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I. RESUMEN

En Guatemala el reglamento de Medicina Transfusional y Banco de Sangre establece
para el tamizaje del virus de la hepatitis B (VHB), inicamente la determinacion de antigeno
de superficie (HBsAg) en donadores. Sin embargo en algunos bancos de sangre nacionales
se realiza opcionalmente la prueba de anticuerpos totales contra el antigeno core (anti-HBc
total). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién Panamericana de la
salud (OPS) recomiendan que para el tamizaje de donadores se realicen las pruebas de

HBsAg y anti-HBc total para reducir el riesgo de infeccion por VHB.

Para demostrar la importancia de realizar anti-HBc total, se determiné el porcentaje de
donadores infecciosos positivos a antigeno “e” (HBeAg), marcador de cronicidad y de
replicacion viral, en 71 donadores con serologia negativa para HBsAg y positiva para
anti-HBc total de VHB, del Banco de Sangre del Hospital Regional de Occidente “San Juan
de Dios”, Quetzaltenango, cuyos sueros fueron recolectados de abril a diciembre de 2004 y

las muestras procesadas de enero a octubre de 2005.

Para la determinacion de HBeAg se utilizaron tres técnicas diferentes: a) Ensayo
Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA), b) Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR) y c¢) Electroquimioluminiscencia (ECLIA). Los resultados de todas las muestras
fueron negativas por el método de ELISA. Quince muestras elegidas al azar se enviaron al
Centro de Investigacion en Biologia Celular y Molecular en Costa Rica (CIBCM), en
ninguna de estas muestras se detecto presencia de Acido Desoxirribonucléico (ADN) viral a
través de PCR. La empresa ROCHE Diagnostic apoy¢ la investigacion donando un Kit para
la deteccion de HBeAg por ECLIA. Se encontré un donador seropositivo. Este resultado
demostr6 que donadores HBsAg negativos y anti-HBc total positivos pueden ser
infecciosos al tener HBeAg positivo, marcador de replicacion viral. Estos resultados

sugieren una mayor sensibilidad de ECLIA sobre ELISA en el tamizaje de donadores.



En los donadores la principal conducta de riesgo para hepatitis B fue la ocupacion, asi
como otros factores como intervencién quirurgica y un caso que referia ictericia. La
principal recomendacion de este estudio es que se debe realizar la prueba de anti-HBc total

para el tamizaje del VHB en unidades sanguineas para no transmitir el virus por hemoterapia.



II. INTRODUCCION

El virus de la hepatitis B (VHB), pertenece a la familia de los Hepadnaviridae, la que
incluye virus de ADN encapsulados. El VHB es esférico, mide 42 nm de diametro y posee
varios antigenos de importancia para el diagnodstico y la patogenia. Existen tres principales
determinantes antigénicos, el de envoltura que se conoce como Antigeno de Superficie

(HBsAg), y dos del nucleo, el Antigeno Core (HBcAg) y el Antigeno “e” (HBeAg) (1).

El VHB tiene un largo periodo de incubacion (45 a 120 dias), infecta solamente a
humanos provocando trastornos en la funcion hepatica que ocasionan enfermedad aguda o
cronica, pudiendo causar carcinoma hepatocelular (2). El virus se transmite por dos rutas
diferentes: 1) horizontal: infeccion transmitida de un individuo a otro parenteralmente, la
mas comun es por contacto sexual y transfusion de sangre; 2) vertical: infeccion transmitida
de madre-hijo durante la gestacion, en el momento del parto o a través de la lactancia

materna (3-7).

Antes de que se iniciara el control de rutina de este virus en el banco de sangre, era la

causa mas frecuente de hepatitis asociada a transfusiones (8).

La Asociacion Americana de Bancos de Sangre (AABB) establece la determinacion de
HBsAg, anti-HBc, HBeAg y ADN viral para el tamizaje de VHB en donadores de sangre
(43,44). El anti-HBc es de mucho valor porque es un marcador serologico que estd presente
en la mayoria de los casos, ademés de que muchas cepas de VHB presentan mutaciones y

no expresan el HBsAg y HBeAg. Esta prueba no es obligatoria en Guatemala (45).

Debido a la importancia del tamizaje de VHB se han realizado estudios de tesis en el
Hospital Roosevelt de Guatemala y en el Hospital Regional de Occidente “San Juan de
Dios”, Quetzaltenango, para determinar el porcentaje de seropositividad a anti-HBc total en

donadores de sangre, estableciendo un ocho por ciento (46,47).



El presente estudio se realizé en donadores del Banco de Sangre del Hospital Regional
de Occidente “San Juan de Dios”, Quetzaltenango, con el proposito de determinar la
importancia de establecer como obligatoria la prueba de anti-HBc total en donadores de
sangre. Para ello, se estudio el suero de 71 donadores HBsAg negativo y anti-HBc total

positivo para determinar la presencia de antigeno “e” como marcador de infeccion cronica

activa. Para ello, se emplearon las técnicas de ELISA, PCRy ECLIA.



I11. ANTECEDENTES

A. Historia

La naturaleza infecciosa de la hepatitis no fue reconocida durante mucho tiempo, debido
a que la enfermedad muestra una tendencia a aparecer esporadicamente y porque la
ictericia, un signo clinico importante, presenta una etiologia multiple. Los primeros datos
que se tienen, sobre el conocimiento de la hepatitis, se remontan a 1821 donde Virchow la
defini6 como ‘el resultado de la obstruccion del colédoco por un tapén de moco” y se
conocia por “Ictericia Catarral Aguda”. En 1833, Larman describe la “hepatitis sérica”, la
cual se transmitid sub-cutaneamente a trabajadores de un astillero en Bremen Alemania, al

recibir una vacuna de la viruela que contenia suero humano (1,2).

En 1908 McDonald, postul6 que la infeccion ictérica era causada por un virus. En 1942,
Voeght transmitio por primera vez la hepatitis, administrando el contenido duodenal de un
enfermo a voluntarios. Aproximadamente a mediados del siglo XX fueron descritos nuevos
casos de “hepatitis sérica”, relacionados con el uso de agujas y jeringas contaminadas en
pacientes diabéticos, clinicas de infecciones de transmision sexual y después de la
administracion de vacunas que contenian suero humano. En estudios efectuados entre 1938
y 1944 se encuentran descritas las primeras referencias de la transmision de la “hepatitis
sérica”, por la administracion de plasma para inmunoprofilaxis a pacientes con sarampion y
paperas y por transfusiones de sangre. Fue asi que en 1947 MacCallum clasificé la hepatitis

viral en dos tipos: hepatitis viral A (hepatitis infecciosa) y hepatitis viral B (hepatitis sérica)

(1,2).

Uno de los descubrimientos mas importantes que le dio un rapido avance al
conocimiento de la etiologia viral de la hepatitis B y a las caracteristicas propias de la
enfermedad, ocurri6 fortuitamente con el Dr. Baruch Blumberg y colaboradores en 1965, al
descubrir 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 “antigeno australiano”; estudios posteriores llevaron a asociar



a este antigeno con la hepatitis aguda y se le denomin6d antigeno asociado a la hepatitis
(AAH), para finalmente recibir el nombre de antigeno de superficie de la hepatitis B
(HBsAg). En 1970, Dane descubre el virion de la hepatitis y se le denomina “particula
Dane” al mismo tiempo describe el antigeno central o Core. En 1972, Magnius descubre el
antigeno “e” y los anticuerpos contra este antigeno. En 1973, se describe la presencia en el
Core del virus, del acido desoxirribonucleico (ADN) por Kaplan y dos afios més tarde, en
1975, Summer descubre que el ADN del VHB es bicatenario. En 1976, Alter describe la
relacion especifica del HBeAg con la replicacion viral activa del VHB y su alta
infectividad. En 1982, Robinson clasifica al VHB dentro de un grupo de virus definido
como Hepadnaviridae; en ese mismo afio Shafritz describe la presencia de ADN del VHB

incorporado al ADN del huésped (1-3).

De 1980 a la fecha, el conocimiento cientifico sobre la infeccion causada por el virus de
la hepatitis B se ha incrementado debido al desarrollo de técnicas de inmunoanalisis
aplicadas a la deteccion de antigenos y anticuerpos relacionados al VHB, tales como el
radioinmunoanadlisis (RIA), enzimoinmunoanalisis (EIA), y el desarrollo de técnicas
moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que es utilizada para la

deteccion y caracterizacion de ADN viral (3).

B. Virus de la Hepatitis B

1. Definicion

El VHB, es ¢l miembro mas importante de la familia de los Hepadnaviridae, una
pequeiia familia de virus ADN encapsulados que mide 42 nm de didmetro. Estos virus
tienen un tropismo muy limitado en cuanto a tejidos y al hospedero, infectando

especificamente el higado de humanos y chimpancés (Pan troglodytes) (4,5).

El VHB provoca un trastorno inflamatorio del higado caracterizado por ictericia,
hepatomegalia, anorexia, molestias gastricas, abdominales, trastornos de la funcion

hepatica, produccion de heces de color claro y orina oscura (5).



La evolucion clinica de la hepatitis B es variable; puede presentarse como una infeccion
asintomatica, anictérica (que ocurre en la mayoria de los casos), como una enfermedad
aguda, que en ocasiones se complica evolucionando hacia la cronicidad con el consecuente
desarrollo de cirrosis hepatica o carcinoma hepatico, lo que ocurre en el 10 a 20 por ciento

de los casos (5,6).

2. Formas de transmision

La transmision del VHB se clasifica en dos vias:

1) Horizontal: son las infecciones adquiridas de un individuo a otro parenteralmente, de
manera que las mas comunes son contacto sexual, transfusion de sangre o componentes
infectados, exposicidon a sangre contaminada a través de heridas con agujas, instrumentos
punzocortantes contaminados, tatuajes, perforacion del l6bulo auricular, acupuntura o

escarificacion ritual (7).

2) Vertical: es la infeccion que es transmitida de madre-hijo, los neonatos pueden
infectarse durante la gestacion por transmision placentaria, en el momento del parto o a

través de la lactancia materna por pequeiias lesiones en la mucosa oral (7).

En Medicina Transfusional el tamizaje de los donadores es muy importante ya que al no
seleccionarlos a través de una entrevista adecuada y no utilizar pruebas de inmunoanalisis
para la deteccion de los marcadores serologicos del VHB, existe el riesgo de trasmitir el
virus al administrar componentes sanguineos (células empacadas, sangre completa, plasma

simple, plasma fresco congelado, plaquetas y crioprecipitados) contaminados (7,8).

Se ha observado un riesgo elevado de contraer VHB en pacientes politransfundidos,
pacientes sometidos a didlisis renal, en unidades de oncologia y en instituciones para
comunidades sometidas a encierro donde prevalece el hacinamiento (hospitales de salud

mental y cérceles) (7).



La capacidad de infeccion del VHB es directamente proporcional a la carga viral que
esta presente en la sangre y sus componentes, por esa razon las politransfusiones aumentan
el riesgo de infeccion. Ademds deben considerarse potencialmente infecciosas todas las
muestras y cultivos que lleguen al laboratorio como liquido pleural, amnidtico, pericardico,
peritoneal, sinovial, cefalorraquideo, secreciones vaginales, semen y saliva, ya que se ha
determinado que la estabilidad del virus en sangre seca (con carga viral de 10 billones por
mililitro) y en superficies contaminadas es de siete dias a temperatura ambiente; es por ello
que el personal de salud y las personas que estan en contacto con fluidos y secreciones de
pacientes infectados, son considerados grupo a riesgo de contraer la infeccién por el VHB

(7.8).

3. Periodo de incubacion

En general, el periodo de incubacion es de 45 a 190 dias, lapso durante el cual no se
manifiestan sintomas, pero podrian detectarse virus en el torrente sanguineo. La fase aguda
podria manifestarse con fiebre, erupciones e ictericia, la gravedad y duracion de la
infeccion, puede verse afectada por la carga viral con la cual se obtuvo la infeccion y por la

respuesta inmune del huésped (8).

4. Genetica molecular

El VHB es un virus ADN encapsulado cuyo genoma contiene ADN circular,
parcialmente bicatenario, codifica una transcriptasa inversa y se replica a través del acido
ribonucléico intermediario (ARN); su longitud es de 3,200 nucledtidos y un segmento de

cadena tnica incompleta de 600 a 2,100 nucleétidos (9,10).

El virus de la hepatitis B es el agente etioldgico mas estudiado y complejo; la particula
infecciosa de Dane tiene un didmetro aproximado de 42 nm y estd compuesta por una

cubierta y una nucleocépside (9).

La superficie o cubierta del virus mide 8 nm, estd formada por proteinas, polisacaridos y

lipidos celulares; en ella se encuentra el marcador antigénico conocido como HBsAg (10).



La nucleocépside del virus tiene un diametro de 28 nm y contiene una nucleoproteina,
una molécula de ADN circular de doble cadena (ADN viral), la ADN polimerasa especifica
de la hepatitis B y una proteina quinasa. En el nucleo del virus hay dos marcadores

antigénicos importantes: HBcAg y el HBeAg (9-11).

El genoma del virus estda formado por los genes C,P,S y X. El gen C consta de
las regiones C y pre-C; la regién C codifica al antigeno HBcAg, que es un marcador de
replicacion viral activa en el nucleo del hepatocito y por esta razén no es detectable en
suero. La region pre-C codifica al antigeno HBeAg, que es una subunidad proteica soluble
del nucleo y es el segundo marcador seroldgico en aparecer en la enfermedad. Existe
relacion entre la mutacion en la region pre-C y la expresion del HBeAg. En estudios
recientes realizados en Escocia en donadores de sangre, se observo que de los cuatro
genotipos de la hepatitis B (A, B, C, D) predominantes en esa region, el genotipo B
presenta el mayor porcentaje de mutacion en la region pre-C y no se expresa el HBeAg
(2,10). En un estudio realizado en Centro América, se determind que 11 de 17 cepas del

genotipo F, tenian mutacion en la region pre-C (12).

El gen P codifica la ADN polimerasa especifica de la hepatitis B que se encuentra en el

nucleo del virus (2,11).

El gen S codifica al HBsAg y presenta las regiones pre-S;, pre-S; y S; este antigeno es
producido durante la fase de incubacién, fase aguda y en estadio cronico de la enfermedad,

siendo el primer marcador serologico en aparecer (2,11).

Recientes estudios con cepas de hepatitis B de Centro América realizando
secuenciaciones en el gen S, han establecido que el genotipo F esta en el 79 por ciento de
las cepas de la region, los genotipos A, D y C estan determinados en un 14, 6 y 1 por ciento
respectivamente. Un nuevo genotipo designado H, fue establecido en estos estudios; dicho
genotipo se conoce en México y California y es muy similar al F; se considera que ambos

provienen de un antecesor comun del nuevo mundo (13).
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El gen X codifica un factor de transactivacion que activa la replicacion viral y esta

relacionado con el desarrollo de oncogenicidad (2,11).

5. Replicacion viral

El VHB, interactia con receptores de membrana tinicos que se hallan en el higado. La
proteina de enlace del virus es parte del complejo de HBsAg. El HBsAg se une a la
albumina sérica de los humanos y a través de receptores de polialbimina (pAR) el virus se

dirige al higado (14).

Cuando el virus penetra la célula, la nucleocapside y el genoma se trasladan al ntcleo;
una vez alli el ADN viral se libera, la cadena parcial del genoma se completa para formar
un circulo completo de ADN bicatenario, transcribiendo varios ARNm especificos a través
de ARN polimerasa dependientes de ADN del huésped. Se sintetiza un ARNm de
transcripcion completa, como plantilla para la replicacion del genoma viral. La plantilla de
ARN vy la polimerasa se encapsulan dentro de la nucleocapside, sintetizando una cadena
negativa de ADN; el ARN se degrada a medida que se sintetiza el ADN. Posteriormente se
sintetiza la cadena positiva de ADN a partir de la plantilla negativa, siempre que se
disponga de los nucledtidos celulares. La degradacion del resto de ARN contintia en el
virion, produciendo un genoma parcialmente bicatenario de ADN. Finalmente el virion es

exocitado del hepatocito (14,15).

Ademas de replicarse, el genoma viral completo puede integrarse al genoma del
huésped. Aunque la asociacion de la infeccion del VHB con el carcinoma hepatocelular
(HCC) es muy fuerte, no se ha identificado cual es el mecanismo por el cual se produce
HCC. El HCC en los individuos infectados con VHB contienen a menudo ADN viral
integrado, pero estas integraciones virales se encuentran en diferentes sitios del ADN
celular de cada tumor, por esto estas formas virales integradas no se consideran la causa de
oncogénesis. La hepatitis B cronica y otros factores de riesgo para HCC, comparten el
rasgo comun de causar enfermedad hepatica necroinflamatoria cronica (provoca necrosis de

las células hepaticas, inflamacion, regeneracion que a veces lleva a cirrosis), y cuando este
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proceso patologico continia durante muchos afios, puede llevar a carcinogénesis. Asi el
papel del VHB en HCC, puede no tener un mecanismo viral oncogénico especifico, pero si

como un agente que causa enfermedad hepatica necroinflamatoria (14,15).

C. Formas de la enfermedad

El VHB es un virus ADN, pequeiio, hepatotropico, que naturalmente infecta inicamente
humanos; este virus y otros que pertenecen a la familia Hepadnaviridae tienen una
ultraestructura molecular Gnica antigénica y hallazgos biologicos que los distinguen de los

virus de otras familias (2,16).

Las infecciones primarias por hepatitis B pueden limitarse por si mismas y resolverse,
ser persistentes durante muchos afios, incluso el tiempo de vida del individuo infectado. Las
infecciones agudas y cronicas en la mayoria de casos, son acompanadas de antigeno viral
detectable y con frecuencia el virus permanece en la sangre. Las infecciones por virus de la
hepatitis B son con frecuencia asintomaticas, pero algunos cuadros de hepatitis aguda son
sintomadticos con manifestaciones clinicas leves y en algunos casos severas. La infeccion
persistente no activa puede no ser acompanada de enfermedad hepatica y en algunos casos
presenta manifestaciones leves, pero en la hepatitis cronica activa la enfermedad hepatica

es comun (2,17).

Las expectativas de vida disminuyen en los pacientes con hepatitis cronica por el riesgo
significativo del desarrollo de cirrosis y en algunos casos carcinoma hepatocelular. Si bien
el VHB no parece infectar otros organos diferentes al higado, pueden manifestarse
enfermedades extra hepaticas, mediadas por complejos inmunes como la enfermedad del

suero, glomérulonefritis y poliarteritis (2,17).

1. Hepatitis B aguda
La infeccion con el virus de la hepatitis B, en un 25 por ciento de los casos resulta ser
una hepatitis viral aguda tipica que comienza con anorexia, malestar general, nauseas,

vomitos y fiebre; alrededor del 15 por ciento de los casos presenta erupciones cutaneas,
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urticarias y artralgias. La ictericia alcanza su punto méaximo en una a dos semanas,
disminuyendo en forma progresiva en las siguientes dos a cuatro semanas. Un 75 por ciento
de casos se produce como infeccion subclinica, otro 50 por ciento se presenta como una
infeccion asintomatica y de 1-2 por ciento se desarrolla como hepatitis fulminante,
conduciendo a la muerte. Alrededor de un 90 a 95 por ciento de los adultos infectados con
el VHB se recupera sin secuelas posteriores, mientras que entre 5-10 por ciento desarrolla

enfermedad cronica (17,18).

El HBsAg es el primer marcador que aparece en la hepatitis B aguda, se identifica
durante el periodo de incubacion y alcanza su punto méximo a los tres meses del inicio de
la infeccidn; no es detectable aproximadamente a los 6 meses del inicio de la enfermedad
clinica (Anexo 1). En un 80 a 90 por ciento de los casos la persistencia del este antigeno
por mas de seis meses implica la progresion del paciente a un estado de portador cronico

(Anexo 1) (19,20).

El HBeAg es un marcador que se detecta tempranamente en las infecciones por el VHB,
se identifica poco tiempo después de la aparicion del HBsAg, en casi todas las infecciones
agudas, la curva de elevacion y declinacion antigénica, se comporta de forma similar a la
del HBsAg (Anexo 1). El HBeAg representa la replicacion viral activa y generalmente
coincide con niveles elevados de ADN-polimerasa y el ADN viral. Este antigeno es
indetectable a los tres meses de iniciar la enfermedad clinica, seguido por la aparicion del
anti-HBe que puede persistir por meses y hasta varios anos (Anexo 1). La persistencia del
HBeAg seis meses después del inicio de la infeccion, es un posible marcador de cronicidad

(Anexo 2) (17,18,20).

Antes de que se manifiesten los sintomas clinicos, se produce la primera respuesta
inmune del huésped, a través de anti-HBc de tipo IgM, que persisten de ocho a nueve meses
después de iniciar la enfermedad clinica (Anexo 1). La deteccion de este anticuerpo es un
marcador seroldgico importante; que evidencia infeccion aguda, cuando desaparece el

HBsAg y aun no es detectable el anti-HBs (Anexo 1) (18,20).
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2. Hepatitis B cronica

La infeccion por el virus de la hepatitis B puede variar dramaticamente de un individuo
a otro. Algunos desarrollan la condicién llamada “estado de portador crénico”, siendo
infecciosos debido a que no muestran sintomas y anormalidades en los exdmenes de
laboratorio como transaminasas y tiempos de coagulacion; sin embargo poseen marcadores

serologicos contra el virus y muestran evidencia de hepatitis en biopsia hepatica (17,21).

Algunos pacientes con hepatitis B cronica muestran dafios clinicos minimos o
insignificantes en el higado y nunca desarrollan complicaciones; otros pueden evolucionar
a la forma clinica de cirrosis, lo que incrementa el riesgo de desarrollar carcinoma hepatico

(21,22).

La infeccién cronica con VHB puede ser “activa” o “inactiva”. En la enfermedad
“activa”, existe una replicacion viral alta en el hepatocito y en la enfermedad “inactiva” la

replicacion viral es baja; pero en ambos casos el ADN-VHB es detectable en suero (21).

En la hepatitis cronica activa se identifica en suero el HBeAg y el ADN-HBV, hay una
tasa alta de replicacion viral; dando como resultado la produccion de viriones infecciosos
completos. La deteccion de marcadores serologicos como HBsAg, HBeAg, anti-HBc total y
marcadores moleculares como ADN viral por mas de seis meses de haber dado inicio
la enfermedad clinica, es indicativo de la evolucion de una hepatitis aguda a cronica

(Anexo 2) (17,21,22).

D. Respuesta Inmunologica

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 seis meses, 2) infecciones que no presentan manifestaciones
clinicas y son detectadas solo por examenes seroldgicos u otros métodos diagnosticos, y

3) infecciones que no se resuelven, se hacen persistentes, permaneciendo por afos (16,23).
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Una caracteristica comun de las infecciones activas por VHB, es la presencia de
replicacion viral en los pacientes. La respuesta inmune a los diferentes antigenos virales
(marcadores de la infeccién) proporciona valiosa informacion del estado clinico e

inmunologico del paciente (16,23).

1. Marcadores serologicos del VHB

a. HBsAg

El HBsAg es un antigeno complejo de proteinas grandes, medianas y pequefias que son
componentes principales de la envoltura viral. Las proteinas del HBsAg no son solo
componentes de la envoltura del virion si no también son liberadas de las células infectadas
como componentes de particulas esféricas pequefias con diametro 15-25 nm, y otras en
forma de particulas filamentosas de aproximadamente 22 de ancho y 200 nm de largo.
Ambos tipos de particulas presentan HBsAg, glicoproteinas, lipidos celulares. Estas formas
comparten determinantes antigénicos con la superficie de los viriones y no ha sido
establecido en ellas 4cido nucléico, por lo que son consideradas particulas virales

incompletas (2,16,17,24).

El HBsAg es un antigeno complejo, existen cinco determinantes antigénicos codificados
en la secuencia del gen S, siendo éstos: ““a”, “k, “q”, “X” y “g”. El determinante de
grupo denominado “‘a”, presenta dos subtipos que son “d y” y “w r”’; los determinantes
de cada par son alelos excluyentes. Los cuatro subtipos mas frecuentes del HBsAg de
acuerdo al determinante ““a” son “adw’, “ayw”, “adr’” y “ayr”. Adicionalmente “w”
ayws”’,

’ y se han identificado en el suero de diferentes pacientes. La determinacion de

presenta heterogeneidad antigénica, algunos serotipos incluyen “ayw;”, “ayw,”,

aywy
subtipos ha sido utilizada como marcador viral de la propagacion del virus entre individuos

y poblaciones (2,16,17,24).
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Debido a que la célula hepatica fabrica un exceso de la estructura del HBsAg, una parte
es liberada a la sangre, lograndose detectar por enzimoinmunoanalisis (EIA); los niveles
mas altos de HBsAg se alcanzan a los tres meses del inicio de la infeccion. Una evolucion
favorable consiste en la desaparicion del antigeno a los seis meses del inicio de la
enfermedad clinica (Anexo 1). Por el contrario, titulos elevados del antigeno mas alla de

seis a ocho meses, son indicativos de cronicidad (Anexo 2) (17,24,25).

b. Anti-HBs

En una hepatitis B aguda, el HBsAg desaparece a los seis meses del inicio de la
enfermedad clinica y el anti-HBs se detecta entre los siete y ocho meses de iniciada la
enfermedad clinica (Anexo 1). En pacientes con respuesta de anti-HBs los titulos de
anticuerpos se elevan lentamente durante la recuperacion y pueden permanecer elevados de
seis a doce meses después de la desaparicion del HBsAg. Este anticuerpo puede
permanecer por afios después de la infeccion del VHB y esta asociado a proteccion contra
reinfeccion. En aproximadamente el 10 por ciento de los pacientes con antigenemia
transitoria el anti-HBs nunca aparece aun cuando se utilicen pruebas de laboratorio
altamente sensibles para su deteccion. De 10 a 20 por ciento de los pacientes presentan el
anti-HBs durante la antigenemia, antes de la aparicion clinica de la hepatitis. Estos

pacientes desarrollan artritis y salpullido por la formacién de complejos inmunes (17,26).

c. HBCcAg

El HBcAg es detectado solamente en el hepatocito por lo que no es utilizado como
marcador seroldgico. Durante el periodo de incubacién tardio de la infeccion y durante la
enfermedad aguda temprana, la mayoria de hepatocitos son positivos para el HBcAg
utilizando biopsia hepatica y método de inmunofloresencia directa. Esto sugiere que en los

hepatocitos los viriones se estan replicando en la infeccion aguda temprana (2,27).
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d. Anti-HBc

Otro marcador de infeccidn que aparece en todos los pacientes antes de que haya dafo
hepatico es el anti-HBc, anticuerpo dirigido contra el antigeno interno de los viriones. El
anti-HBc usualmente se detecta de tres a cinco semanas después que se detecta el HBsAg

en el suero y al inicio de la enfermedad clinica (Anexo 1) (2,25-27).

En la hepatitis B aguda resuelta se presentan los anticuerpos de tipo IgM, alcanzando su
pico maximo a los dos meses de manifestarse la enfermedad clinica y se hacen
indetectables a los ocho meses del inicio de la enfermedad clinica (Anexo 1). El anti-HBc¢
total en su mayoria es de tipo IgG y en una infeccion aguda resuelta, los titulos descienden
de tres a cuatro veces en el primer afio de la infeccion. Utilizando técnicas como la inmuno-
osmoelectroforesis pueden ser detectados estos anticuerpos de cinco a seis afios después de

la infeccion aguda en la mayoria de los pacientes (26,27).

Cuando la hepatitis B evoluciona a crénica ya sea activa 6 inactiva, los titulos de anti-
HBc total se mantienen mas altos que en las infecciones autolimitadas. Si bien la mayoria
de anti-HBc en las infecciones persistentes son IgG, los anticuerpos IgM contintian
produciéndose en caso de hepatitis B cronica con replicacion viral y lesion hepatica. Ambos

tipos de anticuerpos son detectables como anti-HBc total indefinidamente (Anexo 2) (27).

Algunos portadores del VHB no producen anticuerpos anti-HBc, lo que se considera

como un defecto selectivo de la respuesta inmune (28).

Existen estudios que demuestran la importancia de la deteccion de los anticuerpos anti-
HBc, pues se han documentado pacientes con HBsAg negativo y anti-HBc total positivo,

quienes podrian transmitir la infeccion (27,28).
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e. HBeAg

El HBeAg es un péptido soluble derivado del “core” viral. En las infecciones agudas
resueltas se ha demostrado que este marcador es detectable simultineamente a pocos dias
después de la aparicion del HBsAg; su curva de elevacion y descenso es parecida a la del
HBsAg (Anexo 1). El HBeAg declina aproximadamente a las 10 semanas de inicio de la
enfermedad clinica (Anexo 1). Usualmente desaparece antes de que desaparezca el HBsAg
en infecciones agudas resueltas (Anexo 1). Los pacientes que permanecen positivos para el
HBeAg por 10 o mas semanas después del inicio de la enfermedad clinica (Anexo 2), se

consideran con una infeccion persistente (2,29-31).

Las infecciones cronicas con presencia de HBeAg son activas, por lo tanto este antigeno
es considerado como marcador de replicacion viral y cronicidad. Estudios recientes han
demostrado que mutaciones en la regiéon Pre-C y promotores del core viral de los diversos
genotipos del virus provocan que el HBeAg no se exprese y no se pueda detectar por
técnicas de EIA o RIA; el genotipo B es el que presenta mayor porcentaje de mutaciones

(88 por ciento) (2,29-31).

f. Anti-HBe

La aparicion de anticuerpos anti-HBe en el curso de una infeccion aguda indica
generalmente buena evolucioén y una baja infectividad del paciente. En la mayoria de los
casos es detectable poco antes de que desaparezca HBsAg, pudiendo ser positivo durante
varios afos después de la infeccion. El anti-HBe en la hepatitis B aguda resuelta, aparece
en la mayoria de los pacientes, cuando el HBeAg se vuelve indetectable o bien, un tiempo
breve después de esto. El anti-HBe persiste durante uno a dos afos después de la resolucion

de la infeccion del VHB (2,31).

En las infecciones crénicas no activas, cerca del 75 por ciento de pacientes presenta

anticuerpos anti-HBe y HBeAg negativo (Anexo 2 seroconversion) (31).
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2. Técnicas de laboratorio para determinacion de marcadores seroldgicos

En la actualidad, el radioinmunoanalisis (RIA) es la técnica mas sensible para la
deteccion de marcadores seroldgicos de hepatitis B, pero tiene el inconveniente de necesitar
un laboratorio para el manejo de radioisotopos. Por ello en nuestro medio se utiliza la
técnica de enzimoinmunoanalisis (EIA) para el tamizaje de donadores de sangre, ya que es

una técnica que cuenta con una sensibilidad y especificidad satisfactorias para el proposito

(16,19,32).

Todos los inmunoanalisis para los antigenos y anticuerpos relacionados con el VHB
estan basados en disefios en fase solida: analisis directo del antigeno, anélisis directo del
anticuerpo o andlisis competitivo para el anticuerpo. Todas utilizan anticuerpos
monoclonales y antigenos recombinantes. La peroxidasa de rdbano picante, con orto-
fenilendiamina (OPD) y Tetrametilbenzidina (TMB) como sustrato, es el sistema de EIA

mas utilizado en los ensayos para determinar la reactividad de marcadores para VHB

(19,32).

El ADN-VHB es el marcador mas especifico para la hepatitis B, la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) se ha aplicado en los ltimos afios como técnica confirmatoria en
pacientes con patrones atipicos de los marcadores seroldgicos y para seguimiento de los

pacientes en tratamiento; sin embargo el costo es elevado para nuestro medio (32).

E. Epidemiologia

1. Vision general

Alrededor del mundo se estima que mas de 300 millones de personas son portadores del
VHB; en ciudades desarrolladas del Norte de Europa, Italia y Australia, la infeccion por el
VHB tiene una prevalencia media de 0.5 por ciento y estd confinada a grupos con
conductas de alto riesgo. El 15 por ciento de los estadounidenses tiene anti-HBs, aunque en

la mayoria no hay antecedentes de hepatitis viral (33).
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La prevalencia del anti-HBs se incrementa con la edad, como lo demuestra un estudio
realizado en residentes del area de Washington D.C.; dicho trabajo demostr6 que nifios
lactantes menores de un afio de edad no poseian anti-HBs, los nifios comprendidos entre 5 a
9 afios presentaron un tres por ciento, nifios de 10 a 14 afios un siete por ciento, adultos de
20 a 29 afos un 24 por ciento y en personas mayores de 50 afios presentaban un 32 por

ciento de seroprevalencia (33,34).

En otras partes del mundo, especialmente paises en desarrollo, la hepatitis B es
endémica, asi, en el oeste de Africa, en el este de Asia, es comun que el 70 por ciento de los
nifos menores de 15 afios tengan evidencia seroldgica de la infeccion, con alta
predisposicion a sufrir las consecuencias a largo plazo (hepatitis cronica, cirrosis o cancer
del higado). En dichas ciudades el porcentaje de portadores del virus oscila entre 10 y 20

por ciento (33-35).

Seglin la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) y la Organizacion Mundial para
la Salud (OMS), en América Latina la tasa de portadores de HBsAg positivo es alrededor
del uno a dos por ciento, en el Caribe existe una prevalencia del cuatro por ciento y del
ocho por ciento en el Amazonas. En otros nucleos urbanos de América Latina la

prevalencia tiene una media de 11 por ciento (36,37).

2. Hepatitis B en Guatemala

En Guatemala, la informacion actualizada sobre VHB se obtienen en la primera reunioén
de consenso de hepatitis viral, llevada a cabo en 1996 en Panama, donde el Dr. Carlos
Mejia (Infectdlogo, Jefe de la Unidad de Epidemiologia del Hospital Roosevelt,
Guatemala), refirid que en un estudio realizado en donadores de sangre de ese hospital
entre los afios 1989 a 1993, se encontrd una seroprevalencia para hepatitis B del 0.4%. Las
cifras para 1994, 1995 y los primeros cinco meses de 1996 fueron de 0.5, 0.6 y 0.7 por

ciento respectivamente (38,39).
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El Dr. Mejia senald que el porcentaje de portadores del VHB se incrementa por la
practica de conductas de riesgo, la prevalencia obtenidas en 1990 para reclutas del ejército
es 2 por ciento, 5.5 por ciento en pacientes que asisten a clinicas de enfermedades de
transmision sexual, 4 por ciento en pacientes politransfundidos y 2 por ciento en un grupo

de policias (38,39).

En otro estudio realizado por el Dr. Mejia en 1990, se relacion6 el tiempo de practica
hospitalaria con la deteccion de anti-HBc. Los estudiantes de medicina al ingresar a la
facultad presentaron cero por ciento, los residentes e internos presentaron un 3.7 por ciento
y médicos con mas de 10 afios de practica presentaron un 10.2 por ciento. Ademas se hizo
una separacion entre los profesionales con especialidades no quirrgicas y quirtrgicas,
encontrando que el primer grupo presentd un 4.6 por ciento de positividad para anti-HBc y

el segundo grupo un 15.4 por ciento (39).

Se evaluaron los factores de riesgo de contagio en los pacientes con Hepatitis B
atendidos en el Hospital Roosevelt entre 1994 a 1995 y se determind que 40 por ciento era
por promiscuidad sexual, 33 por ciento se debia a recepcion de componentes sanguineos
contaminados, tres por ciento por uso de drogas intravenosas, dos por ciento via vertical,
dos por ciento por accidentes en personal paramédico y 20 por ciento de casos que no se

pudo definir el tipo de contagio (38-41).

En 1998, otro estudio realizado en pacientes hemato-oncoldgicos del Hospital
Roosevelt, relacion6 el riesgo de adquirir el VHB a través de terapia transfusional; de este
modo se reportd el primer caso de infeccion de hepatitis B adquirido en la unidad de

Oncologia (40,41).

Los patrones de infeccion por el VHB son muy variables, pero las formas de transmision
mas comunes en el medio guatemalteco son: contacto sexual y recepcion de componentes
sanguineos contaminados. El riesgo de adquirir hepatitis es mayor en pacientes

politransfundidos, ya que en un estudio realizado en el Hospital Roosevelt en pacientes que
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recibieron una a cuatro transfusiones el riesgo es de uno por ciento, mientras que con cuatro

0 mas transfusiones el riesgo es del 30 por ciento (39-41).

La poblacion de Guatemala en general, presenta un 3 por ciento de seropositividad para
el HBsAg y un 21 por ciento presenta evidencias de infeccion en algin momento de su
vida (41).

F. Normas de banco de sangre respecto a pruebas contra el VHB

1. OMSy OPS

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 Transmision de Enfermedades, establecen (42):

“Los servicios de Banco de Sangre examinaran 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 (HBsAg)

d) Anticuerpos contra el virus de la hepatitis C (anti-HC)

e) Anticuerpos contra Trypanosoma cruzi (enfermedad de Chagas)

f) Anticuerpos contra sifilis

Los servicios de Banco de Sangre estableceran y documentaran procedimientos para
determinar las pruebas adicionales que se aplicaran a cada unidad de sangre donada, para
evitar la transmision de infecciones a través de las transfusiones de sangre y componentes
sanguineos. Para ello, se tomard en cuenta la situacion epidemioldgica de la region
geografica, la sensibilidad y especificidad de las metodologias de laboratorio,

caracteristicas de los futuros receptores de componentes sanguineos. El Banco de Sangre
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analizara estos factores en forma permanente y anualmente emitird un dictamen indicando
las modificaciones y los motivos. En caso que no se aplique una modificacion a las
pruebas, el dictamen deberd indicarlo claramente. Las pruebas que se recomiendan en este

enfoque incluyen:

e Anticuerpos contra “Core” de hepatitis B (anti-HBcore)
e Anticuerpos contra malaria
e Anticuerpos contra el virus linfotrépico humano tipo 1 (anti-HTLV 1)

e Anticuerpos contra el virus linfotrépico humano tipo 2 (anti-HTLV 2) (42).

No se transfundird sangre completa o componentes sanguineos si uno o mas de los
resultados de las pruebas de tamizaje es positivo. La aplicacion de pruebas confirmatorias
se hard con fines de diagnoéstico, vigilancia epidemioldgica y de investigacion. Las
muestras de los donantes deberdn almacenarse en condiciones apropiadas de acuerdo a

regulaciones locales” (42).

2. Asociacion Americana de Bancos de Sangre (AABB)

En el Manual Técnico y Estandares, 12 Edicion, en la Seccion 8 relativa a las pruebas

para donadores de sangre, establece (43):

“Exémenes requeridos:

a) Cada donacion de uso alogénico debe ser examinada para el Sistema ABO y
Sistema Rh

b) Si los donadores tienen una historia previa de embarazo o transfusion los sueros
deben ser examinados para el rastreo de anticuerpos irregulares

c) Antigeno de VIH (p24)

d) Anticuerpos contra el virus de la inmunodeficiencia adquirida tipo 1 (anti VIH 1)

e) Anticuerpos contra el virus de la inmunodeficiencia adquirida tipo 2 (anti VIH 2)
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f) Anticuerpos contra el virus de la hepatitis C

g) Anticuerpos contra el virus linfotropico humano tipo 1 (HTLV 1)

h) Anticuerpos contra el virus linfotrépico humano tipo 2 (HTLV 2)

1) Anticuerpos contra la sifilis

j) Antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg)

k) Anticuerpos contra “Core” de la hepatitis B (anti-HBc)

1) Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), para la deteccion de ADN de VHB

m) Antigeno “e” de la hepatitis B (HBeAg ) para determinar replicacion viral activa”

(43,44).

3. Normas de Banco de Sangre de Guatemala

El Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, en el Reglamento de la Ley de
Servicios de Medicina Transfusional y Banco de Sangre, emitido por Acuerdo Gubernativo
No. 75-2003, en el Capitulo III relativo al procesamiento de la sangre y sus componentes de

la conservacion, respecto a pruebas seroldgicas, establece (45):

“Articulo 13. Pruebas. Toda unidad de sangre sin excepcion alguna incluyendo casos de
suma urgencia para uso en humanos o en investigacion, deberd ser sometida a analisis
e 113 . ’ . .
minimos, cuyo resultado en la prueba debe ser “no reactiva”, para certificar que no tiene
evidencia seroldgica de enfermedades transmisibles por transfusion sanguinea y seran

obligatorias las siguientes (45):

a) Anticuerpos contra el virus de inmunodeficiencia humana 1y 2
b) Antigeno de superficie del virus de la hepatitis B

¢) Anticuerpos contra el virus de la hepatitis C

d) Anticuerpos para Trypanosoma cruzi (enfermedad de Chagas)
e) Anticuerpos para Treponema pallidum (sifilis)

f) Grupo Sanguineo y Rh. En casos de Rh negativo debera ser confirmado.
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g) Cuando los derivados de componentes sanguineos sea para el uso en pacientes
inmunosuprimidos o para exanguineo transfusion en recién nacidos, debera
investigarse anticuerpos para citomegalovirus.

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

Nacional de Banco de Sangre, considere necesarias” (45).

La ley de Servicios de Medicina Transfusional y Banco de Sangre de Guatemala no
obliga a realizar la prueba de anticuerpos contra “Core” de hepatitis B, como prueba de
tamizaje para componentes sanguineos que son administrados a pacientes que asisten a la

Red de Hospitales Nacionales (45).

G. Red Nacional de Bancos de Sangre

Los Hospitales Nacionales que prestan el Servicio de Medicina Transfusional y Banco

de Sangre esta distribuidos en las siguientes regiones (46):

1) Region Metropolitana:
e Hospital General “San Juan de Dios”, Guatemala

e Hospital Roosevelt, Guatemala

2) Region Sur-occidente:
e Hospital Nacional de San Marcos “Dr. Moisés Villagran”
e Hospital Regional de Occidente “San Juan de Dios”, Quetzaltenango
e Hospital Nacional de Totonicapan “Dr. Jos¢ Felipe Flores”
e Hospital de Huehuetenango

e Hospital Nacional de Solola “Dr. Juan de Dios Rodas”
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3) Regién Central:
e Hospital Nacional de Chimaltenango
e Hospital Nacional “Pedro de Betancourt”, San Felipe de Jestis, Antigua

Guatemala

4) Region de Oriente:
e Hospital Nacional de Guastatoya, El Progreso
e Hospital de la “Amistad Japén-Guatemala”, 1zabal

e Hospital Nacional de Jutiapa “Ernestina Garcia Vda. de Recinos” (46)

De la anterior red de hospitales solamente en la region metropolitana y en el Hospital
Regional de Occidente “San Juan de Dios” Quetzaltenango, realizan la prueba de anti-HBc

total en componentes sanguineos transfundidos (46,47).

En estudios de tesis realizados en el Hospital Roosevelt y en el Hospital Regional de
Occidente “San Juan de Dios” Quetzaltenango, se determind que en ambos hospitales hay

un ocho por ciento de seropositividad al anti-HBc total (46,47).

El estudio realizado en el Hospital Roosevelt de Guatemala buscaba evidencia
serologica de la infeccion por virus de la hepatitis B en el suero de 1012 donadores (en el
periodo comprendido del 20 de enero al 17 de febrero de 2001), a través de los siguientes
marcadores serologicos: HBsAg, anti-HBs IgG, anti-HBc¢ IgM, anti-HBc total, HBeAg y
anti-HBe. Los resultados fueron los siguientes: 80 muestras positivas para anti-HBc total
(8 por ciento), 2 muestras positivas para HBsAg (0.2 por ciento) y 1 muestra positiva para
HBeAg (0.1 por ciento), concluyendo que existe un incremento de la captacion de unidades

sanguineas positivas a anti-HBc total (46).

En el Hospital Regional de Occidente “San Juan de Dios” Quetzaltenango, se estudio la
importancia de la deteccion de Anticuerpos anti-Core del VHB en el suero de 117

donadores negativos a HBsAg (en el periodo comprendido del mes de mayo a agosto de
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2003); obteniendo como resultado 14 muestras positivas para anti-HBc total (8 por ciento)
donde el 50 por ciento de estos casos positivos pertenece al departamento de

Quetzaltenango y el otro 50 por ciento pertenece al area del sur-occidente (47).

H. Transmision de VHB por transfusiones

1. Situacion mundial

En la actualidad la transmision del virus de la hepatitis B por transfusion de
componentes sanguineos es rara, debido a que la mayoria de los paises a nivel mundial ha
establecido pruebas de tamizaje (HBsAg y anti-HBc) para los donadores, lo que permite

detectar la infeccion por VHB (48).

La AABB en 1972, estableci6 como norma obligatoria determinar el HBsAg y entre
1986 y 1987 el anti-HBc, ya que en algunos portadores de VHB es el tinico marcador
serologico detectable. Las técnicas de EIA y RIA permitieron la deteccion de HBeAg, y
posteriormente la técnica de PCR permitio la deteccion de particulas virales en individuos
en periodo de ventana y estado de cronicidad. Utilizando estos dos marcadores la AABB en
1996, estim6 en 1 por ciento la presencia de VHB en 66,000 unidades de sangre tamizadas,
mientras que en 1998 el New York Blood Center estim6 la presencia del VHB menor al 1
por ciento en 200,000 unidades de sangre. Se estima que un porcentaje reducido de
donadores es portador de VHB con niveles indetectables de HBsAg, lo que predispone a un

nimero de receptores a adquirir y desarrollar la infeccion (48-50).
2. Guatemala
Seglin las estadisticas de la Comision Nacional de Bancos de Sangre, la prevalencia de

HBsAg en donadotes a nivel nacional se estima entre 0.2 a 1.0 por ciento y para anti-HBc

esde 4 a 11 por ciento (51).
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La estadistica del Banco de Sangre del Hospital Roosevelt realizada de 1990 a 1998,
reporta que se atendid 51,858 donadores. Con la implementacion de la entrevista y de un
examen fisico ademds de las pruebas de tamizaje, se demostrd en el afio de 1996 que
disminuyd la obtencion de unidades de sangre positivas a VIH en 0.6 por ciento, para el
VHC en 0.8 por ciento y para HBsAg en 0.5 por ciento. Con la introduccion de la prueba de
tamizaje anti-HBc total en el afio de 1995, se observo un incremento en la captacion de
donadores con antecedentes de infeccion por VHB, alcanzando en el afio de 1999 un 9.43
por ciento de positividad para el anti-HBc total. La poblacion de donadores de sangre por
ser una poblacion seleccionada y tamizada no aporta datos reales de la prevalencia del VHB

en la poblacion en general de Guatemala (46).

La utilizacion de anti-HBc en el tamizaje de componentes sanguineos tiene el proposito
de reducir el riesgo de adquirir la infeccion del virus de la hepatitis B a través de
transfusiones sanguineas; sin embargo las autoridades que administran los diferentes
hospitales que prestan el servicio de banco de sangre en su gran mayoria no realizan esta

prueba de tamizaje ya que representa un costo econdémico adicional (46,52).

El tnico estudio sobre la evidencia serologica de infeccion por el VHB en donadores de
sangre de la region sur-occidental de Guatemala, se realizé en el afio 2003 en el Banco de
Sangre del Hospital Regional de Occidente “San Juan de Dios” Quetzaltenango, al detectar
el marcador serologico anti-HBc total (47). Obtuvieron un ocho por ciento de
seropositividad para este marcador serologico; otro aporte significativo del estudio fue
establecer la entrevista a donadores y la implementacion de la prueba anti-HBc total como

rutina en dicho banco de sangre (47).

Las recomendaciones de este estudio fueron realizar PCR y HBeAg al suero de
donadores positivos a anti-HBc total, para demostrar que son muestras infecciosas y que

existe el riesgo de transmitir hepatitis B a receptores de componentes sanguineos (47).



28

IV. JUSTIFICACION

Los estudios de tesis realizados en el Hospital Roosevelt de Guatemala y Hospital
Regional de Occidente “San Juan de Dios” Quetzaltenango, indican un ocho por ciento de
seropositividad de donadores a la prueba de anti-HBc total; sin embargo, en el reglamento

de Medicina Transfusional y Banco de Sangre de Guatemala la prueba no es obligatoria.

El estudio del HBeAg busca darle la importancia al anti-HBc total como prueba de
tamizaje para reducir el riesgo de infeccion por VHB en Medicina Transfusional y Banco
de Sangre. El tnico estudio sobre HBeAg se realizo en el Banco de Sangre del Hospital
Roosevelt en el afio 2001, con 1012 donadores de los cuales 80 eran positivos a anti-HBc¢

total y 2 positivos a HBsAg y de éstos uno era positivo para HBeAg (0.1 por ciento) (46).

Basandose en la informacion anterior, este estudio pretende determinar en donadores
anti-HBc total positivo y HBsAg negativo, replicacion viral activa a través de la deteccion
del HBeAg. La presencia de este antigeno indica el riesgo de contraer VHB a través de la
recepcion de sangre o sus componentes. Ademds, muchos receptores son

inmunosuprimidos, en quienes la Hepatitis B puede ser una infeccion letal (46,47).
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V. OBJETIVOS

e General

Determinar el porcentaje de donadores positivo para anti-HBc total, que presentan

HBeAg.

e Especificos

1. Detectar el HBeAg en donadores previamente tamizados como HBsAg negativo

y anti-HBc total positivo.

2. Establecer en donadores de sangre HBsAg negativos y anti-HBc total positivo,

el estado de portador activo a través de la deteccion de HBeAg.

3. Determinar el porcentaje de donadores positivos a HBeAg, para confirmar la

importancia de la prueba de tamizaje anti-HBc total.

4. Establecer conductas de riesgo entre los donadores anti-HBc total positivos y
HBeAg positivos, a través de la entrevista que se utiliza en la seleccion de

donadores.
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VI. HIPOTESIS

En los donadores que asisten al Banco de Sangre del HRO, que presentan serologia
negativa para HBsAg y positiva para anti-HBc total, un porcentaje mayor de 0.1 por ciento

es HBeAg positivo.



31

VIl. MATERIALES Y METODOS

A. Universo
Donadores que asistieron al Banco de Sangre del Hospital Regional de Occidente “San

Juan de Dios” Quetzaltenango, durante el periodo de abril a diciembre de 2004.

B. Muestra

En el periodo de abril a diciembre de 2004 se aceptaron 1417 donadores, a los cuales se
les realizé pruebas de tamizaje de HBsAg y anti-HBc total. De este tamizaje se obtuvo 71
muestras de donadores negativos a HBsAg y positivos a anti-HBc total. Las 71 muestras se

congelaron a -30°C en un banco de sueros para la posterior deteccion de HBeAg.

C. Recursos humanos e institucionales

1. Recursos humanos
e Asesor: Licda. Gloria Hidalgo Rivas Q.B. MSc. Jefe de Banco de Sangre del
Hospital Privado la Democracia S.A. Quetzaltenango.

e Tesista: Br. César Valdemar Racancoj Lopez.

2. Recursos institucionales

e Banco de Sangre Hospital Regional de Occidente “San Juan de Dios”,
Quetzaltenango: Aporta la autorizacion para trabajar con la poblacion de donadores
del mes de abril a diciembre de 2004.

e Banco de Sangre del Hospital Privado la Democracia S.A.: Lugar donde se
desarroll6 la investigacion.

e Centro de Investigacion en Biologia Celular y Molecular en Costa Rica (CIBCM):
Lugar donde se evaluo presencia de ADN del VHB en 15 muestras tomadas al azar.

e ROCHE Diagnostic: Apoyo la investigacion donando un Kit para la deteccion de

HBeAg.
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D. Materiales
1. Equipo
congelador para sueros a -30 °C marca HAT

a
b. refrigeradora para reactivos a 5 °C marca Mabe

lector de ELISA marca Strip-Reader

o

o

incubadora marca Lab-Line

2. Reactivos

a. Kit ELISA InmunoLISA ORGENICS, inmunoensayo enzimdtico de tercera
generacion (ELISA) para la deteccion de antigeno “e” del virus de la hepatitis B.
Codigo: 40264000, Version 264/E2 y Formato 1X96 tests, con fecha de

vencimiento 05/2006.

3. Cristaleria

a. 100 viales de plastico con capacidad de 1.5 mL
b. micropipeta automatica de 40 a 200 puL

c. micropipeta automatica de 200 a 1000 uL

d. pipetas volumétricas de 10 mL

e. probetas de 500 mL

f. 1 bolsa de puntas nuevas

4. Materiales

a. caja de guantes descartables
b. lentes de seguridad

c. marcadores permanentes
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d. 1 rollo de masking-tape
e. 1 rollo de papel para impresion de resultados del lector de ELISA

E. Métodos
1. Entrevista

Esta se realizd a todos los candidatos a donadores que fueron aceptaron segun las
normas vigentes de seleccion del Banco de Sangre. La entrevista es la que se utiliza de
rutina para la seleccion de donadores en el Banco de Sangre del Hospital Regional de
Occidente; evalua el estado fisico determinando peso, presion arterial, pulso, temperatura;
datos generales de pruebas de laboratorio como hematocrito, grupo sanguineo y Rh y
antecedentes de conductas de riesgo para VIH 1 y 2, VHB, VHC, Chagas y Sifilis
(Anexo 3).

2. Toma de muestra

Se realiz6 de acuerdo al procedimiento establecido por el Banco de Sangre del

Hospital Regional de Occidente:
1) Se obtuvo 10 cc’® de sangre para el tubo piloto (con agilizador del coagulo), y se
determino el hematocrito, grupo sanguineo, Rh y pruebas seroldgicas de HIV 1+2,
HBsAg, anti-HBc total, VHC, Chagas y Sifilis.

2) Se recolectaron y almacenaron las unidades sanguineas a 5°C.

3) Los sueros de donadores negativos a HBsAg y positivos a anti-HBc total se

almacenaron a -30°C para la deteccion posterior del HBeAg.
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3. Deteccidn de Antigeno “e” del virus de la hepatitis B

3.1 Método ELISA

Se detecto el antigeno “e”, utilizando la técnica de ELISA de capturaa, la cual se

realizd de la siguiente forma:

a)
b)

c)
d)

e)
f)

g)
h)

)

k)
D

Se coloco un pozo vacio para el blanco de reactivo.

En cada uno de los siguientes tres pozos, se colocé 100 pL de control negativo.

En el siguiente pozo se coloco 100 pL de control positivo.

A partir del pozo 6, se colocd en cada pozo 100 uL de cada muestra, utilizar tantos
pOZos como muestras a correr.

Se incubé la placa por 60 minutos a 37 °C.

Se lavo la placa en forma manual, colocando aproximadamente 300 pL de la
solucion de lavado, 5 veces por 30 segundos.

Se agreg6 100 puL de conjugado diluido, excepto en el pozo para blanco.

Se incubé la placa por 60 minutos a 37 °C.

Se lavo la placa 3 veces, como en el lavado indicado en el inciso f).

Se agreg6 100 uL de TMB / H,0, en cada pozo de la placa, incluyendo el pozo para
blanco.

Se incubd la placa por 20 minutos a temperatura ambiente y en obscuridad.

Se agregd 100 pL de solucion de parada en cada pozo de la placa para detener la

reaccion.

m) Se ley6 la absorbancia de la placa en un lector de ELISA con filtro dual de 450 nm

n)

y 630 nm.
Se interpreto los resultados en base a los valores establecidos como punto de corte a

partir del cut-off.

° Kit InmunoLISA HBeAg ORGENICS, Codigo: 40264000, Version: 264/E2 y Formato 1 X 96 tests y con

fecha de vencimiento 05/2005.
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3.2 Deteccion del ADN VHB por PCR®

(I3
S

Se detectd el ADN viral a través de la amplificacion de la region del virus de la

hepatitis B. Para ello se realizaron las siguientes fases:

a) Extraccion del ADN viral del suero de 15 donadores tomados al azar: La extraccion del

ADN viral se realizo utilizando proteinasa K, solucién de lisis y etanol al 95%.

b) Amplificacion de la region “s” del virus de la hepatitis B: Se utilizé el ADN extraido de
cada muestra de los donadores y se realizé diluciones 1:10 y 1:100 con agua ultra pura
con el objeto de detectar el nimero de copias virales por mililitro.

Se utilizd un control positivo (ADN clonado correspondiente a la region “s” del VHB) y
un control negativo (ADN humano) para cada una de las 15 muestras.

Para la amplificacion del ADN viral se agreg6 solucion amplificadora que contenia un
cebador anterdgrado (5°), un cebador inverso (3’) del gen “S” (el nombre referido por el
CIBCM fue sistema AMSO1Q, la secuencia de nucledtidos para ambos cebadores no fue
reportada), dinucleotidos trifosfato (ANTPs), buffer Tris-HCI, cloruro de potasio (KCl),
cloruro de magnesio (MgCl,), Triton X-100, Azida de sodio 0.05% y Taq polimerasa.

Se utilizé un ciclador térmico (Techne FTGO2TD) y un protocolo que constaba de un
ciclo de desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 minutos y 35 ciclos de amplificacion
cada uno constando de una fase de desnaturalizacion a 95 °C por 35 segundos, union de
los cebadores a 58 °C por 30 segundos y sintesis de ADN a 72 °C por 40 segundos. El
producto amplificado era de 452 pares de bases (pb).

¢) Revelado de los productos amplificados: A cada muestra amplificada de los sueros como
de control positivo y negativo se agregd solucion de marcaje y se le corrid una
electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio. Ademas se corridé un marcador de
peso molecular. La electroforesis se llevo a cabo en una camara de electroforesis (SEA
2000) y una fuente poder (Bio Rad Modelo Power Pack 300) por 2 horas a 120 voltios.

Se colocaron los geles en el trans-iluminador y se les tomo fotos.
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Interpretacion: La validacion de la prueba para el anélisis del ADN VHB por PCR en el
suero de 15 donadores, fue confirmada al observar que el control positivo presentaba
una banda que correspondia a 452 pb en el marcador de peso molecular (Anexo 5). El
control negativo no presentaba ninguna banda lo que excluia cualquier posibilidad de
contaminacion o falsos positivos.

Los sueros amplificados de los donadores si solamente mostraban una banda de 452 pb
en la muestra no diluida, tenian una concentracion viral de 3-5 x 10* copias/ml. Si la
banda aparecia en la muestra no diluida y en la dilucion 1:10 la concentracion viral era
de 3-5 x 10° copias/ml y si la banda aparecia en la muestra no diluida, en la dilucion

1:10 y también en la dilucién 1:100 la concentracion viral era de 3-5 x 10° copias/ml.

Informacion proporcionada por CIBCM de Costa Rica.

3.3 Deteccion de HBeAg a traves de ECLIA®

El método de ECLIA se realiz6 en una forma totalmente automatizada en un equipo

Roche Elecsys 2010.

a)

b)

Se llevdo a temperatura ambiente los reactivos refrigerados. El analizador realizé

automaticamente los procesos de atemperar, abrir y tapar los frascos.

Se colocaron los calibradores Cal 1 (calibrador negativo suero humano) Cal 2
(calibrador positivo HBeAg recombinante), un control positivo, un control negativo y

las 71 muestras del estudio.

La duracion del procedimiento en el aparato fue de 18 minutos, llevandose a cabo los

siguientes pasos:

Primera incubacion: Fueron tomados en forma automatizada 35 pl de calibradores,

controles y muestras. El test Elecsys HBeAg emplea anticuerpos monoclonales
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anti-HBe marcados con biotina, que se unen al HBeAg y luego utiliza un segundo

anticuerpo monoclonal marcado con rutenio, para formar un complejo sandwich.

e Segunda incubacion: Después se incorpord microparticulas recubiertas de
estreptavidina, fijandose el complejo a la fase solida por la interaccion entre biotina y
estreptavidina. La mezcla de reaccion fue trasladada a la célula de lectura, donde por
magnetismo, las microparticulas se fijaron temporalmente a la superficie del electrodo.
Los elementos no fijados se eliminaron posteriormente con el buffer Pro Cell. Al
aplicar una corriente eléctrica definida se produjo una reaccién quimioluminiscente

cuya emision de luz se midié directamente con un fotomultiplicador.

e Interpretacion de resultados: El sofware Elecys proporciond automaticamente los
resultados efectuando la comparacion de la sefial de electroquimioluminescencia con el
valor limite discriminatorio basandose en la medicion de Cal 1 y Cal 2. Los resultados
se indicaron como reactivos y no reactivos y también a través de un valor de indice
discriminatorio. Muestras con un indice discriminatorio < 1.0 fueron no reactivos y con

un indice > 1.0 fueron reactivas.

©OKit ROCHE, método ECLIA para determinacién de HBeAg. Catilogo 11820583 con fecha de
vencimiento 10/2005.

4. Disefio de la investigacion
El estudio fue de tipo descriptivo transversal, en el cual se analizaron muestras obtenidas
a partir de donadores que asistieron al Banco de Sangre del Hospital Regional, durante los

meses de abril a diciembre de 2004.

4.1 Muestray disefio de muestreo
El promedio anual de donadores que asiste al Banco de Sangre del HRO es de 2000.
Basandose en este dato y utilizando el programa Epi Info version 6.0, se establecid que el

nimero minimo de muestra (n) necesario para que el estudio fuera representativo de la
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poblacion estudiada era de 46 (n = 46); esto permitid establecer los valores estadisticos que
respalden la representatividad del estudio, con un nivel de confianza de 95 por ciento, un

limite de error de 0.001 (1%) y una frecuencia esperada de 0.1 por ciento.

En el periodo de abril a diciembre de 2004 se aceptaron 1417 donadores, a los cuales se
les tamiz6 para HBsAg y anti-HBc total, donde se obtuvo 71 muestras negativas a HBsAgy
positivas a anti-HBc total; este nimero de muestras cubrid la poblaciéon minima (n = 46),

que debid estudiarse para que el estudio fuera representativo.

El disefio de muestreo, fue por cuota (todos los que llegaron), donde 71 donadores
cumplieron los criterios de inclusion, recolectando las muestra en el periodo comprendido

de abril a diciembre de 2004.

4.2 Andlisis de resultados
La estimacion de la frecuencia del porcentaje de positivos para HBeAg, posee un

intervalo de confianza del 95 por ciento.

Se realizo prueba de hipotesis, de la proporcion, de la poblacion positiva a HBeAg,

utilizando la distribucion normal, con un nivel o = 0.05. Donde:

Ho: p > 0.001 (Hipotesis nula)
Ha:  p < 0.001 (Hipotesis alternativa)

Adicionalmente se realizd un andlisis con estadistica descriptiva, utilizando tablas y

porcentajes.
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VIll. RESULTADOS

De los 1,417 donadores entrevistados y estudiados seroldégicamente en el Banco de
Sangre del Hospital Regional de Occidente “San Juan de Dios”, Quetzaltenango 71 casos
llenaron los requisitos de ser HBsAg negativo y anti-HBc positivo para constituir la

muestra del estudio (Tabla 1).

Tabla 1
Resultados seroldgicos para Hepatitis B de donadores estudiados de abril a diciembre
2004, en el Banco de Sangre del Hospital Regional de Occidente “San Juan de Dios”,
Quetzaltenango (n = 1417)

HBsAg negativo /anti-HBc  HBsAg positivo /anti-HBc  HBSAg negativo /anti-HBc

positivo positivo negativo
71 6 1340
5.01 % 0.42 % 94.56 %

Fuente: Informe serologico del Banco de Sangre del HRO, de unidades sanguineas extraidas de abril a

diciembre de 2004 y que fueron positivos a los marcadores del VHB.

De las 71 muestras evaluadas para la presencia de HBeAg, utilizando el método de

ELISA, ninguna di6 un resultado positivo (Tabla 2).

Ninguno de los 15 sueros tomados al azar y enviados a Costa Rica para detectar la

presencia de ADN viral a través de la técnica de PCR fue positivo (Tabla 2).

De las 71 muestras corridas por el método de ECLIA, una (1.4 %) fue reactiva con un
indice discriminatorio de 1.17 y 70 (98.6 %) fueron no reactivas con indice discriminatorio

promedio de 0.088 (Tablas 2 y 3).



40

Tabla 2
Evaluacion de HBeAg en donadores HBsAg negativo y anti-HBcore positivo ( n = 71)

Metodologia Positivo % Negativo %
ELISA 0 0 71 100
PCR* 0 0 15 100
ECLIA 1 1.4 70 98.60

*Se evaluaron 15 muestras al azar por esta técnica.

Fuente: Datos experimentales

Tabla 3
Interpretacién de muestras reactivas y no reactivas por ECLIA para HBeAg en donadores

HBsAg negativo y anti-HBcore positivo (n = 71)

Indice discriminatorio Interpretacion NuUmero de casos (%0)
> 1.0 Reactivo 1 ( 1.40% )
< 1.0 No reactivo 70 (98.60 % )

Fuente: ROCHE Diagnotic catalogo 11820583.

Los motivos de donacion en 71 donadores positivos para anti-HBc¢ total se clasificaron
en donacion familiar o reposicion, donacion remunerada o profesional y la donacién
voluntaria. Se obtuvo el mayor porcentaje de casos de donacion familiar o reposicion

(Tabla 4).

Los rangos de edad, donde se realizé el mayor nimero de donaciones fue entre los 21 a

30 y 31 a 40 afios (Tabla 4).

Dentro de los antecedentes que relacionan a los casos positivos para anti-HBc con
factores de riesgo para contraer la infeccion, se encontré ocupaciones de riesgo alto,

intervencion quirdrgica y un caso que referia historia de ictericia (Tabla 4).
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De acuerdo a las encuestas realizadas a los 71 donadores positivos a anti-HBc¢ total,
33.8 % habian donado una vez o mas con anterioridad. Algunos de esos casos habian

donado en el mismo Banco de Sangre del Hospital Regional de Occidente (Tabla 4).

Tabla 4
Factores de riesgo y algunas caracteristicas demogréficas en donadores HBsAg negativo y

anti-HBcore positivo (n = 71)

No. De donadores %
Edad (rango)
18-20 3 4.2
21-30 24 33.8
31-40 24 33.8
41 -50 20 28.2
51-55 0 0.0
Motivo de donacion
Familiar o reposicion 37 52.1
Profesionales o remunerados 34 47.9
Ocupacién
Policias 4 5.6
Enfermeras 1 1.4
Ocupacion de Bajo Riesgo 66 92.9
Factores de Riesgo

Intervencion quirargica 2 2.8
Referencia de ictericia 1 1.4

Donaciones realizadas

anteriormente

Ninguna 40 56.3
Una 24 33.8

Dos 0 mas 7 9.9
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Fuente: Informacion obtenida de la entrevista a donadores del Banco de Sangre del HRO “San Jun de Dios”,

Quetzaltenango de abril a diciembre de 2004 (Anexo 3).

De los donadores positivos para anti-HBc se observd que la mayoria procedia de
Quetzaltenango, otros procedian de otros departamentos de la region sur occidental, Coban

y de Chiapas México (Tabla 5).

Tablab

Algunas caracteristicas demograficas en donadores HBsAg negativo y anti-HBcore positivo

Lugar de procedencia Numero de donadores %
Quetzaltenango 41 57.7
Sur-occidente 27 38.0

(San Marcos, Mazatenango, Retalhuleu,

Solol4, Totonicapan, Huehuetenango)

Alta Verapaz 1 1.4
Chiapas, México 2 2.8

Fuente: Informacion obtenida de la entrevista a donadores del Banco de Sangre del HRO “San Jun de Dios”,

Quetzaltenango de abril a diciembre de 2004 (Anexo 3).

El caso positivo para HBeAg era originario de San Juan Ostuncalco municipio de
Quetzaltenango, 38 afios de edad y ya habia donado en una oportunidad en el mismo Banco

de Sangre.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados de esta investigacion revelan que de 1417 donadores estudiados
serologicamente para el virus de la hepatitis B, el 5.01 por ciento (71 casos) presentaron
una infeccion cronica al ser HBsAg negativo pero anti-HBc positivo (Tabla 1). Este ultimo
marcador indica que el donador estuvo expuesto al virus en algin momento de su vida y la
respuesta inmune fue la produccion de anticuerpos inicialmente IgM y luego IgG contra el
antigeno interno de los viriones (HBcAg). Cuando la hepatitis B evoluciona a cronica ya
sea activa o no activa, los titulos de anti-HBc total se mantienen mas altos que en las
infecciones autolimitadas, por lo tanto estos anticuerpos son detectables indefinidamente a

lo largo de meses o afios (2,26,27).

La deteccion del antigeno “e” en los 71 donadores negativos a HBsAg y positivos a anti-
HBc total por el método de ELISA, PCR y ECLIA permitiria detectar cuantos de estos
donadores cronicos era de tipo activo o infeccioso (Tabla 2). Al realizar a estos sueros la

técnica de ELISA no se obtuvo resultado positivo. Esto pudo deberse a factores tales como:

a) Por falta de estandarizacion de la técnica previo a correr las muestras, todas las
muestras fueron positivas y por tanto se realizO cambios en la técnica
incrementando el tiempo de los ciclos de lavado. Al incrementar el tiempo de
lavado pudo provocarse una disminucién de la sensibilidad de 0.5 U IPE/ml y no

€ 9

detectar sueros positivos al antigeno “e”.

b) La expresion del HBeAg se ve afectada por mutaciones en la region pre-C y C del
genoma del virus, dando como resultado que los donadores con infeccion cronica

activa presenten titulos de HBeAg por debajo de los niveles de deteccion.

c) Las mutaciones en la region pre-C y C producen diferentes expresiones virales,
siendo algunas no detectadas por las pruebas de ELISA. Estas mutaciones se dan

principalmente en los genotipos B y F. Estudios moleculares han establecido que en
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Centro América el genotipo F esta presente en un 79 % de las cepas de la region

(2,11,12).

Debido a que los 15 sueros enviados a Costa Rica fueron negativos para la deteccion de
ADN viral no se pudo comprobar replicacion viral (Tabla 2). Entre estos sueros no estaba el
del donador que fue positivo a HBeAg por método de ECLIA. Los estudios de biologia
molecular no son accesibles econdémicamente para nuestro medio ya que el valor cotizado
para una muestra tratdndose de una investigacion era de Q 500.00. Actualmente no existe
ningin método comercial por PCR para amplificacion del ADN del virus en la region pre-C
y C, ya que estas son detectables tinicamente en los hepatocitos (9-12). Estos 15 sueros

también fueron negativos para HBsAg por ELISA.

El detectar una muestra reactiva para HBeAg por el método de ECLIA (Tabla 2 y Tabla
3) permiti6 demostrar que de los 71 donadores con hepatitis cronica, uno (1.4%) era de tipo

activo o infeccioso. Este resultado fue negativo en ELISA, lo cual pudo deberse a:

a) ECLIA es un método mas sensible y especifico que ELISA, ya que posee una

sensibilidad mayor de 0.3 U IPE/ml y una especificidad del 100%.

b) El procedimiento de ECLIA se llevd a cabo en un equipo completamente
automatizado, lo cual minimizo errores analiticos que estan presentes en un ELISA

realizado manualmente.

Los resultados obtenidos en el donador HBsAg negativo, anti-HBc total positivo y
HBeAg positivo comprobaron la hipotesis nula formulada, en la que se planted que “los
donadores que asisten al Banco de Sangre del HRO con serologia negativa para HBsAg y
positiva para anti-HBc total, un porcentaje mayor de 0.1 por ciento presenta HBeAg
positivo”. Esta investigacion sugiere la necesidad de realizar obligatoriamente el anti-HBc
total en el tamizaje seroldgico a donadores de sangre y que debe incluirse como prueba

obligatoria en el reglamento de Bancos de Sangre de Guatemala (45).
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En un estudio realizado en donadores del Banco de Sangre del Hospital Roosevelt, se
encontro en 1012 donadores, un caso de HBeAg positivo pero éste también tenia el HBsAg

positivo (46).

El motivo de la donacién en el Banco de Sangre fue principalmente la familiar y la
remunerada (Tabla 4), lo cual se explica por la politica que han adoptado los Hospitales
Nacionales, donde como requisito para que los pacientes sean ingresados deben llevar dos
donadores; de esta forma, la familia se ve en la necesidad de buscar familiares o pagar
donadores. Estos resultados también evidencian que la cultura de donar sangre de forma

voluntaria no existe en la poblacion guatemalteca debido a:

a) El Ministerio de Salud y la Comisién de Bancos de Sangre no ha desarrollado
politicas para educar a la poblacion sobre la importancia de la donacién voluntaria y
no ha establecido estrategias o campafias para la promocion de esta actividad a

través de medios de comunicacion masivos como radio, television, prensa escrita.

b) Por la falta de educacion, existen mitos sobre donar sangre como el de que donar
produce aumento de peso, pérdida de la potencia sexual, temor a infectarse de VIH
y el miedo; esto representa un obstaculo para fomentar la donacion voluntaria pero

pueden ser eliminados con una adecuada informacion.

La donacién voluntaria implica que la sociedad debe disponer de suficientes personas
sanas dispuestas a donar sangre de modo altruista ya que es la Unica forma de solucionar
satisfactoriamente las necesidades de captacion de unidades sanguineas seguras. Por ello al
donador voluntario se le debe proporcionar facilidad de horario y ser atendido con la mayor
amabilidad y profesionalismo. El Banco de Sangre tiene la obligacion de vigilar el
cumplimiento de los principios éticos, de la no comercializaciéon de los componentes
sanguineos y la responsabilidad de incorporar los avances tecnologicos para el tamizaje de

unidades sanguineas, para proporcionar sangre y sus componentes en forma segura (53).
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Los dos grupos, de acuerdo a la edad, con el porcentaje mas alto de casos positivos para
anti-HBc total (Tabla 4), pertenecian a la poblacion mas joven, la que tiene mayor
disposicion a donar pero también la mdas activa sexualmente, siendo este factor un riesgo
para adquirir y transmitir el VHB. En uno de estos dos grupos se encontrd el tnico caso

HBeAg positivo (7,8).

Los donadores que presentaron anti-HBc positivo con antecedentes de riesgo para la
infeccion fueron pocos (Tabla 4), pero estos no fueron diferidos o rechazados en la
entrevista. Esto se debid a que la entrevista era realiza en forma rapida, para llenar un
requisito no para investigar los antecedentes del donador. Y es que el Banco de Sangre del
Hospital Regional de Occidente cuenta uUnicamente con dos técnicos, para realizar
entrevistas, examen fisico y pruebas preliminares (determinacion de grupo sanguineo y
hematocrito), asi como flebotomia, pruebas inmunolédgicas, separacion de componentes
sanguineos, descarte de componentes sanguineos y realizacion de compatibilidades. El
personal no es exclusivo del Banco de Sangre ya que éste no posee autonomia sino es otra

area mas del laboratorio. Esto impide que el personal reciba una adecuada capacitacion.

Otro antecedente significativo obtenido en la encuesta, fue el del nimero de donaciones
realizadas por los donadores seropositivos a anti-HBc (Tabla 4). De los 31 casos que
habian donado méas de una vez, 7 lo habian hecho por segunda vez en el mismo Banco de
Sangre, siendo aceptados en la fase de entrevista y de donacion sanguinea, pero no en la de
tamizaje serologico, descartdndose las unidades después de obtener estos resultados y
haberlas extraido. El problema que causan estos donadores remunerados es el de gasto de
recursos humano, tiempo y costo de pruebas inmunolodgicas; sin embargo, el principal
problema esta en no notificar los resultados de las pruebas a los donadores, ya que la OMS
(55) establece que los servicios de Banco de Sangre estableceran un procedimiento para
que los donantes sean notificados de cualquier anormalidad médica significativa que sea
detectada en la evaluacion de pre-donacién o como resultado de las pruebas serologicas. El
Banco de Sangre ademas de notificar debe de asegurarse que los donantes reciban apoyo y

orientacion.
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El analisis de la procedencia de los 71 donadores estudiados (Tabla 5), indica la
importancia del Banco de Sangre, como parte del Hospital Regional de Occidente “San
Juan de Dios”, el cual es considerado un centro de referencia para el departamento de
Quetzaltenango, la region sur occidente y Chiapas, México cuyos pobladores les queda mas
accesible venir a Quetzaltenango que a otro estado mexicano. Esto obliga a toda la Red
Nacional de Bancos de Sangre a brindar unidades de sangre y sus componentes bajo los

estandares mas altos de calidad para el beneficio de la poblacion (54,55).

La mayoria de los donadores seropositivos a anti-HBc total, provenian de areas de la
costa del departamento de Quetzaltenango como: Colomba, El Palmar, Flores Costa Cuca,
Coatepeque. Estos resultados concuerdan con los de otra tesis realizada en el afo 2003,
titulada “Importancia de la deteccion de anticuerpos anti-core del virus de la hepatitis B, en

donadores del Banco de Sangre del Hospital Regional de Occidente” (47).
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X. CONCLUSIONES

El método de ELISA no permitio6 la deteccion de casos HBeAg positivos, en el grupo de

71 donadores HBsAg negativo y anti-HBc¢ total positivo.

El método de ECLIA permiti6 detectar un donador (1.4%) positivo HBeAg, en el grupo
de 71 donadores HBsAg negativo y anti-HBc total positivo.

La deteccion de un caso de HBeAg positivo por el método de ECLIA se debid
probablemente a la sensibilidad del método, ya que se realizd en un equipo
automatizado lo que minimiz6 errores analiticos y de estandarizaciéon que estuvieron

presentes en el método de ELISA realizado manualmente.

La técnica de PCR realizada a 15 sueros de donadores tomados al azar, permitio
detectar que no eran infecciosos, al no detectar HBsAg y las técnicas de ELISA y

ECLIA que no eran donadores cronicos activos al ser HBeAg negativos.

El donador positivo para HBeAg por el método ECLIA permiti6 confirmar la presencia

de infeccion cronica activa en el grupo de estudio.

Se determino una prevalencia de HBeAg de 1.4 % en el grupo de donadores evaluados.
Este dato es ligeramente mayor al 1.25 % reportado previamente en el Hospital

Roosevelt.

La realizacion de la encuesta a los donadores en una forma inapropiada, incurre en
inadecuado uso del recurso humano y econdémico, ya que el costo de las pruebas de

ELISA utilizadas en el tamizaje es alto.
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Xl. RECOMENDACIONES

Revisar el reglamento de la Ley de Medicina Transfusional y Banco de Sangre con
el afan de incluir la deteccion de anti-HBc total como prueba obligatoria para el

tamizaje del VHB en donadores de sangre.

Realizar estudios con una poblacion mayor que la de este estudio, para comparar

sensibilidad y especificidad entre ELISA y ECLIA.

Concientizar al personal técnico de la importancia de realizar adecuadamente la
entrevista al donador, para aplicar correctamente los conceptos de donador

rechazado, diferido y aceptado.

Se recomienda la notificacion a donadores seropositivos, con la consejeria
adecuada para prevenir que estas personas infecten a otras y que no se presenten
nuevamente a donar, y conduzcan a gastos de recurso humano y econdémico en

banco de sangre.

Promover en la sociedad guatemalteca la donacion voluntaria a través de campafias

educativas que rompan los mitos de la poblacion.

La Comision Nacional de Bancos de Sangre y la Universidad de San Carlos de
Guatemala, a través de sus facultades de Medicina y Farmacia podrian trabajar
conjuntamente, en la organizacion de campafias educativas que promuevan la
donacién voluntaria y en actividades que apoyen la calidad y la investigacion en los

Bancos de Sangre; sobre todo los departamentales.

Separar el Banco de Sangre del Hospital Regional de Occidente del laboratorio
clinico, como una unidad totalmente diferente, para que cuente con el nimero

adecuado de técnicos y bien capacitados.
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ANEXO 1.
Gréfica de los marcadores seroldgicos
en la hepatitis B aguda

El primer marcador en aparecer es el HBsAg paralelamente aparecen el HBeAg y el
ADN-VHB en la replicacion viral; el sistema inmune del huésped inicia la respuesta contra
estos antigenos, con la aparicion del anti-HBc, posteriormente el anti-HBe y finalmente el

anti-HBs en la resolucion de la infeccion.

Tomado de: Panfleto informativo de Schering-Plough S.A.
T- INHEP-PAN-1/1996.
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ANEXO 2.

Evolucién de los marcadores seroldgicos de la
hepatitis B créonica

- ENFERMEDAD o
= AGUDA m‘“"i e mm
== R e seocomerin |
: AR ok : __L anti-HBe

En la hepatitis B cronica activa los marcadores serologicos permanecen elevados
por mas de seis meses; el anti-HBc total, HBsAg, HBeAg y ADN-VHB presentan titulos
elevados por mas de seis meses (grafico de la izquierda). En la hepatitis B cronica no activa
estan presentes anticuerpos anti-HBe, que corresponde a un HBeAg negativo. Los titulos de

anti-HBc permanecen elevados (grafico de la derecha).

Tomado de: Panfleto informativo de Schering-Plough S.A.
T- INHEP-PAN-1/1996.
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ANEXO 3.
Entrevista de donadores del
banco de sangre del HRO “San Juan de Dios” Quetzaltenango

; BANCO DE SANGRE FECHIA: .
; HOSPITAL REGIONAL DE OCCIDENTE [
¢ “San Jusn do Dise” DONANTE:

NOMBRES, APELLIDOS,

SIXO____EDAD__ _____ NACIONALIDAD OCUPACION ___

GRADO DE ESCCLARIDAD NINGUNA_____ PRIMARIA ____ SECUNDARIA ___ UNIVERSITARIA____ =
LUGAR Y FECHA DENACIMIENTO

IDENTIFICACION: CEDULA: PASAPORTE: __ LICENCIA:
GiRECCION DE RESIDENTIA TELEFONO

DIRECCION DE TRABAJC TELEFONO
CONSENTIMIENTO: YO _ Voluntariamente me presento

al Banco de Sangra a donar une unidad de sangre para; S
Entiendo que pravio a uLsar mi sangre se haran exdmenes para determinar si la misma es compatible con la
sangre del pacients (recaptor), asi como, las pruebas para detectar infeccién por el virus de itis B, infeccién por
el virus de hepatitis C, infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (SIDA), Sffilis, enfermedad de Chagas y
otras que sean necesarias 9n el momento de donacién.
Es de r_ni conocimiento que existe la posibilidad, que las prusbas para detectar enfermedades transmisibles por
transfusion sanguineas. alguna sea falsamente positiva. En caso de salir alguna prueba positiva, aunque sea falsa
pasitiva, sa le notificara por medio de un ente del Hospital Regional para que acuda al mismo y se le realicen pruebas
confirmatorias y/ o buscar la ayuda médica necesaria. Entiendo que por si necesidad o condicion del caso, la sangre
No @s usada en el paciente anotado amiba, quedara a disposicion del Banco de Sangre para su uso humanitario
mswmmmrmmmmwﬁmmmmiw.mlomw-aala Ley

PESO______ Pp:___ PULSO:__ = TEMPERATURA: _______ APARIENCIAGENERAL
PIEL_________CORAZON_ _______PULMONES._____ ABDOMEN OTROS

Descripcitn de anorma idad: I s -

ACEPTADO ___ —_ DIFERIDO RECHAZADO:

RESPONSABLE DE L4 ENTREVISTA ( y fecha) :

RESULTADOS DE PRUEBAS DE LABORATORID: .

His. T M Grupo y RH

HIV1e2 e e Y HCV ANTI CORE

SIFILIS CHAGAS cMv ~HTLV 142, —_
FECHA: # DE BOLSA

DONANTE: RECEPTOR: o e
SErRvCcilo:. GRUPOYRH: = .

FIRMA Y SELLO DEL BANCO
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r INFORMACION IMPORTANTE SOBRE HEPATITIS Y 8IDA |
! Tanto el SIDA como las HEPATITIS B y C se pueden trasmitir por las siguientes razones

1 USAR DORGAS INTRAVENOSAS, especialmente compartiendo jeringas con otras personas.

2 HACERSE TATUAJES, ACUPUNTURA O PERFORACIONES CORPORALES ( colocacién de aretes por ejemplo) sin utiizar material y/ 0

agujas descartables.

3 TENER RELACIONES SEXUALES CON DIFERENTES PAREJAS SIN USAR PRESERVATIVO.

4 TENER RELACIONES SEXUALES CON TRABAJADORAS O TRABAJADORES DEL SEXO.

5 TENER CONTACTO ESTRECHO O SEXUAL CON PERSONAS QUE ESTEN INFECTADAS CON: HEPATITIS B, HEPATITIS C O SIDA.

SIEN LOS ULTIMOS ARO USTED HA ESTADO EN CUALQUIERA DE LAS CONDICONES MENCIONADAS EN LOS PARRAFOS
ANTERIORES, DEBE ABSTENERSE DE DONAR SANGRE.

—

[{ ] zEntendid los paraios informativos sobre SIDA y HEPATITIS? - i Si _|No
2| s Presenta algun factor de riesgo para HEPATITIS / SIDA como io informado en el parrafo anterior? Si No -
3| ;Aciuaimente, se siente usted bien y goza de buena salud? = e SI__|No
4 na vez ha donado sangre? ; Cuando? ¢Donde? i Si_ |Neo
5 A vez ha sido rechazado como donante? I _ Si_ |No
6 | ¢Ha tenido alguna enfermedad infecciosa en el ultimo mes? - s, ) Si_ |No
7 | 4 Tiene gripe. tos, dolor de garganta o dificultar para respirar el diade hoy? oo A p N
8 %mmmmommm? e Si__{No
|9 | 4 Tiene problemas de presion arterial? - e |si No
10 | ¢ Ha tanido ictericia (piel amarilia), hepatitis, 0 analisis positivo de hepatitis? e Si No
11 | ¢ Estuvo tomando aigunos medicamentos en las Gltimas 4 semanas? ;Cual?  ;Porqué? Si No
12 ngmommmmwhwﬂm@umemlmﬁltnmosadi:s'? _ Si No
13 | ¢ Tuvo relaciones sexuales con aiguien que tenia SIDA, o exdmenes positivos de VIH, Hepatitis B 6 C en los Si No

dlitimos 12 meses?
14 gmmmmmmmmmmmtw&nmdm&maﬂo?

15 | ¢ Ha tenido relaciones sexuales con trabajadoras (es) de sexo en el Gltimo afio? . o No
16 gUséomMohmrdaﬁmesMsnonalgan_ualasunba,enlosﬁlm'losmmeses? No
17 _ﬂuvnoh.ah-lhdoporsiﬂus,gonomuolruinbedomsqenﬂlhsanmsﬁninosu ? No

¢iLes han hecho tatuajes, acupuntura, perforaciones de oreja o pinchaduras accidental con aguija de inyeczién
en los Gitimos 12 meses?

19 | s Fue operado de alguna afeccién seria en los Litimos 12 meses? e
20 | ¢ Ha recibido transfusiones de sangre, plasma o transplantes de 6rganos en los ultimos 12 « o
[21 | ¢ Tuvo usted paludismo en los ultimos 2 afios? Recibié medicamentos antipalidicos )
22
23

|

+Le han realizado algun tratamiento dental en las Gltimas 2 semanas? ko -

L Tuvo pérdida de peso inexplicable, manchas rosadas en la piel, fiebre por més de 10 dias, sudores
noctumos, diameas, manchas blancas en la boca o ganglios grandes?

24 | ;Ha recibido vacunas en los GHimos 6 meses?

25 | ¢Ha recibido tratamiento con hormona decrecimiento de origen pituitario humano
Para mujeres. ; Estuvo embarazada en las ultimas 6 semanas (parto 0 aborto) 6 Io estd ahora?
. Padece de alguna enfermedad grave de rifiones. corazon, pulmones, hemorragias y / 0 Alergias_
¢ Tiene que realizar algin tipo de actividad que implique riesgo para usted en las siguientes 24 horas: Trabajo
en las alturas, operador de maquinaria pesada u otro?

 Considera que su historial y estado de salud ectual implica algun riesgo para el receptor de su sengre? | 5i
Leyé y comprendic usted este cuestionario y fusron contestadas todas las dudas al respecto s

|
|

22eeR| LR 0N
z
[=]

RS

i’!S

FIRMA DEL DONADOR:

Eﬁﬂnn&:t{:uporsinmsidadooondﬁndelmo.lasammes
usada en el paciente anotado arriba, quederé a disposicion del Banco
de Sangre para su uso humanitario. Declaro que ho he recibido ningdn BANCO DE SANGRE

DIISPUNA BOSRAmIRR P 00N B 1AL TN MR GOm0 R T HOSPITAL REGIONAL DE OCCIDENTE
“San Jusa do Dies”

Tomada de: Registro Banco de Sangre
Hospital Regional de Occidente
“San Juan de Dios” /2003
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ANEXO 4. Antecedentes demogréficos de 71 donadores HBsAg negativo y anti-HBc
total positivo, del Banco de Sangre del Hospital Regional de Occidente “San Juan de
Dios”, Quetzaltenango.

Lugar de Procedencia.
. Quetzaltenango.

. San Marcos.

. Mazatenango.

. Retalhuleu.

. Solola.

. Totonicapan.

. Huehuetenango.

. Alta Verapaz.

. Chiapas México.
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ANEXO 5. Foto de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) de 15 sueros de donadores tomados al azar, negativos a
HBsAg y positivos a anti-HBc total para la deteccion de ADN viral del VHB.

Marcador de peso molecular.

Control Positivo (ADN clonado) correspondiente a la region “s” del VHB amplificado. Puede observarse banda luminosa,
correspondiente a 452 pb, en el marcador de peso molecular.

Control Negativo (ADN humano).

Muestra de suero sin diluir de donador HBsAg negativo.

Muestra diluida 1:10 del mismo donador HBSAg negativo.

Muestra diluida 1:100 del mismo donador HBsAg negativo.
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