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RESUMEN

La deteccion del virus de la hepatitis B y C se ha establecido en marcadores de
deteccion seroldgica de antigeno de superficie y anticuerpos, siendo los mas
utilizados el HBsAg, anti-core, y anti-VHC para hepatitis C, no obstante,
actualmente se han agregado pruebas de acido nucleico. (NAT) Para detectar
probables falsos positivo en donantes, por lo cual, han sido de demasiada utilidad
en su deteccion en bancos de sangre e igualmente en hemoterapia para resguardar
la seguridad de transfusion, por ello el empleo de pruebas moleculares y marcadores
serologicos continta siendo de demasiada utilidad en descubrimiento del virus.
Objetivos: Determinar la importancia de marcadores seroldgicos y moleculares,
para detectar hepatitis viral B y C en donantes de sangre. Materiales y Métodos:
estudio descriptivo transversal retrospectivo de pruebas asociadas al tema, asi como
ejecucion de metodologia de quimioluminiscencia, y estudio de amplificacion de
acidos nucleicos (NAT) asi como, eficacia de prueba de serologia de VHB al
cotejarlo con resultado de NAT de VHB, sensibilidad de prueba serologica fue
41.67%, mientras que especificidad fue 93.10%. NAT de VHC la sensibilidad de
prueba seroldgica fue 66.67%, mientras que especificidad fue 96.02%. La totalidad
de los datos sefiala que se debe efectuar la utilizacion paralela de marcadores
serologicos asimismo de moleculares para deteccidon de forma correspondiente de

VHB y VHC, en individuos que donan de sangre.

Palabras clave: Marcadores del virus de la hepatitis B, HBsAg, anti core VHB,

Anticore VHC, Técnica de amplificacion nucleica. (NAT).



ABSTRACT

The detection of hepatitis B and C viruses has been based on serological detection
markers of surface antigen and antibodies, the most commonly used being HBsAg, anti-
core, and anti-HCV for hepatitis C, however, nucleic acid tests have now been
incorporated. (NAT) For the detection of possible false positives in donors, therefore,
they have been very useful in their detection in blood and hemotherapy banks to
guarantee the safety of the transfusion, so the use of serological markers and molecular
tests continues to be very useful in the detection of the virus. Objectives: To determine
the importance of serological and molecular markers for the detection of viral hepatitis
B and C in blood donors. Materials and Methods: retrospective cross-sectional
descriptive analysis of tests related to the subject, as well as the implementation of
chemiluminescence methodology, and nucleic acid amplification (NAT) study, as well
as the efficacy of the HBV serology test when compared with the HBV NAT result, the
sensitivity of the serological test was 41.67%, while the specificity was 93.10%. HCV
NAT sensitivity of the serological test was 66.67%, while the specificity was
96.02%. All this information details that the parallel use of serological markers as well
as molecular markers should be carried out to detect HBV and HCV in a pertinent way

in blood donors.

Keywords: Hepatitis B virus markers, HBsAg, anti-core HBV, Anticore HCV, Nucleic

amplification technique. (NAT).



1. INTRODUCCION

En la actualidad, las transfusiones de sangre y sus productos derivados juegan un
papel fundamental en la recuperacion y salvamento de vidas, ademas de contribuir

a la salud y recuperacion de aquellos que lo requieren (1).

Sin embargo, todavia existen infecciones y efectos adversos derivados de diversos
virus. Aunque las infecciones que se transmiten por transfusiones han mermado con
el tiempo debido a procesos de tamizaje rutinarios y al uso de tecnologias
automatizadas, como la quimioluminiscencia, junto con técnicas serologicas
asimismo marcadores moleculares, ain se observan porcentajes de transmision de

diversos patogenos virales, como los de hepatitis By C (2).

La investigacion de la hepatitis B inicié hace mas de 50 afos, cuando aun se
desconocia el origen de la enfermedad provocada por el virus. EI Dr. Baruch
Blumberg igualmente analizo el descubrimiento de donantes infectados empleando
el gel de agar de doble difusion generado por Ouchterlony, lo que llevo al
descubrimiento del antigeno australiano, una simple técnica, sencilla de emplear y
de interpretar en comparacion con otras metodologias bioquimicas para analizar

proteinas (3).

Desde mediados de los afios 1970, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
mantenido el vocablo hepatitis B. La prueba PCR fue desarrollada en 1990, y un
afio después se introdujo la estandarizacién de la OMS, que también abarcé

cuantificacion en Unidades Internacionales (Ul) del ADN del VHB (4).



En 1997, dos afios posterior de comunicacion de la Ley N° 26454, se establecio el
Programa Nacional de Hemoterapia y Bancos de Sangre (PRONAHEBAS), cuyo
objetivo es la deteccién e igualmente registro de bancos de sangre ademas centros
de tratamiento de sangre en todo el pais, ademas de imponer el uso obligatorio de

pruebas serologicas de tamizaje (5).

Conforme con la OMS, en 2019, cerca de 296 millones de personas se hallaban
infectadas crénicamente por el virus de la hepatitis B, y cada afio se registran 1.5
millones de nuevas infecciones, lo que provoca 820.000 muertes. En ese mismo
afio, el porcentaje de nifios inferiores a 6 afios infectados con hepatitis B mermo a
menos de 1%, en comparacion con el 5% registrado en la década de 1980. A nivel
mundial, se ha establecido un programa con el objetivo de reducir las situaciones

de hepatitis B en un 90% para 2030(6).

En la actualidad, para reducir los riesgos asociados a la transfusion de
hemocomponentes, los bancos de sangre se enfocan en eleccion rigurosa de los
donantes. El procedimiento incluye realizacion de una encuesta, una hoja de
exclusion, entrevista y evaluacion médica previa a donacion. Asimismo, se realizan
pruebas de tamizaje asimismo control de calidad de hemocomponentes asimismo
derivados. En la situacion especifica del virus de la hepatitis B (VHB), los
primordiales marcadores de cribado son deteccion del antigeno de superficie
(HBsAg) y anticuerpos contra el antigeno central (anti-HBc), los cuales son
necesarios para donantes de sangre. Por lo que, es indispensable realizar una prueba

sensible altamente para detectar HBsAg (7).



El virus de hepatitis C (VHC) fue identificado asimismo categorizado en 1989,
después de varios andlisis que demostraron la presencia de un virus distinto al de
hepatitis A y B. Una particularidad destacada del VHC es variabilidad genética alta,
lo que genera una considerable diversidad en las secuencias genémicas asimismo
proteinas codificadas. Normalmente, el diagnostico se realiza empleando
inmunoensayos enzimaticos o deteccion de anticuerpos antivirales (anti-VHC) en
plasma o suero, empleando metodologias como quimioluminiscencia, ademas de

otras técnicas para identificar el ARN de VHC (8).

La tecnologia de amplificacion de acidos nucleicos (NAT) es una prueba molecular
que se emplea desde 1999 para descubrimiento secuencial del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), hepatitis C (VHC) asimismo hepatitis B (VHB)
en una ventana de material genético cada vez mas reducida. El uso de NAT es
comun a nivel global y se halla recomendado por diversas normativas ademas
directrices internacionales, aunque no se ejecuta en muchas otras naciones. Sus

ejecuciones se llegan a complementar con pruebas serologicas (9).

Por lo que surge la interrogante; ¢Cual es la importancia de las pruebas serologicas

y moleculares en la detencion de Hepatitis B y C en donantes de sangre?



2. OBJETIVO:

Determinar la importancia de marcadores serolgicos y moleculares para deteccion

de hepatitis viral B y C para la seguridad transfusional en donantes de sangre.



3. DETERMINACION DE MARCADORES SEROLOGICOS Y
MOLECULARES PARA LA DETECCION DE HEPATITIS VIRAL B Y
C EN DONANTES DE SANGRE

3.1. Hepatitis B

El virus de la hepatitis B corresponde a la familia Hepadnaviridae, del género
Orthohepadnavirus. Los humanos son el Gnico natural huésped del virus de
hepatitis B (VHB), y los viriones del VHB son esféricos asimismo
encapsulados, teniendo un diametro de 42 hasta 47 nm. El virus tiene una unica
proteina denominada como antigeno central (HBCcA), que esta rodeada por una
Unica proteina que posee actividades de transcriptasa inversa, ribonucleasa H y

ADN polimerasa dependiente de ADN (10). (Anexo 1)

3.1.1. Epidemiologia de hepatitis B.

Conforme el Centro Nacional de Epidemiologia y Prevencion de
Enfermedades de Perd, hasta 2022 se han comunicado 358 situaciones de
hepatitis B. La tasa de incidencia acumulada (TIA) a nivel nacional hasta la
semana epidemioldgica (SE) 14 es 1.07 casos por cada 100,000 habitantes. Se

ha registrado un solo fallecimiento debido a esta enfermedad (11).

3.1.2. Patogenia de hepatitis B.

El virus entra al hepatocito mediante endocitosis, uniéndose a un receptor
especifico en la membrana del hepatocito. Este proceso sucede por medio de
la interaccion entre respuesta inmune, virus asimismo hepatocitos, donde el

virus se replica y expresa proteinas virales partiendo de una plantilla de



Transcripcion nuclear, utilizando ADN circular cerrado covalentemente (12).

(Anexo 2)

3.1.3. Vacuna contra hepatitis B

La vacuna contra hepatitis B forma parte del esquema de vacunacion estandar.
No obstante, se ha observado que los anticuerpos generados por la vacunacion
pueden desaparecer con el tiempo. En Espafia, existe un protocolo para medir
los marcadores de la hepatitis B cada 6 hasta 12 meses en hijos de madres con
hepatitis B, que poseen con VIH, pacientes hemodializados, entre otros
grupos. Ademas, se recomienda que los niveles de anti-HBc post vacunacion
sean> 10 mUI/mL a las 4 y 8 semanas posterior de vacunacion. En individuos
inmunodeprimidas o con deficiencias en la respuesta genética, o si la vacuna
no ha sido correctamente administrada o ha tenido problemas de conservacion
en la cadena de frio, la respuesta puede ser baja. En estos casos, si los niveles
de anti-HBc no son adecuados, se efectuara una segunda vacunacion con tres
dosis, y luego de la ultima dosis, se medira el nivel de anticuerpos entre 1y 2
meses después de la dltima dosis (13).

3.2. Hepatitis C

Pertinente a la familia flaviviridae, es un virus de esférica envoltura con
didmetro de 50 nm, y su genoma codifica como minimo 3 proteinas
estructurales asimismo 6 no estructurales ademas tiene acrecentada

heterogeneidad genética (14).



3.2.2. Epidemiologia de hepatitis C

Segln la OMS, se llega a estimar que cerca de 71 millones de individuos a
nivel global sufren una crénica infeccion por VHC. Las regiones con mayor
afeccion son el Mediterraneo oriental asimismo Europa, con prevalencias
aproximadas del 2,3% y asimismo 1,5%, respectivamente, en comparacion
con otras regiones donde las tasas de infeccién por VHC, segun la OMS en
2015, varian entre el 0,5% y el 1,5%. En Perd, la prevalencia es del 1,0%. En
algunos paises, las epidemias tienden a concentrarse en grupos de riesgo,

como los consumidores de drogas inyectables (15).

En Perq, la prevalencia por medio de anti-VHC entre donantes de sangre fue
de 0,428% en 2016 y de 0,301% en 2017. Las regiones con acrecentada
prevalencia de anti-VHC entre donantes de sangre en 2016 fueron Apurimac,
Junin asimismo Huancavelica. En 2017, departamentos con porcentaje mas
acrecentada de infecciones por anti-VHC entre donantes de sangre fueron

Lima, Callao, Madre de Dios asimismo Piura (16).

3.2.2. Patogenia de hepatitis C

Los hepatocitos son los principales objetivos del virus, aunque igualmente
puede contagiar otras células, como linfocitos B ademas células dendriticas.
La interaccién del virus de hepatitis C con los hepatocitos provoca ingreso
viral. Las lipoproteinas y glucoproteinas de envoltura viral contienen factores
del huésped que se llegan a detectar en la superficie de hepatocitos (14).

(Anexo3)



3.2.3. Vacuna contra hepatitis C

Actualmente, no existen vacunas efectivas frente a la hepatitis C. La mejor

forma de prevenir sigue siendo evadir el contacto con el virus (17).

4. Técnicas para Tamizaje para el VHB y VHC en bancos de sangre

La deteccion de antigenos e igualmente anticuerpos se puede realizar mediante

diversas metodologias, como las siguientes:

4.1.1. Técnica de Quimioluminiscencia (CLIA)

La quimioluminiscencia se basa en emanacion de luz provocada por productos
de puntual reaccién quimica, que involucra sustancias como ester de acridina,
perdxido acido, hidréxido de sodio y fosfatasa alcalina, teniendo dependencia
del sistema automatizado empleado. En esa reaccion, el agente
quimioluminiscente es el éster de acridina, que se oxida con perdxido acido e

igualmente hidroxido de sodio (18).

4.1.2. Técnica de amplificacion de acidos nucleicos (NAT)

El método amplifica el ARN o ADN del virus empleando amplificacion
mediada por transcripcién (TMA), que produce copias sintéticas del material
genético viral partiendo de un especifico segmento del virus presente en
muestras estudiadas. Para ello, se utilizan enzimas como transcripta inversa
asimismo ARN polimerasa, y mediante el empleo de moléculas
quimioluminiscentes marcadas, se llega a detectar la ausencia o presencia del

elemento genético viral a través de la reaccion luminosa. Esta técnica detecta



la presencia o secuencia del virus en muestras de suero o plasma. A diferencia

de pruebas ELISA y CLIA, las de NAT reducen los periodos de ventana (19).

4.1.3. Comparacion de técnicas Quimiolumiscencia y metodologia NAT

Amory G. y Ottelo C. demostraron eficacia de prueba seroldgica de VHB al

compararla con los resultados obtenidos mediante la metodologia NAT de
VHB. Se hall6 que la sensibilidad de prueba serolégica fue 41.67%, mientras
que especificidad alcanzé el 93.10%. La tasa de falsos positivos fue baja
(6.90%), en cotejo con una tasa de falsos negativos del 58.33%.
Correspondiente a pardmetros de validez externa, el valor predictivo positivo

fue del 62.50% vy el negativo de 82.86% (20).

La eficiencia de prueba de serologia de VHC al cotejarlo con el resultado de
NAT de VHC, Se hallo que la sensibilidad de prueba serolégica fue 66.67%,
mientras que especificidad fue de 96.02%. Por otra parte, se localizé que el
porcentaje de falsos negativos fue mermado (33.33%), pero ain mas lo fue el
porcentaje de falsos positivos (3.98%). Correspondientemente a parametros de
validez externa, se hall6 valor predictivo positivo de 42.86% Yy negativo de
98.47%a eficiencia de prueba de serologia de VHC al cotejarlo con el hallazgo
del NAT de VHC, se hallé que sensibilidad de prueba seroldgica fue 66.67%,
mientras que especificidad fue 96.02%. Por otra parte, se localizd que el
porcentaje de falsos negativos fue reducido (33.33%), pero ain mas lo fue el
de falsos positivos (3.98%). Pertinente a parametros de validez externa, se

localizo el valor predictivo positivo de 42.86% Yy negativo de 98.47% (20).



Ambas técnicas muestran una buena capacidad de deteccion, con sensibilidades
similares en el tamizaje de deteccion. La aplicacion del NAT resulta Gtil para

reducir el periodo de ventana en los tres virus: VHB, VHC y VIH (34).

5. Métodos seroldgicos

Estos métodos llegan a detectar antigenos o anticuerpos enfocados contra
proteinas virales presentes en suero o plasma de la muestra a analizar. Estos
incluyen inmunoensayos enzimaticos (EIA), pruebas rapidas, inmunoensayos de
quimioluminiscencia (CLIA) e inmunoensayos por electroquimioluminiscencia

(ECL) (21). (Anexo 4)

5.1.1. Antigeno de Superficie HBsAg

El HBsAg es un marcador muy temprano, que se detecta tanto en la etapa
latente como en etapas aguda e igualmente cronica de infeccion. Si el
progreso de la enfermedad es favorable, el marcador se eliminara entre 3
hasta 6 meses posterior de la infeccidn. Sin embargo, si los niveles se
sostienen o titulos no merman de forma significativa en el primer mes, se
debe llegar a considerar la probabilidad de que la infeccion progrese hacia la
cronicidad. El antigeno se halla en el citoplasma, vinculados a membranas de

reticulo endoplasmatico (21).

En individuos con cronica infeccién por VHB, las concentraciones de HBsAg
suelen ser altas o muy altas, aunque la mayoria son portadores inactivos. Se

manifiesta vinculacion positiva entre niveles de HBsAg y las concentraciones

10



de ADN del VHB. Estas concentraciones no varian significativamente en los

pacientes en funcidn del tratamiento antiviral que reciban (22).

Durante el periodo de ventana inmunoldgica, el HBsAg puede desaparecer
rapidamente sin que aparezcan anticuerpos contra la superficie del HB, y el

anticuerpo IgM es la Gnica evidencia de infeccion en este periodo (23).

5.1.2. El anti-HBc

El marcador anti-HBc indica el tipo de exposicion al virus, ya sea aguda,
cronica o de resolucion. Por ejemplo, la presencia de IgM (+) y anti-HBc (+)
sefiala una infeccion aguda, que puede durar hasta 6 meses. Por otro lado, si
anti-HBc (+) y HBsAg (-) estan presentes, se trata de una infeccion cronica

(21).

La inmunoglobulina IgM puede detectarse durante infeccion aguda y en cerca
del 25 % de casos de reactivacion de la infeccién cronica. Los titulos de IgM
superiores a 1:1.000 se visualizan en 80 % de agudas infecciones, con
sensibilidad del 96,2 % y una especificidad del 93,1 %, mientras que los

titulos inferiores a 1:1.000 son menos frecuentes (24).

El anticuerpo anti-HBc detecta el antigeno core, que aparece entre 10 y 25
dias después del inicio de la infeccion por HBsAg, y persiste incluso después
de que el HBsAg desaparezca, previo de la presencia del anticuerpo anti-HBs.
Por lo que, en no presencia de HBsAg y anti-HBs, el anti-HBc es marcador

seroldgico unico de reciente infeccidn, ya que permanece detectable en el

11



suero durante un largo periodo después de la infeccion, lo que también

permite detectar infecciones pasadas (25).

5.1.3. EIHBeAgy anti HBe

El HBeAg es un indicador de replicacion y contagio activo e infeccioso,

utilizado para identificar la fase de la infeccion (26).

Este marcador esta asociado con una alta replicacion del VHB infectivo, y
negativa infeccion para este marcador posee beneficioso pronostico. La
deteccion de HBeAg en la fase aguda de infeccion generalmente coincide
con deteccion de otros 2 marcadores, el HBsAg y ADN del VHB. Su
presencia se vincula con replicacion viral en el higado, y se mantiene

detectable en 2 hasta 3 semanas, tras las cuales se vuelve no detectable. (27).

5.1.4. Anticuerpo de superficie del virus (anti-HBs)

El Anti-HBs es marcador final identificado. Su seroconversion ocurre
después de la eliminacién del HBsAg Y, en los casos de infecciones agudas
autolimitadas, generalmente 2-3 meses posterior de infeccidn. La presencia
del marcador sefiala duradera inmunidad frente a la reinfeccion. En
individuos con vacuna, este es el marcador Unico del VHB presente, e
individuos se llegan a considerar protegidas si el titulo de anticuerpos es

>10 m/Ul ml, lo que evidencia la inmunizacién (26).
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Un estudio realizado en Camerun asimismo Francia sobre el rendimiento
de pruebas rapidas en 501 muestras detallé especificidad del 98.0% hasta
99.5% y una sensibilidad del 98.3% hasta 99.3%, destacando que no se
observaron falsos negativos, y se respaldan pruebas rapidas validadas por

inmunoensayos, aunque no por NAT (28).

En un andlisis de 151 muestras que se sometieron a pruebas de
inmunocromatografia, 32 resultaron positivas, 3 fueron falsos negativos, 2
falsos positivos y 114 verdaderos negativos. Las pruebas fueron ratificadas
mediante PCR, resultando en sensibilidad de 91.43%, especificidad del
98.28% asimismo precision de 96.69%. En naciones de ingresos bajos,
como Pakistan, donde la problematica de salud relacionada con el VHB es
relevante, este elemento de bajo coste ofrece precisos e igualmente rapidos

resultados (29).

5.1.5. Antigeno vinculado con nucleo de hepatitis B (HBcrAg)

Este ensayo innovador analiza secuencias de aminoacidos comunes entre
HBeAg y HBcAg. La positividad en esta prueba se vincula con los niveles
de ADN de VHB y ARN pregendmico en el higado, funcionando como un
indicador clave de actividad transcripcional del ADNc. El ensayo es util
para determinar en qué fase de infeccion por HB se encuentra un paciente
y actla como elemento eficaz de ADNCc intrahepatico. Esta asociado con
ADN de VHB en totalidad de grados patoldgicos y es apropiado
particularmente para diferenciar hepatitis cronica HBeAg negativa de la

condicién de portador inactivo (26).
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La concentracion de HBcrAg muestra una correlacion lineal con la
concentracion de ADN del VHB (p <0,001) en un rango de 100,000 veces.
La precision de la medicién de la carga del VHB mediante el ensayo
HBcrAg no se ve afectada por la ausencia de HBeAg en el suero ni por la
presencia de mutaciones prondcleo en el genoma del VHB. La
concentracion de HBcrAg varia segun los niveles de ADN del VHB, por lo
que puede utilizarse como complemento del ADN del VHB para el

seguimiento de pacientes con hepatitis B crdnica (30).

5.1.6. Deteccion de anticuerpos del VHC

Actualmente, muchos bancos de sangre han reemplazado metodologia
ELISA por anélisis quimioluminiscentes asimismo equipos automatizados
para el descubrimiento de anticuerpos contra Hepatitis C. La existencia de
anticuerpos anti-VHC detalla que una persona puede haberse encontrado
expuesta al VHC, ser portadora del virus de forma infecciosa o tener una

infeccidn cronica por el VHC (31).

5.1.7. ARN del VHC

El ARN del VHC simboliza el genoma del virus, y su descubrimiento sefiala
duplicacion viral. Es marcador empleado para diagnosticar a individuos con
infeccién activa y también se emplea para determinar curacion del

padecimiento tras un procedimiento antiviral (32).
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5.1.8. Antigeno core de VHC

La presencia de antigeno en sangre esta asociada con la presencia de
viriones completos, aunque también seria el resultado de la formacion de
inmunocomplejos o de la liberacién del antigeno por parte de los
hepatocitos en procesos de disolucién mediada por apoptosis o sistema
inmunitario. Descubrimiento del antigeno igualmente detalla replicacion

del virus (32).

Con el tiempo, se ha visualizado un avance en analisis para deteccion del
antigeno core del VHC, considerandose viable alternativa al NAT,
puntualmente cuando niveles de ARN sobrepasan 3,000 Ul/mL. La
prueba es confiable en gran parte de individuos en etapas de
preseroconversion, crénica e igualmente aguda, en el cual hay viremia
alta, e inclusive en fases de viremia. Presenta una sensibilidad que varia

entre el 88.9% y el 94.3% (33).

6. Pruebas moleculares
Se implementaron con el objetivo de deteccidn de donantes de sangre que

tienen niveles de anticuerpos no detectables mediante pruebas de

diagnostico clasicas (34).
6. Técnica de amplificacion nucleica (NAT)

Esta técnica se fundamenta en la consecucion de secuencias conservadas
del genoma viral, las cuales se llegan a detectar por medio de sondas

especificas. Para cada virus, utilizan cebadores y enzimas puntuales que
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ayudan a identificar presencia de elemento genético viral en la sangre
previo de que marcadores serolégicos proporcionen positivos resultados,

funcionando como un indicador de replicacion viral (34).

6.1.1. MP-NAT

Este método agrupa varias muestras de donantes, de 6 a 16 en total,
formando lo que se conoce como un mini pool 0 MP-NAT. Si la prueba
combinada resulta positiva, se realizan pruebas extras para detectar cuél es
muestra positiva asimismo indicar si reacciona con alguno de los 3 virus
(VIH, VHB o0 VHC). Ese paso no es requerido en pruebas mas actuales que
ya pueden distinguirse entre clases de virus. Las metodologias mas
empleadas para amplificar material genético son reaccion en cadena de
polimerasa (PCR) asimismo amplificacion mediada por transcripcion

(TMA) (34).

6.1.2. ID-NAT

Este método consiste en identificacion individual por muestra. Aunque es
mas costoso, ofrece una mayor sensibilidad en la prueba, lo que merma
lapso de ventana para detectar infeccion. Se llega a estimar que el lapso
puede disminuir de 9 hasta 5-6 dias para VIH y de 7,4 hasta 4,9 dias para

VHC al sustituir MP-NAT por ID-NAT (34).
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6.1.3. Cuantificacion de ADN-VHB

La pertinente medida se realiza en suero utilizando tecnologia de PCR en
tiempo actual. Algunos pacientes presentan valores indetectables
superiores a 2, 000,000 Ul/mL. Este andlisis es util para evaluar el

tratamiento antiviral (35).

6.1.4. Genotipos de VHB

Consiste en alinear y comparar secuencias de genomas completos.
Actualmente, se han detallado 10 genotipos de VHB (A-J). Esta
informacion es valiosa para seleccionar la terapia antiviral, especialmente
en pacientes que reciben tratamiento con interferon (27).

6.1.5. Cuantificacion de ARN-VHC

El método se fundamenta en la medida de particulas mediante
amplificaciones por PCR en tiempo presente, lo que permite
cuantificar nivel de ARN del HCV en suero o plasma. Los hallazgos
se expresan en Ul/ml y presentan una sensibilidad y especificidad
superiores al 100%, superando a las pruebas cualitativas. El limite
de deteccion es de 25 Ul/ml. Esta prueba se utiliza tanto antes como
durante el tratamiento de la hepatitis C para su monitoreo y

evaluacion (37).
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6.1.6. Genotipo del HCV

Los genotipos del virus de hepatitis C se clasifican en funcién de las
variaciones genéticas, y existen seis genotipos principales, cada uno
con varios subtipos. El genotipo 1 es el mas prevalente a nivel global

(36).

7. Ensayos Nuevos para diagnoéstico de hepatitis B

Los estudios se hallan llevando a cabo con base en estudio del nucleo, para
reactivacion del virus como para seguimiento de hepatitis crénica. Se utilizaron
161 sueros de individuos con HBeAg negativo y teniendo niveles indetectables
de HBc e igualmente ADN de VHB. En ese ensayo, llamado ITACT-HBcrAg
(ensayo de antigeno asociado al nucleo de hepatitis B de sensibilidad alta), los
resultados mostraron una sensibilidad diez veces superior, con 157 de los 161
pacientes con HBc y 121 de ellos presentando

>2.8 Log U/ml. En cuanto a reactividad, 9 muestras fueron reactivas, lo que
demuestra la alta sensibilidad de este ensayo para la monitorizacion de la

reactividad y el tratamiento (38).

Ademas, se introdujo un nuevo ensayo basado en HBCAB-HSs, una prueba
enzimatica quimioluminiscente, que es entre 27 y 81 veces mas sensible que
los métodos actuales. Este ensayo mostrd que 469 muestras HBCAB negativas
almacenadas resultaron positivas tras ser reactivadas, incluso en el seguimiento
de trasplantes, destacando la alta eficacia y sensibilidad de esta prueba, que

ademas mostro una especificidad del 100% (39).
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7.1. Biosensor ultrasensible para detectar hepatitis C

El CSIC ha creado y validado con éxito un Biosensor innovador de
alta sensibilidad para la deteccion de VHC. El dispositivo emplea
transistores de grafeno, lo que permite identificar proteinas especificas
del virus por medio de tecnologia de vacio. El aptasensor, generado
para deteccion de muestras en plasma humano, ha mostrado
sensibilidad excelente, puntualmente en identificacion de proteinas de
genotipos 1 a 4 del virus, que representan alrededor del 95% de
infecciones. La tecnologia sobresale por gran estabilidad e igualmente
capacidad de reproducibilidad, permitiendo deteccion de

concentraciones bajas del virus (40).
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Conclusiones
La hepatitis B y C son enfermedades infecciosas frecuentes y representan
una problematica importante de salud publica en naciones con recursos
limitados. Por ese motivo, resulta esencial la utilizacién de marcadores
serolégicos como el HBsAg, HBc y anti-HCV, asi como la incorporacién

de pruebas moleculares como la técnica NAT.

A través del anlisis de publicaciones cientificas y articulos especializados,
se evalud la eficacia de pruebas serologicas para el virus de hepatitis B
(VHB) en comparacion con resultados obtenidos mediante la técnica
molecular NAT. Los datos revelaron que la prueba seroldgica detallo
sensibilidad de 41.67% y especificidad del 93.10%. En la situacidn del virus
de hepatitis C (VHC), la sensibilidad fue del 66.67% y la especificidad

alcanzo el 96.02%.

Entre los métodos de deteccion disponibles se encuentran las pruebas
rapidas (PDR), los inmunoensayos Y las pruebas moleculares. No obstante,
es importante resaltar que, si bien las pruebas rapidas muestran ciertos
niveles de sensibilidad y especificidad, no constituyen métodos
confirmatorios. Por ello, es necesario validar sus resultados mediante

ensayos mas complejos, especificos y sensibles.

Se ha desarrollado un Biosensor de grafeno de alta sensibilidad, capaz de
detectar el virus de hepatitis C con gran precision. Este aptasensor ha

mostrado resultados prometedores en muestras de plasma humano, siendo
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efectivo en la identificacion de proteinas correspondientes a genotipos 1 al

4 del virus.

La metodologia NAT (técnica de acidos nucleicos) se ha consolidado como
un método de alta sensibilidad y especificidad, cada vez méas utilizado. Su
aplicacion ha permitido identificar casos de hepatitis B oculta, una forma de
la enfermedad que pasa desapercibida con métodos convencionales debido
a niveles bajos de HBsAg y HBc. Gracias a esta técnica, es posible detectar
donantes con infecciones no identificadas por otras pruebas, contribuyendo

a prevenir contagios en procedimientos como las transfusiones sanguineas.

Las dos tecnicas poseen buena capacidad de deteccion, ambas tienen
sensibilidad similar para el tamizaje de técnicas de deteccion.

La utilizacion de NAT resulta util en la reduccion del periodo de ventana
para los dos virus, VHB, VHC. Se deberia incluir el empleo paralelo de
marcadores serologicos y moleculares NAT, para superior seguridad de la

sangre a trasfundir que permitan el seguimiento y tratamiento.
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ANEXO 1

42nm

Fuente: estructura de la hepatitis B Valdez (2022)
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ANEXO 2

Union a receptores

Formacion de
ADNccc

Transcripcion

Entrada al interior
celular y
liberacion de la
nucleocapside

Entrada al
nucleo

Liberacion
del virion

Sintesis de ADN

Encapsidacion

Fuente: Ciclo bioldgico del virus de la hepatitis B, Tong (2016)
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ANEXO 3

Liberacion de ARN viral (4)  Reticulo endoplasmatico

Fuente: rzplicacién del virus del VHC hortelano (2018)
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Anexo 4 Cuadro comparativo de marcadores séricos

HBsAg

Mejor marcador para
monitorear el
seguimiento de la
curacioén funcional

En algunos casos puede
predecir la probabilidad

de progresion a CHC.

No tiene utilidad como marcador
de la recuperacion inmune

No se puede diferenciar del
HBsAg derivado del ADNcc del

ADN integrado.

HBeAg

Puede reemplazar la
carga viral si no se
dispone  de  pruebas
moleculares.

La pérdida del HBeAg
con la aparicion del anti-
HBe es un objetivo de la

terapia antiviral.

No tiene utilidad en la hepatitis

crénica negativa para HBeAg

Anti-HB-

core

Diagndstico de hepatitis
aguda o cronica por
hepatitis B.
Verificacion de hallazgo
de HBsAg y anti-HBs

positivos.

Resultados  falsos  positivos
bordelinde, causados por reaccion
cruzada con anticuerpos de clase

IgM
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HBcrAg

Diferencia con exactitud
entre  una infeccion
negativa para HBeAg y
hepatitis B cronica activa,

independiente del

genotipo viral.

Puede crear confusion si hay
presencia de HBeAg
Prueba especializada con

disponibilidad limitada.

ARN VHB e Mide de forma indirecta e La mayoria de las pruebas no
la transcripcién del pueden diferenciar si es ARN
ADNCccc proveniente del ADNCCC o del

e Seasociacon la ADN integrado.

posibilidad de respuesta
al tratamiento

ARN VHC Deteccion indica e No se realiza como prueba de
duplicacion viral, por lo screening
que es el marcador e muy critico el manejo adecuado de
utilizado para efectuar el la muestra de suero.
diagnostico a los e alta variabilidad de resultados
pacientes con infeccion entre diferentes laboratorios.
activa.

Anti-VHC e Presencia de anticuerpos e Los Anticuerpos I1gG  son

VHC en la etapa cronica
presentes en el torrente
sanguineo durante 6

meses.

negativos en la fase aguda y solo
se puede determinar en el suero del

ARN del suero.

Fuente de Biomarcadores Reviil A et al. (2019)

33




	RESUMEN
	1. INTRODUCCIÓN
	2. OBJETIVO:
	3.1. Hepatitis B
	3.1.1. Epidemiología de hepatitis B.
	3.1.2. Patogenia de hepatitis B.
	3.1.3. Vacuna contra hepatitis B
	3.2. Hepatitis C
	3.2.2. Epidemiologia de hepatitis C
	3.2.2. Patogenia de hepatitis C
	3.2.3. Vacuna contra hepatitis C
	4. Técnicas para Tamizaje para el VHB y VHC en bancos de sangre
	4.1.1. Técnica de Quimioluminiscencia (CLIA)
	4.1.2.  Técnica de amplificación de ácidos nucleicos (NAT)
	5. Métodos serológicos
	5.1.1.  Antígeno de Superficie HBsAg
	5.1.2.  El anti-HBc
	5.1.3.  El HBeAg y anti HBe
	5.1.4.  Anticuerpo de superficie del virus (anti-HBs)
	5.1.5.  Antígeno vinculado con núcleo de hepatitis B (HBcrAg)
	5.1.6.  Detección de anticuerpos del VHC
	5.1.7.  ARN del VHC
	5.1.8. Antígeno core de VHC
	6.  Pruebas moleculares
	6. Técnica de amplificación nucleica (NAT)

	6.1.1.  MP-NAT
	6.1.2.   ID-NAT
	6.1.3.  Cuantificación de ADN-VHB
	6.1.4.  Genotipos de VHB
	6.1.5.  Cuantificación de ARN-VHC
	6.1.6.   Genotipo del HCV
	7.  Ensayos Nuevos para diagnóstico de hepatitis B
	7.1.  Biosensor ultrasensible para detectar hepatitis C
	Conclusiones


