan desarrollando y
comercializando gran cantidad de nuevos productos.
DiaSorin cuenta con 2 kits en formato de ELISA/mi-
croplaca, uno para deteccion de anticuerpos de clase
IgG y otro para deteccion de IgMs (Murex Anti-HEV
IgG y Murex HEV IgM). Entre los nuevos desarrollos
se pueden destacar los kits de Mikrogen Diagnostics,
GE (recomLine IgG/IgM tipo RIBA o recomWell IgG/
recomWell IgM ELISA), Fortress Diagnostics, UK (tipo
ELISA anticuerpos totales, IgG e IgM) o DIA.PRO. IT
(anticuerpos totales anti-VHE).

6.3.2. Marcadores moleculares

6.3.2.1. ARN del VHE

Al igual que en otras infecciones cuyo diagnostico se
basa en la deteccion indirecta, el diagndstico de infec-
cion aguda por el VHE basado en la deteccion de anti-
cuerpos de clase IgM se puede confirmar mediante la

34

deteccién molecular del ARN del VHE.
)
;elmc



DOCUMENTO CIENTIFICO

Concentracién 94
sérica del VHE
(logl0 copias/mi) L

— Pacientes con respuesta virolégica sostenida

Pacientes con respuesta virologica parcial

Pacientes con recurrencia de la replicacion viral

1 mes

. 3 meses
Linea base

tratamiento

1 mes

3 meses & meszes

Fin del

Figura 10. Concentracién sérica del VHE durante el tratamiento con Ribavirina. (Adaptado de N Kamar et

al., N Engl J Med 2014, 370:1111-1120).

La deteccion del ARN del VHE mediante técnicas de
amplificacion de acidos nucleicos (RT-PCR) conven-
cionales o con formato en tiempo real, realizadas en
el propio laboratorio 0 comerciales, es una alternativa
para el diagnéstico y confirmacion de la infeccion por
el VHE, en muestras de suero o heces. A pesar de su
variabilidad en los parametros de sensibilidad y espe-
cificidad, especialmente en aquellos desarrollados en
el propio laboratorio, estos ensayos moleculares son
los mas adecuados para utilizar en el diagndstico de
pacientes inmunodeprimidos.

Una aplicacion determinante del ARN del VHE es el
diagnostico de la infeccion cronica (que es excepcio-
nal) por el VHE, definida por la presencia persistente
de dicho ARN-VHE en el suero del paciente durante al
menos 6 meses.

Roche cuenta con un producto destinado a la cuanti-
ficacion de la carga viral del VHE (LightMix HEV) y otro
en desarrollo (COBAS® HEV para el COBAS® 6.800);
Mikrogen GE produce un sistema de cuantificacion
del ARN del VHE por PCR a tiempo real (AmpliCube);
Altona Diagnostics también produce un sistema de
deteccion cualitativa de ARN del virus (RealStar HEV
RT-PCR kit 1.0).

6.3.2.2. Genotipo viral

La caracterizacion molecular del VHE mediante se-
cuenciacion de las fragmentos genémicos amplifica-
dos y posterior andlisis filogenético con las secuen-
cias de las cepas de referencia permite clasificarlo en
cuatro genotipos bien conocidos (1-4). Este método
presenta la ventaja de poder caracterizar los nuevos
genotipos, asi como la presencia de aquellos asocia-
dos a casos de zoonosis, hepatitis fulminante, mani-
festaciones extrahepaticas, etc.

6.3.3. Técnicas rapidas y otras

Existen pruebas rapidas de inmunoadherencia por
inmunocromatografia para detectar anticuerpos es-
pecificos de clase IgM que todavia cuentan con muy
escasa comercializacion en nuestro pais.

También esta disponible la deteccion directa de los
viriones por inmunomicroscopia electronica en mues-
tras fecales, aunque reservada a laboratorios de refe-
rencia o investigacion.

6.4. TRATAMIENTO

El tratamiento de la hepatitis E es generalmente inne-
cesario dado que la infeccion sintomatica es muy fre-
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cuentemente autolimitada. Existe, sin embargo, alguna
experiencia en el tratamiento de determinados grupos
de pacientes, como los receptores de trasplantes, aun-
que es experimental y ningun farmaco ha sido aproba-
do para este uso. El tratamiento con ribavirina (600-800
mg/dia durante 12 semanas) o combinada con Peg-IFN
ha demostrado reducir la carga viral de VHE y propor-
cionar una supresion virologica mantenida (Figura 10).

6.5. PROFILAXIS

Es fundamental la aplicacion de medidas generales de
higiene para prevenir la infeccion. La utilidad de la ad-
ministracion de inmunoglobulinas pre o post-exposi-
cion es muy dudosa. Desde hace algunos afos estan
siendo investigadas en diferentes fases de ensayos
clinicos dos vacunas recombinantes que han demos-
trado seguridad e inmunogenicidad aceptable en sus
primeros resultados.

7. HEPATITIS G Y OTROS VIRUS

7.1.VIRUS TT (VTT) Y OTROS
ANELLOVIRUS

El virus TT (VTT) se describio en 1997 como asociado
a hepatitis post-transfusionales de etiologia descono-
cida. El nombre vino dado por las iniciales del nombre
del paciente del que se aisl6 por primera vez.

Aunque inicialmente ciertas caracteristicas del virus
tales como su alta concentracion en higado frente a
plasma y que se asociaba a altos niveles de transami-
nasemia apuntaban a su naturaleza hepatotropa, en la
actualidad este hecho es controvertido.

El VTT se clasifica dentro de la familia Anelloviridae en
el género Alfatorquetenovirus. La familia incluye otros
2 virus humanos muy relacionados, el Torque Teno Mi-
nivirus (VTTM) y el Torque Teno Midivirus (VTTMD) con
genomas de 2,8 y 3,2 kb y un gran nimero de repre-
sentantes que infectan a una gran variedad de anima-
les. Estos virus son muy similares al VTT en cuanto a
morfologia, distribucion etc.

Los viriones tienen morfologia esférica, no tienen en-
vuelta y su diametro es aproximadamente de 30 nm.
Su genoma esté formado por una molécula de ADN
circular de cadena sencilla de 3,8 kb. El genoma pre-
senta varias ORFs parcialmente solapadas con una
alta variabilidad entre cepas y una zona altamente
conservada no codificante de 130 nucledtidos. El alto

grado de polimorfismos condiciona la presencia de un
gran numero de genotipos que se agrupan en 5 gru-
pos filogenéticos (1-5) con diferencias de secuencia
del 40% de nucledtidos. Los grupos 1y 3 son los mas
frecuentes y el grupo 2 el mas raro. La variante mas
caracterizada se denomina virus SEN (VSEN) que en
realidad, agrupa varios genotipos dentro del grupo 3.
La distribucion del VIT es mas amplia de lo que se
penso inicialmente y su prevalencia en la poblacion
general es muy elevada, pudiendo oscilar entre el 2%
comunicado en el Reino Unido y el 62% en Brasil (11%
en Espana). Algunos autores proponen incluso preva-
lencias del 80-90% en la poblacion general.

La infeccion por el VTT parece que se adquiere en mo-
mentos tempranos de la vida, ya que se ha aislado
con alta frecuencia a partir de plasma y otros fluidos
corporales de ninos.

Su significacion clinica es muy controvertida. Parece
que, con la excepcion de grupos especiales de pa-
cientes como aquellos con algun tipo de inmunode-
presion, el virus no es causante de cuadros hepatitis
aguda. Parece que el porcentaje de pacientes que
desarrollan una hepatitis aguda no A — no E, no es
significativamente diferente en pacientes con viremia
por TTV y sin ella. Paralelamente, no parece haber
asociacion entre el VTT y alteraciones bioquimicas o
histol6gicas en pacientes con hepatitis cronica, se-
gun evidencian distintos estudios de casos y contro-
les.

Existen, sin embargo, algunos estudios, que podrian
mostrar algun tipo de asociacion causal. Un estudio
en Japon, parece demostrar que la prevalencia de TTV
fue significativamente superior en un grupo de pacien-
tes con hepatitis cronica de etiologia desconocida que
en un grupo de pacientes con hepatopatia por VHC.
También se ha publicado que en nifos, la coinfeccion
TTV-VHB se asocia con una peor histologia. Otro es-
tudio, a favor de la relacion causal, indicaria una pre-
valencia del 1% en donantes sanos mientras que en
pacientes con cirrosis criptogénica y fallo hepatico
fulminante seria del 15% y del 27% respectivamente.
Este mismo estudio indicaria una prevalencia del 18%
en pacientes con cirrosis con historia de exposicion a
productos sanguineos mientras que en pacientes ci-
rréticos sin ella, seria del 4%.

Se ha publicado también puntualmente asociaciones
de TTV con lupus sistémico eritematoso, diabetes
mellitus, cancer de esodfago y pancreatico y esclerosis
multiple.
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El virus VTT se ha aislado de la préactica totalidad de
los tejidos del cuerpo, con excepcion del sistema ner-
vioso central y se excreta en grandes cantidades en
las heces, orina, saliva y fluidos nasales, ademas es
muy resistente al medio ambiente y su via de transmi-
sibn comprende rutas muy diversas.

El diagndstico se basa en la utilizacion de técnicas de
amplificacion genética debido a la dificultad de su cul-
tivo. Se ha comunicado la existencia de distintos sis-
temas de deteccion de anticuerpos IgG e IgM frente al
virus, aunque los sistemas comerciales, tanto de PCR
como de serologia estan en fase de desarrollo.

7.2. VIRUS DE LA HEPATITIS G (VHG O
VGB-C)

Inicialmente descritos como dos virus diferentes, se ha
visto que tienen secuencias genéticas con muy alta
homologia, y por lo tanto, que se trata del mismo virus.
El VHG se clono inicialmente de un cirujano infectado
cuyas iniciales eran GB y de ahi su nombre. Se trata de
un virus ARN de la familia Flaviviridae.

La distribucion de VHG es universal y su prevalencia es
alta incluso en paises desarrollados e industrializados.
Existen pocas evidencias de su implicacion en patolo-
gia humana. Aunque el ARN de VHG se ha detectado
en pacientes con hepatitis aguda no-A no-E, en pa-
cientes con hepatitis cronica, en pacientes con cirro-
sis criptogénica e incluso en pacientes con carcinoma
hepatocelular, su alta tasa de coinfeccion con el VHC
hacen dificil su valoracion como agente etiologico. El
virus también se ha detectado en pacientes con he-
patitis post-transfusional, pero con frecuencia los pi-
cos de viremia y de elevacion de transaminasas son
discordantes. Otra observacion interesante es que la
proporcion de ARN viral en tejido hepatico frente a la
de suero, suele ser inferior a uno, lo cual sugiere con-
taminacion sanguinea en las biopsias hepaticas mas
que replicacion viral en el propio higado.

Por mencionar algunos trabajos que apuntan a la po-
sible patogenicidad del virus, en Japon se han descrito
casos de hepatitis fulminante post-transfusionales en
los que sdlo se ha podido demostrar la presencia de
genoma de VHG. Aunque algunos autores apuntan a
la necesidad de incluir la deteccion de este virus en el
screening de bolsas de sangre, actualmente no existen
grandes evidencias que obliguen a su implantacion.

La coinfeccion por VHG en pacientes VIH positivos pa-
rece tener un cierto efecto protector a nivel de los lin-
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focitos T-helper y de la produccion de citoquinas. Ese
efecto protector seria muy evidente en pacientes no
tratados y no tanto en pacientes tratados con antirre-
trovirales y no prevendria frente a la transmision verti-
cal del virus.

El virus se diagnostica por amplificacion de su ARN
por medio de sistemas de RT-PCR. También es po-
sible detectar anticuerpos frente al virus. Parece que
la elevacion de los anticuerpos se correlaciona con el
aclaramiento del ARN viral por lo que dichos anticuer-
pos tendrian un efecto protector. No existen, sin em-
bargo, grandes desarrollos comerciales para el diag-
nostico del virus.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El diagndstico de la hepatitis virica supone la mayor parte de la carga de trabajo de un laboratorio de serologia
microbiana tanto por la gran demanda que conlleva como por la complejidad de los marcadores serolégicos aso-
ciados.

Este documento trata de orientar en los procedimientos basicos de diagndstico seroldgico de las hepatitis By C.

2. FUNDAMENTO

Existen diferentes sistemas de deteccion de anticuerpos y antigenos del VHB. La mayoria de ellos utilizan inmu-
noensayos enzimaticos en microplaca (EIA), fluorescentes (ELFA) o quimioluminiscentes (CLIA) con particulas
magnéticas. En la infeccion por VHC, las determinaciones primarias de anticuerpos (y antigenos) se realizan tam-
bién por EIA o por CLIA, mientras que los ensayos confirmatorios de la presencia de anticuerpos anti-VHC se
suelen realizar mediante ensayos de inmunoblot con antigenos recombinantes y péptidos sintéticos (RIBA/LIA).

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

Procedimientos relacionados con la recepcion y registro de muestras.
Procedimientos relacionados con higiene y seguridad en el procesamiento.
Manuales de instrucciones de los sistemas diagnoésticos.

S

. MUESTRAS

La muestra de eleccion es el suero aunque, dependiendo del fabricante, el plasma puede ser una alternativa.

Las muestras se obtendran por venopuncion en el tubo adecuado (seco, tapéon amarillo para suero o con EDTA,
tapdn morado para plasma, no se recomiendan otros anticoagulantes) y seran transportadas cuanto antes al la-
boratorio (no mas de 4 horas).

Los tubos se centrifugaran a 1.000-1.500xg durante 10 minutos y el suero/plasma sera transferido a tubos limpios,
bien identificados, para su ensayo y conservacion. Se intentara mantener los tubos a temperatura ambiente el
minimo tiempo posible. Las muestras separadas se mantendran a 4°C un maximo de 72h. Para periodos mayores
se conservaran en congelacion a -20°C o preferiblemente a -70°C.

Las muestras seran rechazadas cuando no se ajusten a las descritas en el parrafo anterior (por ejemplo, LCR,

orina etc.), cuando se reciban en recipientes no adecuados, cuando se hayan conservado de forma no adecuada
0 cuando existan problemas de identificacion.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS

Se utilizaran los reactivos, controles y calibradores propios de cada determinacion. No se utilizaran materiales de
dudosa procedencia o conservacion ni aquellos que hayan superado su fecha de caducidad.

6. APARATOS Y MATERIAL

Deberan utilizarse las plataformas adecuadas para cada técnica siguiendo las indicaciones de cada fabricante.
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Se utilizara también material general de laboratorio tanto inventariable como fungible.

7. PROCEDIMIENTO

7.1. VHB.

El sistema de screening primario de infeccion, tradicionalmente incluye la determinacion de anti-HBc (IgG+IgM)
conjuntamente con la de HBsAg. Las muestras con screening positivo, seran sometidas a una serie de determi-
naciones, como las reflejadas en cascada, lo cual reduce el nUmero de pruebas innecesarias. Existen distintos
algoritmos propuestos. El siguiente esquema propone uno de ellos.

Anti-HBc | HBsAg
I

| 1 1 I
Anti-HBe: - Anti-HBe: + Anti-HBe: - Anti-HBe: +
HBsAg: - HEBsAg: - HEBsAg: + HBsAg: +

Ausencia

de Anti-HBs

infeccidn

Replicacién
activa

Infeceidn Seguimiento
pasada

HBsAg
confirmatorio

Infeccion
aguda

Seguimiento

Seguimiento

Dado que la opcion anti-HBc (-) / HBsAg (+), es rara (periodo ventana), y que las determinaciones de anti-HBc
actualmente son extremadamente sensibles, se ha llegado a considerar la posibilidad de un screening primario
exclusivamente con anti-HBc, en el que su positividad desencadenaria la determinacion del HBsAg. Este scree-
ning simplificado puede tener grandes limitaciones en ciertos contextos por lo que deberia evitarse si se sospecha
infeccion muy reciente, en muestras de pacientes severamente inmunodeprimidos, en estados de hipogammaglo-
bulinemia o en situaciones donde excluir un periodo ventana es de vital importancia (por ejemplo, donaciones de
organos o hemodialisis),

Si la solicitud corresponde a valoracion del estado de inmunidad en pacientes sanos, se realizara exclusivamente
la cuantificacion de anticuerpos anti-HBs.
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Simplificando al maximo, los anticuerpos anti-HBc totales (IgG+IgM), con un periodo ventana aproximado de
2-3 semanas, indicarian contacto con el virus y, en general, no se negativizan. Los anticuerpos anti-HBs son los
que proporcionan inmunidad (bien por curacion de una infeccién o por vacunacion) y son cuantificables (tradicio-
nalmente se hablaba de proteccion por encima de 10 mUI/mL, aunque en la actualidad, la presencia, aun por
debajo de esa cantidad, en individuos vacunados o curados, presupone la existencia de células B de “memoria”
y por tanto de proteccion frente a la infeccion). El HBsAg indica infeccion activa e infectividad y si permanece
detectable durante al menos 6 meses indica infeccion cronica. El HBeAg es el indicador de alta replicacion viral
y desaparece del suero al ser neutralizado por los anticuerpos anti-HBe (que normalmente se elevan antes que
los anti-HBs). Los anti-HBclgM son marcadores de infeccion aguda y suelen desaparecer a las pocas semanas.

Algunas situaciones poco habituales son:

a. Pacientes con anti-HBc (+), HBsAg (-) y anti-HBc (-): existen algunas posibles explicaciones: infeccion muy
reciente en periodo ventana (generalmente anti-HBcIgM (+)); infeccion resuelta, muy antigua donde se ha per-
dido el anti-HBs; infeccion antigua con niveles de HBsAg indetectables aunque presentes o falso positivo del
ensayo de anti-HBc.

b. Pacientes con anti-HBc (+) que tienen simultaneamente HBsAg y anti-HBs o HBeAg y anti-HBe: solapamiento
transitorio entre aclaramiento antigénico y elevacion de anticuerpos o pacientes cuyos anticuerpos no son
capaces de neutralizar el virus.

c. Infeccion oculta, se trata de pacientes con viremia detectada por PCR pero con marcadores de infeccion
negativos. Normalmente se trata de mutantes que escapan a los sistemas diagndsticos o sensibilidades insu-
ficientes de los ensayos diagndsticos para concentraciones escasas de los marcadores seroldgicos.

La presencia de anti-HBc total y HBsAg en ausencia de HBeAg y anti-Hbe es poco habitual por lo que en este
caso podria ser de utilidad confirmar la presencia del HBsAg. Su confirmacion nos obligara a considerar la infec-
cion cronica. Los ensayos confirmatorios de HBsAg utilizan sistemas competitivos de captura.

En la figura 1 y en la tabla 1 se resumen diferentes situaciones de la infeccion por VHB segun sus marcadores

serologicos.
Infeccion Infeccion
ALT Aguda ALT Crénica
bt Hﬁ Anti-HBe |
_._m Anti-HBe |
] HBsAg
T - Anti-HBs | AR
“ DNA ]t = B -ﬂk _ Py
| ~ToMEREFABE — 1gG anti-HBC) P, 306 satt-lge — |
Vi N [ IgM anti-HBec
4 Meses _,. Afos__,.
Exposicién al VHB

Figura 1. Marcadores analiticos de la Hepatitis B en su forma aguda (izda.) y crénica (dcha.). Adaptado de

UpToDate (hepatitis B, grafico 69344).
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Tabla 1. Perfiles serolégicos mas frecuentes en relacion con el VHB. (" durante mas de 6 eses)

Ausencia de infeccion y susceptibilidad - - - -

Infeccion pasada e inmunidad - + - +

Inmunidad vacunal - - - +

Infeccion aguda + +/- + _

Infeccion crénica - + +0 _

“Core aislado” - + . _
7.2. VHC.

La deteccion primaria de anticuerpos anti-VHC se realiza habitualmente con inmunoensayos enzimaticos, fluo-
rescentes o quimioluminiscentes. Las muestras anti-VHC positivas pueden ser confirmadas con técnicas tipo
inmunoblot.

Algunos laboratorios tienen disponible la deteccion de antigeno del core de VHC. Aunque su positividad se correla-
ciona claramente con la presencia de replicacion viral, la implementacion de este marcador no esta muy extendida.
La deteccion del antigeno de VHC podria ser equivalente a la cuantificacion por PCR en determinados rangos
de viremia (medios o altos). Este marcador podria utilizarse también en determinadas situaciones como pruebas
confirmatorias negativas o indeterminadas o cuando, la exclusion de un periodo ventana de una forma inmediata,
sea de vital importancia (por ejemplo, donaciones de érganos o hemodialisis).

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

Los siguientes marcadores se podrian expresar como “Se detectan anticuerpos” o “No se detectan anticuerpos”:
anti-HBc (IgG+IgM), anti-HBs (acompanado de valores cuantitativos), anti-HBe, anti-HBc (IgM), antiHBs confirma-
torio, anti-VHC y anti-VHC confirmatorio.

Los siguientes marcadores se podrian expresar como “Se detectan antigenos” o “No se detectan antigenos”:
HBsAg, HBeAg y VHCAGg.

Otras opciones de expresion de resultados como “Reactivo” o “No reactivo” pueden ser validas aungue son me-
Nos precisas.

9. RESPONSABILIDADES

El procedimiento analitico se llevara a cabo por personal técnico cualificado con formacion especifica. La coordina-
cion y la supervision de la técnica, de los resultados emitidos, su interpretacion y su validacion, se realizara por el

facultativo especialista en Microbiologia responsable del laboratorio. El equipo en pleno tendra la responsabilidad
de velar por ofrecer la méaxima garantia de calidad en el proceso.
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10. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Todas las técnicas implicadas tienen excelentes sensibilidades y especificidades, pero nunca del 100%. Por ello,
es posible la presencia de resultados falsos positivos y falsos negativos. Ante cualquier sospecha de este tipo de
resultados, debera repetirse la prueba con la misma técnica o con técnicas alternativas.

LLa deteccion de marcadores de la infeccion por VHB y VHC aporta mucha informacion sobre el tipo de infeccion y
sSu momento, sin embargo, no es suficiente para el manejo del paciente y por ello es necesario el seguimiento de
la infeccion y del tratamiento con marcadores moleculares (ADN y ARN viral mediante métodos de amplificacion
gendmica).

11. BIBLIOGRAFIA
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Las técnicas moleculares de seguimiento de la infeccion por el VHB y el VHC fueron las primeras de esta natura-
leza en desarrollarse e implantarse en nuestros laboratorios y hoy en dia son, sin duda, las mas estandarizadas.

Este documento revisa los procedimientos basicos de deteccion y seguimiento de la infeccion por los virus de las
hepatitis B y C con técnicas basadas en tecnologia de acidos nucleicos.
2. FUNDAMENTO

Las técnicas mas utilizadas para la deteccion de la carga viral del VHB y del VHC se basan en la amplificacion del
ADN por PCR o del ARN por RT-PCR a tiempo real con sondas marcadas con fluorescencia.

Para el genotipado viral y para la deteccion de resistencias a farmacos antivirales se utilizan PCR (o RT-PCR), hi-
bridaciones reversas con formatos tipo LiPA y técnicas de secuenciacion.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

Procedimientos relacionados con la recepcion y registro de muestras.
Procedimientos relacionados con higiene y seguridad en el procesamiento.
Manual de instrucciones de los sistemas diagndsticos.

S

. MUESTRAS

Las muestras recomendadas por la mayoria de los fabricantes son el plasma y el suero. Otras muestras como
el LCR o el plasma seminal, no cuentan con la validacion expresa de los fabricantes, y si se utilizan, este hecho
debera de ponerse en conocimiento de los solicitantes.

Las muestras de sangre seran obtenidas por venopuncion en el tubo adecuado (tubo con EDTA, tapdn morado
para plasma o tubo seco, tapdn amarillo para suero, no se recomiendan otros anticoagulantes) y seran transpor-
tadas cuanto antes al laboratorio (no mas de 4 horas).

Los tubos se centrifugaran a 1.000-1.500xg durante 10 minutos y el plasma/suero sera transferido a tubos limpios,
bien identificados, para su ensayo y conservacion. Las muestras separadas se mantendran idealmente a -70°C
hasta su procesamiento, aunque su conservacion a -20°C es adecuada para periodos cortos de tiempo (1-3 dias).
Las muestras seran rechazadas cuando no se ajusten a las descritas en el parrafo anterior, cuando se reciban en
recipientes no adecuados, cuando se hayan conservado de forma no adecuada o cuando existan problemas de
identificacion.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS

Se utilizaran los reactivos, controles y calibradores propios de cada determinacion. No se utilizaran materiales de
dudosa procedencia o conservacion ni aquellos que hayan superado su fecha de caducidad.

6. APARATOS Y MATERIAL
Deberan utilizarse las plataformas adecuadas para cada técnica siguiendo las indicaciones de cada fabricante.

Se utilizara también material general de laboratorio tanto inventariable como fungible.
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7. PROCEDIMIENTO

Deberan seguirse las indicaciones de los proveedores de las técnicas utilizadas.

Es conveniente recordar las normas basicas de trabajo en el laboratorio de Biologia Molecular. Es fundamental
la formacion especifica del personal técnico en este tipo de técnicas. Debera utilizarse material dedicado exclu-
sivamente para este efecto, guantes, pipetas, puntas con filtro y reactivos libres de nucleasas. En las técnicas
de determinacion de la carga viral, normalmente basadas en amplificaciones a tiempo real (con menor riesgo de
contaminacion), altamente automatizadas y con sistemas enzimaticos de prevencion de la contaminacion, ya no
es necesaria una clara separacion de areas de trabajo. En técnicas menos desarrolladas, sin embargo, puede ser
necesario contar con areas separadas de procesamiento. Todos los sistemas deben contar con controles internos
de extraccion y amplificacion para monitorizar el proceso completo, asi como controles externos adecuados.

Para determinar la carga viral del VHB y del VHC se utilizan habitualmente sistemas automatizados que utilizan en-
tre 200 y 700 mL de muestra. El volumen de muestra extraida suele ser directamente proporcional a la sensibilidad
analitica. Los sistemas extraen el acido nucleico viral y lo purifican, predispensan los reactivos necesarios para su
amplificacion, ejecutan la amplificacion y detectan a tiempo real la sefial fluorescente generada, comparandola con
la de unos estandares de cuantificacion conocidos. En el caso de la amplificacion del ARN viral del VHC, dichos
sistemas incorporan una reaccion de transcripcion inversa previa a la reaccion de PCR.

Las principales aplicaciones de la determinacion de la carga viral se dirigen a la demostracion de la viremia, a la
monitorizacion de la respuesta al tratamiento a la deteccion de la aparicion de mutantes resistentes, y por ultimo
a la deteccion de recurrencias en los pacientes trasplantados.

Especialmente en la infeccion por el VHC y en referencia a los nuevos tratamientos, existen reglas de suspension
terapéutica basadas en los resultados de la carga viral a diferentes tiempos. Es fundamental que el laboratorio de
microbiologia sea agil en la emision de los resultados para evitar la aparicion de resistencias y el consumo innece-
sario de estos farmacos especialmente costosos.

Para el genotipado de estos virus y la deteccion de mutaciones de resistencia se utilizan diferentes aproximacio-
nes. Todas ellas comparten un proceso de lisis viral con extraccion y purificacion de los acidos nucleicos y algun
sistema de amplificacion por PCR o RT-PCR. Algunos sistemas utilizan PCR a tiempo real con sondas especificas
de diferentes dianas virales. Otros sistemas recurren a la PCR convencional seguida de hibridacion inversa en
tiras de celulosa. En este caso, el proceso de hibridacion y revelado suele estar automatizado en equipos que
dispensan los diferentes reactivos y realizan las incubaciones y lavados necesarios y las hibridaciones pueden ser
analizadas de visu 0 con escaneres que proporcionan la lectura a un software de interpretacion. Un tercer tipo de
técnicas son las que proporcionan una secuenciacion completa de fragmentos clave del &cido nucléico viral, uti-
lizando para ello terminadores o primers marcados con fluorescencia. El grado de automatizacion de todas estas
técnicas de genotipado es muy variable y deberan seguirse los procedimientos recomendados por los fabricantes
de los distintos sistemas y las precauciones generales del laboratorio de Biologia Molecular.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

Los resultados de carga viral del VHB y del VHC se expresan generalmente en Unidades Internacionales por mili-
litro de muestra (Ul/mL). Cada técnica cuenta con un rango lineal definido fuera del cual no se expresaran resulta-
dos cuantificados discretos sino que se indicara que se esta por debajo o por encima del rango de deteccion (por
giemplo, <15 Ul/mL o >100.000.000 mL).

Los genotipos, caracterizados por PCR, hibridacion o secuenciacion, se expresaran de la forma mas precisa po-
sible (por ejemplo, en VHC, 1a 6 2a/2c¢ si no es posible discriminar entre subtipos).
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Las mutaciones de resistencia a farmacos, detectadas por hibridacion o secuenciacion, se deben indicar e inter-
pretar (por ejemplo, en VHB, “Mutacion M240V, se detecta resistencia a lamivudina”).

9. RESPONSABILIDADES

El procedimiento analitico se llevara a cabo por personal técnico cualificado con formacion especifica. La coordina-
cion y la supervision de la técnica y de los resultados emitidos, su interpretacion y su validacion, se realizara por el
facultativo especialista en Microbiologia responsable del laboratorio. El equipo en pleno tendra la responsabilidad
de velar por ofrecer la maxima garantia de calidad en el proceso.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Los marcadores moleculares de deteccion y seguimiento de la infeccion por el VHB y el VHC, complementan a
los marcadores seroldgicos y, salvo en alguna excepcion, deben venir precedidos por ellos. En general, no debe-
ria solicitarse ni realizarse ninguna aproximacion diagnoéstica molecular sin contar con una buena caracterizacion
seroldgica en las hepatitis virales.

11. BIBLIOGRAFIA

1. Caliendo AM, Valsamakis A, Zhou Y, Yen-Lieberman B, Andersen J, Young S, et al. Multilaboratory comparison of hepatitis C virus
viral load assays. J Clin Microbiol. 2006; 44:1726-1732.

2. Schutzbank TE, Sefers SE, Kahmann N, Li H, Tang YW. Comparative evaluation of three comercially available methodologies for
Hepatitis C virus genotyping. J. Clin Microbiol. 2006; 44:3797-3798.

3. Valsamakis A. Molecular testing in the diagnosis and management of chronic hepatitis B. Clin Microbiol Rev. 2007; 20:426-439.

3
48 eimc




	1. INTRODUCCIÓN GENERAL
	2. HEPATITIS A
	2.1 INTRODUCCIÓN
	2.2 CLÍNICA
	2.3 DIAGNÓSTICO
	2.3.1. Marcadores serológicos
	2.3.1.1. IgM anti-VHA
	2.3.1.2. IgG anti-VHA

	2.3.2. Marcadores moleculares
	2.3.2.1. ARN del VHA
	2.3.2.2. Genotipo viral

	2.3.3. Técnicas rápidas y otras

	2.4. TRATAMIENTO
	2.5. PROFILAXIS
	2.5.1. Vacunación
	2.5.2. Gammaglobulinas inespecíficas


	3. HEPATITIS B
	3.1. INTRODUCCIÓN
	3.2. CONSIDERACIONES CLÍNICAS SOBRE EL VHB
	3.3. DIAGNÓSTICO CLÍNICO DEL VHB
	3.4. DIAGNÓSTICO MICROBIOLÓGICO
	3.4.1. Marcadores serológicos
	3.4.1.1. Antígeno de superficie: HBsAg
	3.4.1.2. Prueba confirmatoria para HBsAg
	3.4.1.3. Anticuerpos anti-HBs
	3.4.1.4. Anticuerpos anti-HBc: clase IgM e IgG
	3.4.1.5. Antígeno de la cápside: HBcAg (antígeno de la nucleocápside o antígeno del “core”).
	3.4.1.6. Sistema “e”: HBeAg y anti-HBe
	3.4.1.7. Pruebas rápidas
	3.4.1.8. Interpretación de los marcadores serológicos
	3.4.1.8.1. Estado de susceptibilidad o protección.
	3.4.1.8.2. Diagnóstico en pacientes con cuadros agudos 
	3.4.1.8.3. Diagnóstico en pacientes con cuadros crónicos
	3.4.1.8.4. Infección oculta por el VHB 


	3.4.2. Marcadores moleculares
	3.4.2.1. Carga viral del VHB
	3.4.2.2. ADNccc intrahepático
	3.4.2.3. Genotipo viral
	3.4.2.4. Caracterización de variantes genómicas
	3.4.2.4.1. Variantes en el gen S
	3.4.2.4.2. Variantes en PC y PBC 
	3.4.2.4.3. Variantes en el gen POL



	3.5. TRATAMIENTO
	3.6. PROFILAXIS

	4. HEPATITIS C
	4.1. INTRODUCCIÓN
	4.2. CLÍNICA
	4.3. DIAGNÓSTICO
	4.3.1. Marcadores serológicos
	4.3.1.1. Detección de anticuerpos anti-HCV
	4.3.1.2. Detección de antígenos del VHC

	4.3.2. Pruebas moleculares
	4.3.2.1. Carga Viral del VHC
	4.3.2.2. Genotipado del VHC


	4.4. TRATAMIENTO DE LA HEPATITIS CRÓNICA C
	4.5. PROFILAXIS

	5. HEPATITIS DELTA
	5.1. INTRODUCCIÓN
	5.2. CLÍNICA 
	5.3. DIAGNÓSTICO
	5.3.1. Marcadores serológicos
	5.3.1.1. Detección de HDAg en suero
	5.3.1.2. Detección de anticuerpos anti-VHD

	5.3.2. Marcadores moleculares
	5.3.2.1. ARN del VHD
	5.3.2.2. Genotipos del VHD

	5.3.3. Marcadores tisulares de la infección

	5.4. TRATAMIENTO
	5.5. PROFILAXIS

	6. HEPATITIS E
	6.1. INTRODUCCIÓN
	6.2. MANIFESTACIONES CLÍNICAS Y DIAGNÓSTICO CLÍNICO
	6.3. DIAGNÓSTICO MICROBIOLÓGICO
	6.3.1. Marcadores serológicos
	6.3.1.1. IgM anti-VHE
	6.3.1.2. IgG anti-VHE

	6.3.2. Marcadores moleculares
	6.3.2.1. ARN del VHE
	6.3.2.2. Genotipo viral

	6.3.3. Técnicas rápidas y otras

	6.4. TRATAMIENTO
	6.5. PROFILAXIS

	7. HEPATITIS G Y OTROS VIRUS
	7.1. VIRUS TT (VTT) Y OTROS ANELLOVIRUS
	7.2. VIRUS DE LA HEPATITIS G (VHG O VGB-C)

	8. BIBLIOGRAFÍA

