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I. RESUMEN

El anticuerpo contra core es un marcador de la Hepatitis B que aparece en
casi todos los pacientes infectados; estd directamente relacionado con el
antigeno interno de los viriones. Este marcador puede ser detectado en la sangre
3 a 5 semanas después del aparecimiento del antigeno de superficie y antes del
inicio de los signos clinicos de la hepatitis. Los titulos del anticuerpo contra core
usualmente se elevan durante el periodo en que la positividad del antigeno de
superficie llega a su nivel mds bajo y pueden decaer después que éste se hace
indetectable.

Casi todos los pacientes infectados en forma persistente tienen titulos
altos de anticuerpos contra core en la sangre. Algunos estudios han demostrado
que donadores de sangre que eran sero-negativos para el antigeno de superficie,
pero con titulos altos de anticuerpos contra core transmitieron la enfermedad.

El estudio realizado demostré la importancia de la deteccién de anticuerpos
contra el antigeno core del virus de la hepatitis B en los donadores del Banco de
Sangre del Hospital Regional de Occidente. Para ello se efectudé una encuesta que
permitio asociar antecedentes y conductas de riesgo para la hepatitis B con los
resultados seroldgicos obtenidos, encontrdndose algunos como promiscuidad
sexual y tratamiento dental reciente. También se determiné el famaio adecuado
de la muestra para que el estudio fuera estadisticamente significativo.
Finalmente se efectuaron pruebas de anticuerpos anti core total por el método de
Ensayo Ligado a la Enzima de tercera generacion, en los sueros de donadores que

previamente habian sido tamizadas para el antigeno de superficie.



Al efectuar el andlisis de los donadores objeto de estudio se encontré que
el 8% de los mismos eran positivos a anticuerpos contra core y de estos ninguno
habia dado positivo para el antigeno de superficie. Ese porcentaje es muy
significativo si se considera que un porcentaje mayor al 1% es de relevancia segin
los antecedentes estudiados. Otro hallazgo fue que el 90% de los donadores que
dieron positivo a anticuerpos contra core provenian del drea de la costa de
nuestro pais. Ademds se determiné que el 50% de los casos positivos habian
donado sangre en otras ocasiones, sin que se les hubiera rechazado en las pruebas
de tamizaje.

De acuerdo a los resultados obtenidos se comprobd la hipotesis de que
existen donadores que tienen el antigeno de superficie negativo (100%), pero que
tienen anticuerpos contra core positivo y que por lo fanto son potencialmente
infecciosos para el virus de la hepatitis B. Tomando en consideracion que el
porcentaje de positividad a anticuerpos contra core es alto (8%), se confirma la
utilidad prdctica de usar tanto el antigeno de superficie como los anticuerpos

contra core como pruebas de tamizaje obligatorias en el Banco de Sangre.



II. ANTECEDENTES
A. Historia

Los primeros datos de que se tiene conocimiento respecto de la hepatitis,
se remontan a 1833 cuando se describe la “hepatitis sérica”, la cual se determing,
que se transmitié por la transferencia sub-cutdnea, en una vacuna que contenia
suero humano, a trabajadores de un astillero en Bremen, Alemania.
Aproximadamente a mediados del siglo pasado fueron descritos nuevos casos de
“hepatitis sérica” relacionados con el uso de agujas y jeringas contaminadas en
pacientes diabéticos y en clinicas de enfermedades venéreas y después de la
administracién de vacunas que contenian suero humano (1).

En estudios efectuados entre 1938 y 1944 se encuentran descritas las
primeras referencias de la transmision de la “hepatitis sérica” por la
administracién de plasma para inmunoprofilaxis a pacientes con sarampion vy
paperas y por transfusiones de sangre (1).

Uno de los descubrimientos mds importantes, que le dieron un rdpido
avance al conocimiento de la etiologia viral de la hepatitis sérica, a su
epidemiologia y a las caracteristicas propias de la enfermedad, ocurrié
fortuitamente cuando Blumberg y Cols, en 1965, descubrieron un antigeno en un
suero humano mientras investigaban el polimorfismo de una proteina. El antigeno
fue primero aislado en el suero de un aborigen australiano, por lo que fue
inicialmente denominado como “Antigeno australiano”. Varios afos de
investigaciones llevaron a asociar a este antigeno con la hepatitis aguda y se le
denominé Antigeno Asociado a la Hepatitis (AAH), para finalmente recibir el

nhombre de Antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) (36).



4,

El descubrimiento del HBsAg y el reconocimiento de su origen viral permitié
la apreciacion de que el virus de la hepatitis B (VHB) tiene una distribucion
mundial y los altos niveles de prevalencia en algunas partes de Africa, Asia y
Oceania. Las pruebas seroldgicas que permiten su deteccién proveyeron la
evidencia de que muchos de las hepatitis séricas estaban asociadas a infeccién
por el VHB, que la infeccidén por este virus persiste por muchos afios y que es
distinto de otros virus asociados con hepatitis infecciosa (2. 3).

El nombre de “hepatitis sérica” usado durante muchos afos, es la primera
evidencia de que la forma mds comln de transmisién del VHB era por la
transferencia via sub-cutdnea, de suero o sangre contaminados con el virus a
través de agujas y jeringas o por la inyecciéon de productos de la sangre via
transfusional. Actualmente se sabe que hay otras rutas, quizd mds comunes de
infeccién que involucran a las transmisiones por contacto sexual o de la madre al

hijo en el momento de parto (1).

B. El Virus

El virus de la hepatitis B forma parte de un grupo de virus animales
conocidos como los hepadnaviridae; tiene un didmetro aproximado de 42 nm. El
VHB estd compuesto por una nucleocdpside (core) y una cubierta. La
nucleocdpside tiene un didmetro aproximado de 28 nm y contiene una
nucleoproteina , una molécula de ADN circular de doble cadena - el ADN viral -
con una proteina primaria covalente adherida, una ADN polimerasa especifica

de la hepatitis By una proteina quinasa (4, 5, 35).
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Este ndcleo contiene dos importantes determinantes antigénicos: el
antigeno nuclear o antigeno “core” de la hepatitis B (HBcAg) y el antigeno “e”
(HBeAg) que es una subunidad protéica del nicleo. La superficie o cubierta ocupa
aproximadamente 8 nm y estd formada por proteinas, polisacdridos y lipidos
celulares; en ella ha sido encontrado otro importante y complejo determinante
antigénico, conocido como antigeno de superficie (HBsAg), codificado por el gen S.
Este antigeno es inmunogénico pero no infeccioso, por lo que es la base para las
vacunas de la hepatitis By se le ha relacionado con la habilidad del VHB para
interactuar con el hepatocito del huésped (4, 5, 6).

Existen variaciones genéticas (mutaciones) del VHB en las regiones pre-
core y core, que determinan aspectos relevantes: 1) Las mutaciones no inducen en
forma integra los marcadores seroldgicos convencionales. 2) Las mutaciones
pueden afectar la sinfomatologia, haciéndola mds fuerte o fulminante (7,8, 9).

El desarrollo en la investigaciéon de estas mutaciones ha determinado la

existencia de tres genotipos del virus de la hepatitis B: A, By C (7, 10).

C. Mecanismos de defensa del huésped (Respuesta inmune)

Estudios de infecciones naturales y experimentales por VHB han
demostrado varios patrones de infeccion por este virus: 1) Infecciones primarias
en adultos que se autolimitan y resuelven completamente en 6 meses. 2) Otras
que no presentan manifestaciones clinicas y son detectadas sélo por exdmenes
seroldgicos u otros métodos diagndsticos. 3) Una fraccién de las infecciones que

no resuelven, se hacen persistentes y pueden permanecer por
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muchos afios. Una caracteristica comuin de las infecciones activas por VHB, es la
presencia continua de formas virales en la sangre de casi todos los pacientes.
De estas formas virales algunas son completas y otra gran parte son incompletas,
pero todas pueden ser detectadas por exdmenes seroldgicos. La respuesta
inmune a los antigenos virales ofrece marcadores de la infeccion. A continuacion
se detallan algunos patrones de infeccién que definen el espectro de respuestas a

este virus.

1. Marcadores de la infeccion por VHB

El patrén por el cudl el HBsAg puede ser detectado transitoriamente en la
sangre, es el mds comdn de la infeccion primaria por VHB en adultos.

El HBsAg es usualmente el primer marcador viral en aparecer en la sangre
después de la infeccion por el VHB. La presencia de este antigeno es considerada
como un sindnimo de infeccidon activa. Este marcador puede detectarse en la
primera o segunda semana de la infeccidn y no mds de la sexta semana después de
su inicio, cuando son usados métodos seroldgicos sensibles (Ver Figura 2).
La severidad de la hepatitis esta medida por la elevacién de las bilirrubinas y su
valor ha sido correlacionado con la duracion de positividad al HBsAg en pacientes
con infeccién primaria. Cuando los sintomas disminuyen y la ictericia desaparece,
los titulos de HBsAg usualmente disminuyen y se hacen indetectables varias
semanas después de la resolucion de la hepatitis. Sin embargo en estudios de
transmision experimental 9% de pacientes han sido HBsAg negativos antes del
aparecimiento de los sintomas y 28% hegativos en la etapa en que los sintomas se

resolvieron (11, 12).
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El HBeAg es otro marcador regular detectado tempranamente en las
infecciones por  VHB. Métodos seroldgicos muy sensibles como el
Radiocinmunoensayo ha demostrado que el HBeAg aparece simultdneamente o a
los pocos dias de que se detecta el HBsAg, en casi todas las infecciones
primarias; su curva de elevacion y declinacion se comportan de forma parecida a
la del HBsAg. La prevalencia del HBeAg declina en forma constante después de
las primeras diez semanas de iniciados los sintomas hasta desaparecer justo
antes del desaparecimiento del HBsAg en las infecciones primarias. El anti-HBe
aparece en la mayoria de pacientes al mismo tiempo que el HBeAg se hace
indetectable y persiste por 1 a 2 afios después de la resolucion de la infeccién por
VHB. Estudios efectuados recientemente han determinado que pacientes
infectados con VHB genotipo B, desarrollan mds tempraneramente este marcador
(11, 13, 14).

Otro marcador viral es el ADN y la ADN-polimerasa contenidos en los
viriones. Estas particulas, detectadas por su actividad de ADN-polimerasa o por
la hibridacion del ADN viral, aparecen en la sangre de la mayoria de pacientes
inmediatamente después del aparecimiento del HBsAg. Logran altas
concentraciones durante el periodo de incubacién del VHB y disminuyen con el
inicio de la enfermedad hepdtica (15, 16).

Un marcador de infeccién que aparece prdcticamente en todos los pacientes
y en la mayoria antes del inicio del dafio hepdtico, es el anticuerpo contra core
(anti-HBc), que estd directamente relacionado con el antigeno interno de los

viriones.



El anti-HBc puede usualmente ser detectado 2 a 5 semanas después del
aparecimiento del HBsAg en la sangre y antes del inicio de los signos clinicos de la
hepatitis (Ver Figura 1). Los titulos de anti-HBc usualmente se elevan durante
el periodo en que la positividad del HBsAg llega a su nhivel mds bajo y algunas veces
decaen después que el HBsAg se hace indetectable (Ver Figura 1). Los mds altos
titulos de anti-HBc aparecen en los pacientes en los que hay largos periodos de
positividad del HBsAg (11, 12, 16, 35).

La mayoria de actividad de los anti-HBc es del tipo IgG y la del tipo IgM
se han encontrado en casi todos los pacientes con hepatitis B aguda. Utilizando la
prueba de ELISA se determiné que el anti HBc IgM declina después del
desaparecimiento del HBsAg, en solamente 40% de los casos con Hepatitis B
aguda autolimitada; en el resto de casos el titulo declina lentamente y en 20% del
total de casos este marcador permanece positivo después de dos afios (17, 18,
35).

Se ha demostrado que anticuerpos a HBsAg (anti-HBsAg) aparecen en una
fraccion significativa de casos de hepatitis B aguda.  Sin embargo en la mayoria
de pacientes con infeccién autolimitada al VHB los anti-HBsAg solo pueden ser
detectados después que el HBsAg ha desaparecido de la sangre (Ver Figura 1).
Existe un intervalo de tiempo de varios meses entre la desaparicién del HBsAg y la
aparicion de los anti-HBs en aproximadamente la mitad de pacientes con
infecciones autolimitadas.

Se ha observado también que los titulos de anticuerpos aumentan en forma
significativa 6 a 12 meses después de la desaparicién del HBsAg. En contraste a la

respuesta de los anti-HBc, los altos titulos de anti-HBs aparecen en aquellos
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pacientes que presentaron cortos periodos de antigenemia. Estos anticuerpos
pueden persistir por afios después de la infeccién por el VHB y estdn asociados
con la proteccion ante una reinfeccién (11, 12, 16, 19, 35).

Una fraccion significativa de pacientes con evidencia de infeccién primaria
aguda por VHB no presentan HBsAg detectable por métodos seroldgicos. En
estos pacientes el anticuerpo anti-HBsAg usualmente aparece 4 a 12 semanas
después de la exposicion al VHB y los titulos cominmente se elevan rapidamente a
hiveles altos y se sostienen. La respuesta de anticuerpos anti-HBc es también
detectada, pero usualmente en titulos bajos y no permanecen por mucho
tiempo. Los de tipo IgM son encontrados mds cominmente en estos pacientes,
como lo indica un estudio donde de 31 pacientes con hepatitis B aguda que eran
HBsAg negativos, todos fueron positivos para anticuerpos HBc IgM, por lo menos
al momento de ser admitidos en el hospital.

Las infecciones con respuesta de un anticuerpo primario y sin HBsAg
detectable en sangre, usualmente estdn acompafiadas por una enfermedad
asintomdtica solo con pequefias elevaciones de transaminasas. La intensidad de
cada respuesta después de una infeccion natural, depende de la dosis de la
infeccion por el virus y de otros factores que difieren entre las diversas
poblaciones, como la promiscuidad sexual, adiccién a drogas intravenosas, etc.

El genotipo de VHB también es importante, como lo indica un estudio
efectuado en Japdn que determind que los pacientes infectados con el genotipo A
desarrollan niveles mds altos de bilirrubina total que los pacientes infectados con
ofros genotipos; el tiempo de proftrombina no es tan prolongado en los que tienen

el genotipo B; los niveles de ALT sérica permanecen elevados por 10 dias en los
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que poseian el genotipo A. En general los del genotipo A son los que presentan
signos y valores de pruebas mds afectados que los demds (10, 12, 14, 16, 18, 20).

Los pacientes que permanecen HBsAg positivos por mds de 20 semanas
después de la infeccion primaria, son designados como portadores crénicos y son
positivos para HBsAg indefinidamente ( Figura 2). Viriones, actividad de ADN
polimerasa, HBcAg y ADN viral pueden ser detectados en la sangre de un buen
ndmero de estos pacientes (12).

Casi todos los pacientes infectados en forma persistente tienen titulos
altos de anti-HBc en la sangre. Los titulos de anticuerpos son significativa-
mente mds altos durante la infeccién persistente que durante la mayoria de
infecciones autolimitadas o en la convalecencia. Aunque la mayoria de anti-HBc
son del tipo Ig6, los del tipo IgM contindan produciéndose Yy pueden ser
detectados indefinidamente en el suero de la mayoria de pacientes con infeccion
persistente.  Algunos pacientes con infeccion persistente no tienen HBsAg
detectable en el suero. Hoofnagle y colaboradores describen un paciente con
infecciéon  persistente con altos titulos de anti-HBc y HBsAg prdcticamente
indetectable. (12, 35).

En otros estudios, una pequefia fraccién de donadores de sangre quienes
eran sero-negativos para HBsAg, pero con titulos altos de anti-HBc transmitieron
infecciones por el VHB. Ellos probablemente eran pacientes con infeccion
persistente con titulos de HBsAg por debajo de los niveles de deteccion de las
pruebas seroldgicas o infectados con alguna variante genética en HBsAg nho
detectada por las mismas (20, 21, 22).

Debido a las variaciones genéticas y a otros factores tales como la
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respuesta inmune de los pacientes, estudios recientes recomiendan el uso de
ambos marcadores (12, 23, 24, 25, 27).

En un estudio de “costo-beneficio” en transfusiones de plasma con virus
inactivados vrs. plasma sin inactivacion viral, se determiné que los beneficios
sanitarios que se obtenian eran muy pequefios en relacion al alto costo que
representaba el proceso de inactivacion. Lo que demostré que realizar las

pruebas del HBsAg y anti-HBc es econdmicamente mds Gtil (26).

D. Epidemiologia

1. En general

Alrededor del 15% de los estadounidenses tienen anti-HBs, aunque en la
mayoria no hay antecedentes de hepatitis viral previa. La prevalencia del anti-
HBs aumenta con la edad: en un estudio realizado en residentes del drea de
Washington D. C., no se observé anti-HBs en grupo de lactantes de menos de un
afio de edad, pero si en 3% de menores entre cinco y nueve afios, en 7% de los que
tenian entre 10y 14 afios, en 24% de los que estaban en edades de 20 a 29 afos y
en 32% de los mayores de 50 afios (28).

Un estudio efectuado en Etiopia demuestra una prevalencia de HBsAg en
suero del 14.4% en donadores de sangre en ese pais (29).

Entre personal de salud que estd en contacto frecuente con enfermos que
poseen el virus de la hepatitis B, también es mayor la positividad del HBsAg y
del anti-HBs.  Las tasas de prevalencia en médicos y enfermeras fluctdan
entre 1y 25% para el HBsAg y entre 25 y 50% para los anti-HBs. Quienes

trabajan en unidades de didlisis renal o en unidades de oncologia, en las que estdn
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en contacto con pacientes inmunodeprimidos y que por tanto son potencialmente
infecciosos, tienen un riesgo particularmente elevado de adquirir la hepatitis B.
Ademds la hepatitis B es un riesgo profesional para cirujanos, enfermeras
quirdrgicas y técnicos de laboratorio clinico. Los dentistas, en especial los que se
dedican a la cirugia oral, también tienen mayor riesgo de adquirir hepatitis B (4,
30, 31).

La transmision de la hepatitis B requiere que el virus penetre la piel e
ingrese a los tejidos, de tal manera que ésta es transmitida primeramente por la
via parenteral. En la actualidad, hay la certeza de que la hepatitis B se transmite
por vias distintas a la inoculacién percutdnea. El HBsAg se ha observado en
semen, saliva, secreciones vaginales e incluso en la leche materna, por lo que no
sorprende que la hepatitis B sea frecuente en pacientes con enfermedades
venéreas, en homosexuales, en cényuges de pacientes enfermos con hepatitis B
aguda y en drogadictos (4, 31, 33, 37, 38).

Existe también la posibilidad de transmisién vertical de los antigenos de
superficie de la madre al neonato, contagio que en general tiene lugar en el
momento del parto mds que “in dUtero”; esto sucede especialmente en dreas con
altos porcentajes de portadores crénicos. La aparicién del antigeno de superficie
o de signos de infeccion (con frecuencia leves) en el recién nacido a menudo
comienza durante los primeros tres meses de vida y puede también ser
transmitida por la lactancia. En otras dreas geogrdficas que fambién tienen un
alto indice de portadores crénicos, la enfermedad tiende a ser transmitida

durante la niflez, especialmente en los circulos familiares (5, 36).
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En Estados Unidos la infeccidn suele ser autolimitada mientras que en el
lejano oriente es mds frecuente la evolucidn hacia el estado de portador crénico;
estas diferencias tal vez representen una genética distinta de los huéspedes de
acuerdo al drea geogrdfica en que viven y a las cepas virales existentes en esas
dreas (31).

Hasta hace algunos afios las fransfusiones de sangre fueron un importante
factor de diseminacidn de la hepatitis, especialmente de la hepatitis B, al punto
de considerdrsele la enfermedad mds comdnmente transmitida por transfusiones.
Esto era un resultado de la biologia de la infeccidn por el VHB: La respuesta mds
comin a la infeccién con el virus de la hepatitis B es asintomdtica. Asi un
individuo infeccioso pero aparentemente sano podia encontrarse entre los
donadores, superar la historia médica y los exdmenes de laboratorio y donar una
unidad de sangre contaminada. Cerca del 90% de infecciones agudas por el VHB
clinicamente resuelven y los individuos se hacen HBsAg negativos. Sin embargo el
80 a 90% de estos individuos desarrollan anticuerpos anti-HBs y anti-HBc que si
son detectables y que pueden servir como marcadores para detectar la
enfermedad (26, 35).

La adopcién de pruebas de rutina de HBsAg a los donadores de sangre ha
reducido la incidencia de hepatitis B  post-transfusion, sin embargo esta
reduccion puede ser adin mayor si se mejoran y aumentan las pruebas de ruting,
como sucedié en Japén donde se redujo la incidencia de hepatitis B post-

transfusién del 8.3% al 0,01% (33).
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2. En Guatemala

En 1996, en la 1® Reunion Consenso de Hepatitis viral llevada a cabo en
Panamd, el Dr. Carlos Mejia (Infectdlogo Jefe de la Clinicade VIH vy
Hepatitis del Hospital Roosevelt, Guatemala), refirié que en un estudio realizado
en donadores de sangre de este hospital entre los afios 1989 a 1993, encontré una
seroprevalencia para Hepatitis B del 0.4%. Las cifras para 1994, 1995 y los cinco
primeros meses de 1996 fueron de 0.5%, 0.6% y 0.7% respectivamente (39).

El Dr. Mejia sefiala las cifras de prevalencia obtenidas en 1990 en grupos
en riesgo: reclutas del ejército 2%, pacientes de clinicas de enfermedades de
transmision sexual 5.5%, pacientes poli-transfundidos 4% y en un grupo de
policias 2%.

Se observé que el riesgo de contraer hepatitis a través de transfusiones
sanguineas es proporcional al nimero de transfusiones recibidas: asi, de 1 a 4
transfusiones el riesgo es del 1%, mientras que con 4 o mds es del 30% (39).

El riesgo ocupacional se sefialé como un problema serio en la fransmision de
la Hepatitis B y se correlaciond con el tiempo de prdctica hospitalaria, es decir, el
porcentaje de exposicion pasada a la hepatitis B, determinada por la deteccién de
anti HBc, asi para los estudiantes al ingresar a la facultad de medicina fue del
0%, para médicos residentes e internos oscilé entre 3.7 - 4.7% y para médicos con
mds de 10 afios de prdctica fue de 10.2% (39).

Cuando se hizo wuna separacién entre los profesionales con
especialidades no quirdrgicas y quirdrgicas, se encontré evidencia de contagio

previo con hepatitis B (anti-core) de 4.6 vrs. 15.4% respectivamente (39).
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Se evalué los factores de riesgo de contagio en los pacientes con Hepatitis
B atendidos en el Hospital Roosevelt entre 1994 y 1995 y se determind que 40%
era por promiscuidad sexual, 33% se debia a recepcion de sangre y/o sus
componentes contaminados, 3% por uso de drogas intravenosas, 2% via vertical,
2% por accidentes de laboratorio y 20% de los casos no se pudo definir el tipo de
contagio (39).

Es importante sefialar que en el 20% de los casos que no se puede definir el
mecanismo de transmision muy probablemente se encuentran aquellos casos que se
transmiten de forma horizontal. A este respecto es importante mencionar que en
algunos paises se ha aislado el HBsAg en la saliva, pudiendo ser este un medio de
diseminacién; en otros lugares se han reportado brotes de hepatitis B en

unidades pedidtricas y oncoldgicas (4, 30, 31, 39).

E. Normas de Banco de Sangre respecto a pruebas de anticuerpos

contra el VHB

1. Nacionales:

El Ministerio de Salud Pdblica y Asistencia Social, en el Reglamento de la
Ley de Servicios de Medicina Transfusional y Bancos de Sangre, emitido por
Acuerdo Gubernativo No. 145-2000 de fecha 2 de abril del 2000, en el Titulo IV
relativo al procesamiento de la sangre y sus componentes y Capitulo IIT que
corresponde a las pruebas seroldgicas, establece:
"Articulo 31. Pruebas. Toda unidad de sangre, para uso en humanos o en

investigacidn, deberd ser sometida a andlisis minimos, cuyo resultado en la prueba
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debe ser negativa, para certificar que no tiene evidencia seroldgica de
enfermedades transmisibles por transfusién sanguinea y serdn obligatorias las
siguientes:

a) Anticuerpos contra el Virus de inmunodeficiencia humana 1y 2.

b) Antigeno de superficie del virus de hepatitis B.

c) Anticuerpos contra el virus del hepatitis C.

d) Anticuerpos para Trypanosoma cruzi, (Enfermedad de Chagas).

e) Anticuerpos para Treponema pallidum, (Sifilis).

f) Grupo sanguineo y Rh y en casos de Rh negativo deberd hacerse Du.

g) Cuando la sangre o derivados sea para uso en pacientes inmunosuprimidos o
para exanguineo transfusién en recién nacidos cuya madre sea citomegalovirus
negativa, deberd investigarse anticuerpos para citomegalovirus.

h) De acuerdo a los avances en el conocimiento de enfermedades transmisibles
por transfusion sanguinea, se agregardn en forma obligatoria todas aquellas
pruebas que el Ministerio de Salud Pdblica y Asistencia Social, con la Asesoria

de la Comisién Nacional, considere necesarias” (40).

2. Organizacion Mundial de la Salud y Organizacion Panamericana de la
Salud

La OMS y OPS en su Manual para Bancos de Sangre, en el Capitulo 9
relativo al Control de Procesos en el numeral 9.6 de Pruebas a la sangre del
donante y Sub-numeral 9.6.2 que corresponde a las Pruebas para Prevenir la

Transmisiéon de Enfermedades, establecen:
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" Los servicios de Banco de Sangre examinardn como minimo cada donacion

para:

a) Anticuerpos contra el virus de la inmunodeficiencia adquirida tipo 1 (Anti VIH
1).

b) Anticuerpos contra el virus de la inmunodeficiencia adquirida tipo 2 (Anti VIH
2).

c) Antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (Ags VHB).

d) Anticuerpos contra el virus de la hepatitis C ( Anti VHC).

e) Anticuerpos contra Trypanosoma cruzi (Anti Trypanosoma cruzi)

f) Anticuerpos contra sifilis.

Los servicios de Banco de Sangre estableceran y documentardn

procedimientos para determinar las pruebas adicionales que se aplicardn a

cada unidad de sangre donada, para evitar la transmisién de infecciones a
través de las transfusiones de sangre y componentes sanguineos. Para ello,

se tomard en cuenta la situacién epidemioldgica de la region geogrdfica, la
sensibilidad y especificidad de las metodologias de laboratorio, y las
caracteristicas de los futuros receptores de sangre y de componentes
sanguineos. Los servicios de Banco de Sangre analizardn estos factores en
forma permanente y anualmente emitirdn un dictamen indicando las
modificaciones propuestas y sus motivos. En dado caso que no se aplique una
modificacién a las pruebas, el dictamen deberd indicarlo claramente. Las
pruebas que se recomienden en este enfoque incluyen:

e Anticuerpos contra el virus linfotrépico humano tipo 1 (antiHTLV 1).

e Anticuerpos contra el virus linfotrépico humano tipo 2 (antiHTLV 2).
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e Anticuerpos contra “core” de hepatitis B (antiHBcore).
e Malaria.

No se transfundird sangre completa o componentes sanguineos si uno o mds
de los resultados de las pruebas de tamizaje es positivo. La aplicacién de pruebas
confirmatorias se hard con fines de diagnéstico, de vigilancia epidemioldgica, de
investigacion o evaluacién.

Las muestras de los donantes deberdn almacenarse en condiciones apropiadas

de acuerdo a regulaciones locales” (41).

3. Asociacion Americana de Bancos de Sangre (AABB: American Asociation of
Blood Bank)
En el Manual Técnico y Estdndares, 12 Edicién, en la Seccidén 8 relativa a

los Test para Donadores de Sangre, establece:

" Exdmenes requeridos

1. Cada donacion entendida como de uso alogénico debe ser examinada para ABO
y D. Si los donadores tienen un historia previa de embarazo o transfusion, los
sueros deben ser examinados para anticuerpos inesperados a los antigenos de
los glébulos rojos. .

2. Una muestra de cada unidad de sangre debe ser examinada para: Antigeno de
superficie de la hepatitis B (HBsAg), Antigeno de HIV; anticuerpos de HIV-1
y HIV2, anticuerpos anti-core de la hepatitis B (HBcAc), anticuerpos contra el
virus de la hepatitis C (HCV), anticuerpos contra el virus linfotrépico humano

(HTLV) y una prueba serolégica para sifilis" (42).
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F. Principio de la Prueba de ELISA para deteccién de Ac HBcore

La prueba de Anti HBcore esta basada en el principio de la unién competitiva
entre el anti-HBc de la muestra y el conjugado anti-HBc-peroxidasa (humano) para
un ndmero limitado de sitios de unién en el pozo cubierto con HBcAg. De tal
manera la cantidad de conjugado de anti-HBcore-peroxidasa unido al pozo es
inversamente proporcional a la concentracion de anti-HBcore en la muestra.

Luego de la incubacion de la muestra y el conjugado enzimdtico anti-HBcore-
peroxidasa nho unido es eliminado con el lavado. La solucién de substrato es
agregada y durante la siguiente incubacion se desarrolla un color azul. La
intensidad de este color, el cual cambia a amarillo luego de agregar la solucion de
parada que es dcida, es inversamente proporcional a la cantidad de anti-HBcore
en la muestra.

Dentro de ciertos limites, la densidad éptica a 450 nm (OD450) refleja
inversamente el nivel del anticuerpo del core del HBV en la muestra. Una OD450
con lectura menor al valor de cut-off es considerada reactiva para el anti-HBcore.
Una OD450 con lectura igual o mayor al valor del cut-off es considerada negativa

para el anti-HBcore. (34)
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ITTI. JUSTIFICACION

Dada la importancia de la Hepatitis B como una enfermedad de distribucion
mundial y que estd considerada como la enfermedad mds comdn transmitida por
transfusiones de sangre, se hace hecesario su deteccion en los donadores de
sangre.

Entre las causas de hepatitis, el VHB es uno de los mds complicados por
el tipo de infeccion que presenta, pues se ha determinado que la forma clinica
mds comln es la asintomdtica o sub-clinica (65% de los casos de hepatitis B
aguda) y es el que presenta los mds altos porcentajes de portadores crénicos
asinfomdticos (80%), lo que hace que individuos aparentemente sanos puedan
presentarse como donadores de sangre, ser aceptados en la entrevista del Banco
de Sangre y donar unidades de sangre contaminada.

Ademds, se han descubierto variaciones genéticas o mutaciones del VHB,
que al no inducir en forma integra la produccion de alguno de los marcadores
conocidos, puede provocar que éstos no sean detectados por las pruebas
seroldgicas convencionales y ser considerados en el Banco de Sangre como
negativos.

Lo expuesto anteriormente permite comprender que es imprescindible
incluir como “"minimo”, en el famizaje de donadores, la deteccién del HBsAg y los
anticuerpos totales anti-HBc, para lograr un adecuado tamizaje seroldgico del

VHB.
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IV. OBJETIVOS

A. Objetivo General:

Demostrar la importancia de la deteccion de anticuerpos contra el antigeno
“core” del VHB (anti-HBcAg), en los donadores del Banco de Sangre del
Hospital Regional de Occidente

B. Objetivos Especificos:

1.  Asociar antecedentes y conductas de riesgo para hepatitis B con
los resultados seroldgicos obtenidos.

2. Utilizar un ndmero "n" de muestra que sea adecuado Yy
estadisticamente significativo.

3. Efectuar las pruebas de anticuerpos anti "core” del VHB, en los

sueros de los donadores que han sido previamente tamizadas

para HBsAg.
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V. HIPOTESIS

Existen donadores del Banco de Sangre, del Hospital Regional de
Occidente, que tienen antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg)

negativo, pero que presentan anticuerpos anti-core B (anti HBc) positivo.
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VI. MATERIALES Y METODOS

A. Universo

El grupo investigado, fueron los donadores que asisten al Banco de Sangre
del Hospital Regional de Occidente.

El promedio de donadores por afio es de 2000. Estos varian en el
transcurso del ailo, no por problemas de afluencia de pacientes, sino por las
limitaciones en los recursos de materiales y de reactivos que tiene el Banco de

Sangre y el Hospital en general.

B. Muestra

Se tomé muestra de 680 donadores a los cuales se habia realizado
previamente la prueba de HBsAg, en el periodo comprendido del mes de mayo al
mes de Agosto del 2003.

Luego se corrié la prueba de Ac HBcore a 177 muestras, las cuales se
tomaron al azar del total obtenido. Este nimero de pruebas cubre el tamaio
minimo de muestra (92 donadores), calculado en el andlisis estadistico y

corresponde al fotal que pueden analizarse con dos kit de la casa Human ®.

C. Materiales
1. Equipo
a. Equipo automatizado para ELISA marca BRIO, con computadora marca IBM
Pentium III, UPS para proteccién de caidas de voltaje marca OMNI
SMART vy lector marca SEAC.
b. Centrifuga marca IEC Centra-B Plus de 12 tubos.
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c. Centrifuga IEC Centra CL2 para 12 tubos.
d. Congelador para sueros a -30°C marca AHT.
2. Reactivos
a. Kit ELISA Human ® competitivo de dos pasos, de tercera generacidn, para
la deteccion de anticuerpos totales contra el antigeno “core” de la
hepatitis B.
3. Cristaleria
a. 300 Tubos 12 x 75 de vidrio con agilizador del codgulo
b. 300 Tubos 12 x 75 de vidrio
4. Ofros:
a. Hojas impresas para la encuesta
b. Jeringas descartables de 10 cc
c. Viales pldsticos
d. Marcador permanente

e. Hojas para impresién de resultados

D. Métodos:

1., Entrevista:

Esta se hizo a todos los donadores, para conocer sus datos generales, asi
como antecedentes y conducta de riesgo que pudieran asociarse con un resultado
positivo para anti HBc. (Boleta de Encuesta)

2. Toma de muestras:

Esta se hizo de acuerdo al procedimiento establecido por el Banco de

Sangre del HRO: Luego de tomar los datos de los donantes el personal encargado
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toma las muestras de sangre con las jeringas descartables, colocando éstas en los
tubos con agilizador del codgulo.

Posteriormente se centrifugan las muestras para obtener los sueros, que
luego se colocan en los viales pldsticos para su almacenamiento a -30°C, previo a
correr la prueba de anticuerpos anti core.

3. Andlisis de los anticuerpos Anti-core del VHB:

Se utilizéd la técnica establecida en el inserto del kit Anti-HBc HUMAN ®,
referencia 51260: a) Se colocé la muestra y el conjugado enzima humano IgG,
IgM-peroxidasa, en los pozos incluyendo los controles positivos y negativos; b)
Se agité e incubd por 60 minutos a 37 °C; c) Se aspird y lavd, eliminando todo el
liquido remanente; d) Se agregd el substrato A (Peréxido de hidrégeno con
buffer de citrato) y el substrato B (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina con DMSO); e)
Se incubé por 30 minutos a temperatura ambiente (15 a 25°C), protegido de la luz
directa; f) Se agregd la solucién de parada y se midié la absorbancia en el curso
de los siguientes 30 minutos.
En el estudio se utilizé el equipo automatizado para ELISA BRIO del Banco de
Sangre del HRO, el cual procesa un promedio de 48 muestras en 1 horay 45
minutos. Todos los resultados de absorbancia de controles positivos, negativos y
sueros de los donadores se imprimieron y se archivaron.

4. Disefio Estadistico de la Investigacién

Por su temporalidad este es un estudio fransversal y por su nivel es un
estudio descriptivo.

1. Supuestos Epidemioldgicos:

a. No se prefende obtener una tasa de prevalencia porque no se quiere

medir el riesgo poblacional al virus de la hepatitis B (VHB).
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b. Lo que se busca es la prevalencia descriptiva, es decir, el nimero de
casos positivos a anticuerpos anti-core del VHB, en los donadores del

Banco de Sangre del Hospital Regional de Occidente.

C. 2
(X)(x) vy
2 tamafio minimo
n =. y4 . = necesario de
[ 2 ] la muestra.
1+ 1 [ .xX v .- 1]
wo 2 ]
[ z ]
Donde:

x: porcentaje de positividad esperada = 0.5
y: nivel de confianza = 1.96

z. limite de error = 0.1

W : universo = 2000 donadores

2
(0.5) (0.5) 1.96
2
n =. 0.1 = 92 donadores

[ 2 ]

1+. 1 .[ (05(05) 19 . -1]

2000 [ 2 ]

[ 0.1 ]

d. Variable de interés

Anticuerpos anti-core del VHB, positivos.
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VII. RESULTADOS

Al efectuar el andlisis de la procedencia de los 177 donadores estudiados,

104 (59%) provenian del departamento de Quetzaltenango, 25 (14%) del
departamento de San Marcos, 22 (12%) del departamento de Totonicapdn,
21 (12%) provenian de otros 6 departamentos del pais y 5 (3%) provenian de
otros paises. Los datos se observan en la Tabla 1.

De los 117 donadores del estudio, 14 (8%), dieron positivo a la prueba de
Ac HBcore, lo que se presenta en la Tabla 2.

Todos los donadores habian sido previamente examinados para HBsAg y
todos dieron negativo, tal como se observa en la Tabla 3.

En el andlisis de la procedencia de los donadores seropositivos para
Ac HBcore se observé que 7 (50%) procedian del departamento de
Quetzaltenango, 3 (21%) procedian del departamento de San Marcos y 1 donador
para cada uno de los departamentos de Totonicapdn, Retalhuleu y Santa Rosa.
Otro de los donadores seropositivos procedia de Colombia y estaba radicando
temporalmente en la ciudad de Quetzaltenango. Los datos se presentan en la
Figura 3y en la Tabla 4.

Dentro de los antecedentes que relacionan a los casos positivos a
Ac HBcore con factores de riesgo, habia un donador con historia de promiscuidad
sexual y dos con tratamiento dental reciente. Lo cual podemos observar en la

Tabla b.
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De acuerdo a los antecedentes obtenidos en la encuesta, también se
observo que de los donadores seropositivos a Ac HBcore, 7 (50%) donaban por
primera vez, 3 (21%) habian donado anteriormente en una oportunidad, 2 (14%)
habian donado en dos oportunidades y otros 2 (14%) tenian 3 o mds donaciones
anteriores. Algunos de ellos habian donado en el mismo Banco de Sangre del

Hospital Regional de Occidente, como se observa en la Tabla 6.
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VIII. DISCUSION

El andlisis de la procedencia de los 177 donadores estudiados nos indica que
el Banco de Sangre del Hospital Regional de Occidente atiende a donadores
procedentes de la region sur-occidental del pais, a algunos procedentes de otras
regiones e incluso a algunos que, por razones de cercania geogrdfica o de
permanencia provisional en la regién, provienen de otros paises, lo que lo hace
una entidad muy importante.

La diversidad de donadores que el Banco de Sangre maneja, hace necesario
que esté muy bien implementado para que se hagan todas las pruebas necesarias
para poder dotar de unidades de sangre confiables a los pacientes que las
requieren.

A todos los donadores se les habia realizado previamente la prueba de HBsAg
como parte de los exdmenes de rutina del Banco de Sangre, la cual se ajusta a la
normativa vigente al efectuarse este estudio (40); al realizarse el andlisis de los
Ac HBcore se encontré que 14 (8%) eran seropositivos. El resultado obtenido
puede deberse al hecho de que dentro de la historia de la infeccién se sabe que el
HBsAg es el primer marcador en aparecer, pero desaparece aproximadamente 4
semanas después, justo cuando los niveles de los Ac HBcore se elevan (11, 12, 16).
También puede ser que hayan sido donadores con infeccién persistente que tenian
titulos de HBsAg por debajo de los niveles de deteccion de las pruebas seroldgicas
0 quizd infectados con alguna variante genética en HBsAg no detectada por las

mismas (20, 22).
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Dado que existen referencias de: 1) donadores que siendo sero-negativos
para HBsAg pero que teniendo titulos altos de anti-HBcore han transmitido
infecciones con el VHB; 2) pacientes infectados en forma persistente con titulos
altos de Ac HBcore pero con HBsAg no detectable en suero; 3) pacientes con
infeccion reciente pero en el periodo en que el HBsAg empieza a hacerse
indetectable  teniendo al mismo tiempo niveles altos de Ac HBcore y
4) variaciones genéticas y otros factores tales como la respuesta inmune de los
pacientes; se hace recomendable y hasta imprescindible el uso de ambos
marcadores para descartar donadores potencialmente infecciosos para el VHB (12,
23,24, 25, 27).

El hecho de que la mayoria de los donadores seropositivos para Ac HBcore,
(7 casos) provenian del departamento de Quetzaltenango se debe probablemente
a que la mayoria de donadores del Banco de Sangre proceden de este
departamento. Solamente es significativo que la mayoria de los casos provenian
de dreas de la costa del pais. (Tabla 4).

Antecedentes de riesgo que se relacionaran con los casos positivos a
Ac HBcore se encontraron muy pocos, debido a que al efectuar la encuesta se
descartaron donadores que presentaran alguno o varios de ellos; solamente se
encontrd un caso que referia promiscuidad sexual y dos que referian tratamiento

dental reciente (Tabla b).
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Cuando se efectud el estudio el Banco de Sangre, por falta de personal
técnico, solo efectuaba una pldtica informativa previo al ingreso de los donadores,
pero luego de valorar la utilidad de las encuestas personales, en la actualidad
éstas se efectlan de rutina.

Un antecedente obtenido en la encuesta que es muy significativo, es el
relacionado con el ndmero de donaciones realizadas por los donadores
seropositivos a Ac HBcore: 7 donadores refirieron haber donado anteriormente y
varios de ellos incluso en mds de una ocasion. Esto tiene una especial relevancia
debido a que todos estos donadores habian superado la prueba de tamizaje para
hepatitis B (HBsAg) de los Bancos de Sangre en que donaron y algunos de ellos lo
hicieron en el mismo Banco de Sangre del HRO. Lo anterior hace importante y
necesaria la obligacion de los Bancos de Sangre de informar los resultados a los

donadores, para evitar que estos sigan donando sangre.
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IX. CONCLUSIONES

El Banco de Sangre del Hospital Regional de Occidente atiende no solo a
donadores procedentes de la region Sur-Occidental del pais, sino de otras
regiones e incluso de otros paises, lo cual lo hace una entidad muy importante.
La diversidad de procedencia geogrdfica y social de los donadores que el
Banco de Sangre atiende, hace imprescindible el uso de todas las pruebas
necesarias.

El porcentaje de positividad a Ac HBcore (8%), obtenido en el presente
estudio, es bastante significativo si lo comparamos con los antecedentes
existentes.

El porcentaje significativo de donadores seropositivos a Ac HBcore con
HBsAg negativo comprueba la hipétesis de éste estudio.

El alto porcentaje de casos con Ac HBcore positivos y HBsAg negativo, hace
imprescindible el uso de ambas pruebas en el Banco de Sangre.

La mayoria de casos seropositivos procedentes de Quetzaltenango, puede
deberse a que la mayoria de los donadores proceden de este departamento.

La mayoria de los casos positivos son de donadores procedentes de dreas de
costa del pais.

Es muy importante el uso de las Encuestas personales previo a la aceptacién
de los donadores.

Factores de riesgo, en el grupo seropositivo, fueron la promiscuidad sexual y

tratamiento dental reciente.
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X. RECOMENDACIONES

El Banco de Sangre del Hospital Regional de Occidente es una entidad muy
importante, por la diversidad de procedencia geogrdfica y social de los donadores
que atiende. Por lo tanto debe dotdrsele de todos los recursos humanos y
materiales para poder realizar encuestas personales y todas las pruebas de
tamizaje necesarias.

Es impostergable la necesidad de establecer la importancia que tiene la
utilizacién obligatoria, tanto del HBsAg como Ac HBcore, en la deteccién de la
Hepatitis B en los Bancos de Sangre. Por lo que se recomienda efectuar estudios
similares al presente, en otras regiones del pais y asi determinarla con mayor
amplitud y certeza.

Luego de cumplir con la anterior recomendacidn, revisar el Reglamento de
la Ley de Medicina Transfusional y Bancos de Sangre vigente y hacerle las
correcciones correspondientes.

Seria importante realizar otro estudio con los sueros con Ac HBcore, para
el anticuerpo anti "e" de hepatitis B y asi saber el porcentaje de donadores
Ac HBcore positivos que realmente son infecciosos o detectar ADN viral en estos
donadores.

Es importante y necesaria la obligacion de los Bancos de Sangre de informar
los resultados obtenidos a los donadores , sobre todo cuando son positivos a alguna

prueba, para evitar que éstos sigan donando su sangre.
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BOLETA DE ENCUESTA 11.

ESTUDIO SOBRE DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-CORE DEL VIRUS DE LA
HEPATITIS B EN DONADORES DE SANGRE DEL BANCO DE SANGRE
DEL HOSPITAL REGIONAL DE OCCIDENTE

Quetzaltenango, Guatemala, C. A.

Donante No. Grupo Sanguineo Rh

Nombre completo:

Sexo Edad: Ocupacion

Identificacion Fecha

Direccion: Teléfono

1. Hadonado sangre antes Sl NO
Ultima vez:

2. Ha sido excluido alguna vez como donador Sl NO
Porqué?

3. Hatenido alguna enfermedad infecciosa en el Gltimo mes Sl NO

4. Hatenido Hepatitis después de los 10 afios SI NO

5. Hatenido relaciones sexuales con diferentes parejas en los Ultimos 2 afios Sl NO

6. Hatenido relaciones con trabajadoras (es) del sexo en los Ultimos 2 afios Sl NO

7. Hatenido alguna enfermedad venérea en los Ultimos 2 afios Sl NO

8. Ha usado drogas por via intravenosa o nasal Sl NO

9, Harecibido tratamiento por acupuntura, se ha hecho tatuajes o perforaciones

corporales en los Ultimos dos afos Sl NO



10. Le han transfundido sangre en los ultimos 2 afios Sl NO
11. Ha sido sometido a cirugia mayor en los dltimos 2 afios Sl NO
12. Ha tenido tratamiento dental en las ultimas 2 semanas Sl NO
13. Ha recibido vacunas en los ultimos 6 meses SI NO
Responsable de la entrevista: ®

C. TABLAS

Tabla 1. Procedencia de los 177 donadores estudiados en el Banco

de Sangre del Hospital Regional de Occidente (HRO), Quetzaltenango

Lugar %o
Quetzaltenango 104 59
San Marcos 25 14
Totonicapdn 22 12
Mazatenango 9 5
Retalhuleu 6 3
Huehuetenango 2 1
Santa Rosa 2 1
Quiché 1 1
Escuintla 1 1
Colombia 2 1
El Salvador 1 1
México 1 1
Nicaragua 1 1

Total 177 100,00

Tabla 2. Casos con anticuerpos totales positivos contra el antigeno

core del virus de hepatitis B, en los 177 donadores estudiados, en

el Banco de Sangre del HRO, Quetzaltenango.
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Casos No. %

Positivos 14 8
Negativos 163 92
Total 177 100

Tabla 3. Relacion de casos positivos para anticuerpos contra core
con el antigeno de superficie de la hepatitis B.

Prueba No. de Casos %o
Anticuerpos totales anti core
positivos 14 100,00
Antigeno de superficie positivos 0 0,00

Tabla 4. Procedencia de los donadores seropositivos para anticuerpos

contra antigeno core de hepatitis B.

Lugar No. de Casos %o
El Palmar, Quetgo. 4 29
San Marcos 3 21

Flores Costa Cuca, Quetgo.
Zunil, Quetgo.
San Juan Ostuncalco, Quetgo.

—_ = =
N N NN

Totonicapan
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Retalhuleu 1 7

Santa Rosa 1 7
Colombia 1 7
Total 14 100,00

Tabla 5. Relacion de casos positivos a anticuerpos totales contra core

de hepatitis B con factores de riesgo para contraer infeccion.

Antecedente No. de Casos % del Total
Promiscuidad Sexual 1 7
Tratamiento dental reciente 2 14

Tabla 6. Ndmero de donaciones realizadas por los donadores sero-
positivos a anticuerpos contra el antigeno core de hepatitis B.

Donaciones Donadores % del Total
Ninguna 7 50
Una 3 21
Dos 2 14
Tres o mds 2 14
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