7- Se recomienda separar el plasma en tubos estériles de
polipropileno y etiquetar segun lo establezca la norma
(nombre, nimero de muestra y clave).

8- Utilizar guantes libres de polvo y estériles.

9- El trasporte de la muestra debe ser en frio y cumplir con
las normativas que rigen al trasporte de muestras
clinicas, agentes etioldgicos y sustancias infecciosas.

10- Las muestras deberan venir debidamente rotuladas con
la letra clara y en marcador indeleble.
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Diagnostico serologico de la
Hepatitis B

(Serologic diagnostic of Hepatitis type B)
Zaida Garcia-Solano

Resumen: Existen varios marcadores serologicos del virus
de hepatitis B, siendo los mas importantes el HBsAg,
HBcAg, HBeAg y sus anticuerpos como el anti-HBs, el
anticore, anticore IG M, anticore total y el anti e. Basado en
la presencia del antigeno de superficie, se ha medido la
seroprevalencia del virus de hepatitis B. Se considera a un
pais de alta prevalencia, si en la poblacién estudiada los
niveles son mayores del 8%. Se considera intermedia cuando
oscila entre 2 y 8% y baja si es menos del 2%. La Caja
Costarricense del Seguro Social cuenta con una red de 98
laboratorios, de los cuales 17 estan dotados con los equipos
necesarios para la determinacion de los antigenos y
anticuerpos del virus de la hepatitis B. Un estudio realizado
en el 2005 determind, en el ambito nacional, una
seroprevalencia del antigeno de superficie del 0.1%
considerandose, a Costa Rica, como un pais de baja
incidencia del virus B. Se ha determinado también que San
Isidro del General tiene una seroprevalencia intermedia del
HBsAg. El Colegio Americano de Patologos realiza un tipo
de control externo para la CCSS en lo que se refiere a estas
técnicas de laboratorio para la determinacién y control del
virus de hepatitis B. La aparicion de los diferentes antigenos
y anticuerpos mencionados se relacionan con momentos
clinicos que se explican, considerandose de importancia, la
persistencia del antigeno de superficie, por mas de 6 meses,
como un portador cronico.

Descriptores: HBsAg, HBeAg, anticore, prevalencia,
marcadores serologicos.

Abstract: The hepatitis B surface antigen (HBsAg), the
hepatitis B core antigen (HBcAg), the hepatitis B ¢ antigen
(HBeAg) and its antibodies such as the anti-HBs, the anticore
(HBcAb), the IG M anticore (HBcAb Ig M), the total
anticore; and the anti HBe (HBeAb) are found to be the most
important among several serological markers for hepatitis B
virus. The seroprevalence of hepatitis B virus was measured
based on the presence of surface antigen. Any country is
considered highly prevalent if the levels of the population
under study are higher than 8%. The prevalence is considered
intermediate if levels are between 2 and 8%; and it is low if
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they are less than 2%. The Caja Costarricense de Seguro
Social relies on a network of 98 laboratories each with the
necessary equipment to find out the antigens and antibodies
of hepatitis B virus. A study carried out in 2005 determined
a surface antigen seroprevalence of 0.1% in all the country.
Therefore, Costa Rica has been ranked as a country with low
incidence of HBV. It has also been determined that San
Isidro del General holds an intermediate seroprevalence of
HBsAg. The American Pathologists College executes an
external control for CCSS regarding the laboratory
techniques used to determine and control the hepatitis B
virus. The appearance of the different antigens and antibodies
mentioned is related to clinical moments that are explained.
It is also considered as important, the persistence of surface
antigen for more than 6 months as a chronic carrier.

Key Words: CAP, College of American Pathologists.

Abreviaturas: CAP, Colegio Americano de Patologos.

El virus de la hepatitis pertenece a la familia
Hepadnaviridae, se estima que alrededor de 400 millones de
personas estan infectadas en el dmbito mundial, lo que
representa un problema de salud publica.

E1 HBV tiene un genoma de ADN parcialmente de doble
banda de 3.2 kb, el cual consiste, en una hebra negativa
completa y una positiva incompleta. Posee una envoltura
lipidica rica en una proteina viral llamada antigeno de
superficie o proteina S de 40 a 42 mm de didmetro una
nucleocappside, constituida por una proteina como ‘“core”,
con simetria icosahedrica de 27 nm de diametro. (Figura 1)

Este virus, en los individuos infectados puede producir
hepatitis aguda y cronica. Aproximadamente, el 90% de la
hepatitis B agudas, son clinicamente silenciosas,
especialmente cuando la infeccion es adquirida en etapas
tempranas de la vida. La probabilidad de la progresion a la
cronicidad depende de la edad del paciente, del sexo y del
estado inmunolégico del individuo afectado. Sus vias de
transmision son la parental por el uso de jeringas infectadas
al inyectarse drogas, por un pinchazo accidental por una
jeringa contaminada, sexual; perinatal; por transfusion;
trasplante renal; hemodialisis y por contacto intrafamiliar y
mediante utensilios contaminados con sangre (peines,
cuchillas de afeitar, toallas y otros). La esperma, la saliva, la
sangre, las secreciones cervicales y vaginales, la orina y la
leche materna son fuentes de infeccion. El HBV se distribuye
a nivel mundial y su prevalencia varia geograficamente y
epidemioldgicamente. Las zonas de alto riesgo son aquellas
donde la prevalencia de HBsAg supera el 8%, de riesgo
intermedio, cuando la prevalencia de este marcador esta
entre un 2 y un 8% y de bajo riesgo, cuando la prevalencia
es menor al 2%. Estudios seroepidemiologicos realizados en
Costa Rica, en las areas de San Carlos, Pérez Zeledon, San

Vito de Coto Brus, San Ramon- Palmares y en donantes de
sangre en todo el territorio (para el afio 2005 una
seropositividad de 0.1% del HBsAg) han demostrado, que
en Costa Rica, se clasifica como region de baja endemicidad,
sin embargo, la zona de Pérez Zeledon se clasifica como
prevalencia intermedia. Las consecuencias de la infeccion
por el HBV van desde una leve incapacidad de la persona
infectada, hasta la incapacidad permanente y consecuente
muerte por hepatitis fulminante, cirrosis hepatica o
hepatocarcinoma celular primario (HCCP).

Pruebas para el diagnostico en laboratorio

En un primer contacto con el virus surgen los sintomas
asociados, y se producen en el plasma humano antigeno y
anticuerpos Unicos que hacen no soélo posible el diagnostico
del tipo de hepatitis sino también, determinan el estado de
infeccion y el probable prondstico. El diagnostico se basa en
la determinacion, a partir de suero o plasma, de diferentes
marcadores serologicos y viroldgicos que correlacionan con
la enfermedad en sus diferentes estadios. Actualmente, se
recurre no solo a las pruebas convencionales sino también, a
métodos moleculares para su diagnostico y control.

Las pruebas para la determinacion de marcadores, en el
diagnostico de la hepatitis, han obtenido un gran desarrollo
y optimizacion desde su desarrollo inicial. Las mejoras estan
desde la fuente y purificacion de las proteinas antigénicas
empleadas como los anticuerpos y principios técnicos en
que fundamentan las pruebas.
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Figura 1. Esquema HBV.
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Ademas, coadyuva a lo anterior, el advenimiento global,
en el desarrollo de sistemas automatizados, que han permitido
el seguimiento de la trazabilidad total de las muestras,
disminuyendo, sustancialmente, el consumo de recursos en
término de costos y cargas de trabajo. CCSS cuenta con una
red de 98 laboratorios, 29 son hospitales, 17 de los cuales
estan dotados de equipos analizadores para la realizacion de
los examenes seroldgicos para el diagndstico de la hepatitis
por virus B, los cuales funcionan en una red de referencia y
contrareferencia.

Para la presentacion de la distribucion geografica de los
laboratorios que realizan la serologia por HBV, se presenta
la division por regiones de la CCSS, distribuidas de acuerdo
al cuadro 1.

Es importante indicar que los laboratorios de la CCSS
que realizan las pruebas seroldgicas para el diagnéstico del
HBYV, participan en un programa de control de calidad
externo con una entidad de reconocido prestigio mundial
como lo es el Colegio Americano de Patologos (CAP), el
cual es el mas grande de los programas de evaluacion del
desempeilo y acreditacion en el mundo ubicado en los
Estados Unidos. Eso permite a los laboratorios ser evaluados
regularmente en su desempefio, brindando seguridad,
veracidad y confiabilidad en el resultado que se entrega. Los
laboratorios son evaluados con muestras desconocidas
enviadas para realizarles las pruebas de diagnostico en
laboratorio; el participante las analiza y regresa los resultados
al CAP para ser evaluados. Cada laboratorio recibe la
evaluacion de su desempefio y un reporte resumen de todos
los participantes.

La CCSS, desde el inicio del afio 2000, hasta los que
llevamos del 2006, en cuanto a licitaciones realizadas, a
nivel central, han invertido solo en el diagnéstico de la
infeccion por el VHB un total de $1.905.423.38 millones
para un total de 1.110.100 pruebas distribuidas entre HBsAg,
IgM core, Anti core total, HBe Ag, anti HBe dando cobertura
a todo el territorio nacional.

Marcadores serolégicos (cuadro 4)

Cuando un paciente se presenta con sintomas o
antecedentes que sugieren una hepatitis viral, después de un
periodo de incubacion, que puede durar hasta 10 semanas, se
desarrollalainfeccién aguda con sintomas o no, resolviéndose
o continua en cronicidad.

Se debe estudiar en la sangre de una individuo expuesto
al virus, la presencia o no de antigenos virales como: el
HBsAg y el antigeno “e” HBeAg.

El HBsAg es el primer marcador serologico que se
detecta. Aparece semanas o meses (1 a 6 meses) luego de la
exposicion al virus. Su titulo llega a un pico en varias
semanas, persiste durante un periodo variable, disminuye y

Cuadro 1. Distribucién de los laboratorios con
equipos automatizados para el diagnéstico
serolégico del HBV segtn regiones de Salud de
la CCSS- Costa Rica

Region Hospital
?ng:aciur) Hospital de Ciudad Neilly

Hospital Escalante Pradilla

Pacifico Central Hospital Monsefior Sanabria

(provincia de Puntarenas)

Chorotega

(zona norte este de la provincia
de Guanacaste)

Huerta Norte (zona norte)
Central Norte

(gran area metropolitana)
Central Sur

(gran area metropolitana)

Hospital de la Anexién
Hospital Enrique Baltodano

Hospital de San Carlos
Hospital San Vicente de Pal
Hospital San Rafael de Alajuela

Huetar Atlantica
(provincia de Limén

Hospital Tony Facio
Hospital de Guapiles

Ubicacion metropolitana
Hospitales Nacionales

Hospital Nacional de Nifios
Hospital México

Hospital San Juan de Dios
Hospital Calderén Guardia

Banco Nacional de Sangre Banco Nacional de Sangre

Fuente: Revista Costarricense Ciencias Médica.2004;25:3-4

desaparece con la recuperacion clinica.

El HBsAg estad presente durante la fase aguda de la
infeccion en paralelo o a los pocos dias aparece el antigeno,
que indica un estado altamente infeccioso, por la replicacion
activa del virus donde el ADN del HBV esta circulando en la
sangre y declina en parelelo con el HBsAg.

El diagnéstico del estadio de la enfermedad se completa
por la evidencia de la lesiéon hepatica con pruebas de
laboratorio como transaminasas y anatomopatologicas.

También debe de valorarse la respuesta de anticuerpos
especificos contra los antigenos HBsAg, HBeAg y HBcAg.
El primer anticuerpo en aparecer es el anti-HBc tipo IgM. La
IgM va declinando y desaparece como a los seis meses, pero
la IgM-anti-HBc persiste durante afios.

Muy frecuentemente, los pacientes se presentan,
tardiamente, durante el curso de la enfermedad, cuando el
HBsAg ya ha desaparecido, la deteccion de IgM anti-HBc es
el marcador serologico de mayor valor en una infeccion
aguda por HBV.

El HBe Ag es reemplazado con el anticuerpo Anti-HBe,
al comienzo de la recuperacion clinica. Este anticuerpo,
persiste 1-2 afios tras desaparecer la infeccion aguda por
hepatitis B.

15



A los 4-6 meses suele desaparecer HBsAg y aparece el
anticuerpo Anti-HBs el cual se manifiesta durante la fase de
convalecencia. Alcanza un titulo alto semanas o meses mas
tarde y luego disminuye gradualmente. En una mayoria de
los casos, un “periodo de ventana” puede ocurrir, al no ser
detectables ambos marcadores, solo resistencia a la
inmunoterapia especifica para prevenir la infeccion en
neonatos de madres infectadas ademas, los virus con
determinadas mutaciones en el determinante “a”, podrian no
ser detectables, en el tamizaje de los hemoderivados, debido
a los falsos negativos en la deteccion de HBsAg. Aunque la
infeccion aguda es preocupante en lo que concierne a la
enfermedad fulminante y a las pérdidas econdmicas debidas
a ella, la mayor preocupacion acerca de la hepatitis B, es la
infeccion persistente, como resultado del estado de portador
del HBsAg, que se asocia con hepatitis cronicay sus secuelas.
En el 10% de los pacientes nunca hay seroconversion, no se
detecta anti-HBs y se mantiene el HBsAg durante mas de
seis meses, estableciéndose un estado de persistencia cronica
del HBV.

Los varios marcadores de infecciones a HBV estan
presentes en diferentes momentos y varian las combinaciones
a través del curso de la infeccion. En la figura 2 se ilustra un
caso tipico. Las secuencias serologicas mostrada en la figura
2 ocurre en el 75-85% de los pacientes con hepatitis aguda
tipo B.

Infeccion cronica por HBV se define con la persistencia
del HBsAg, detectado en sangre, por un periodo mayor de 6
meses, producto de una incapacidad del individuo para
eliminar el virus, este puede persistir por el resto de la vida
del paciente o, en algunos casos, ser eliminado de forma
espontanea. Aunque el 90-95% de los adultos con HBV se
recuperan completamente, el virus puede dafiar severamente
el higado y causar la muerte. El riesgo de desarrollar
cronicidad por HBV depende en gran medida de la edad en
que se infecta la persona. Cuando la infeccion ocurre por via
vertical o perinatal, el riesgo de cronicidad llega a valores
hasta de un 90%.

Estos nifios se convierten en replicadores activos del
virus y por consiguiente, en diseminadores de la infeccion,
en poblaciones infantiles ademas que también poseen un
elevado riesgo de padecer afecciones del higado y morir
cuando llegan a ser adultos o jovenes. Los nifios que se
infectaron por via perinatal tienen un riesgo que va de 30 a
un 60% de infectarse y de convertirse en portadores cronicos
de HBV en los primeros 5 afios de vida, por el contacto
estrecho y continuo con las personas infectadas.

Nifios de madres que son HBsAg y HBeAg positivos, el
riesgo de transmision perinatal es de 70 a 90%, pero
disminuye a 5 a 20% de nifos de madres anti HBe positivo.
Entre un 5 a un 10% de los individuos que se infectan

después de los 5 afios de edad, no logran resolver su infeccion
y quedan como portadores del virus.

En la infeccion cronica, el antigeno HBsAg, persiste
durante afios o décadas. El titulo puede disminuir, un poco,
a medida que pasan los afios, pero se mantiene durante toda
la vida. Se pueden detectar el antigeno HBeAg, anti HBe y
el ADN del HBV en el suero de individuos infectados. Los
pacientes con mutaciones en la proteina viral pre core/core
mostraran presencia de anti HBe y de viremia.

El ADN del HBV puede, eventualmente, integrarse al
ADN del hepatocito, lo cual resulta ser importante en la
aparicion de carcinoma hapatocelular primario, la
complicacion mas grave de esta enfermedad.

El anticuerpo anti-HBc (una IgQG) esta invariablemente
presente en el suero de los portadores; hay muy pocas IgM
presente, los anticuerpos anti-HBc totales pueden detectarse,
tanto en infeccion aguda, cronica, como en aquellos que ha
resuelto una hepatitis B.

En la Figura 3 se ilustra una evolucion seroldgica tipica
de una infecciéon créonica por HBV y en el cuadro 2 se
describe los marcadores serologicos en diferentes patrones
de infeccion.

Control de un paciente con hepatitis B

Una vez que una infeccién con HBV ha sido confirmada
por pruebas serologicas, es importante determinar el estado
de la infeccion y el pronostico, con el objeto de realizar el
tratamiento apropiado e iniciar las medidas de control entre
los contactos intimos.

Las pruebas para los siguientes marcadores pueden ser
utilizadas para controlar el proceso: HBsAg, Anti HBe y
Anti-HBs. El control de la muestra original del paciente para
HBeAg y Anti HBe ayudard a determinar el estado de la
infeccion y qué tan infecciosa es la persona. Si la muestra
original fue negativa, se debe controlar al paciente
aproximadamente un mes después, realizando las pruebas
para HBs Ag, Anti-HBc IgM, HBeAg con lo cual se llegara
aigual fin.

Si HBs Agy HBeAg son positivas entonces, los fluidos
del paciente son altamente infecciosos y todavia existe una
activa replicacion viral, si anti-HBeAg y HBsAg son
positivas, la replicacion viral, por lo general han remitido y
la enfermedad ha de resolverse en corto tiempo. En este
caso, la desaparicion del HbsAg en controles posteriores a
intervalos mensuales, deberia confirmar el prondstico.
Después de la pérdida de niveles detectables de HBsAg, el
control mensual del anti-HBs confirmara la inmunidad y la
recuperacion clinica.
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Figura 2: Evolucion seroldgica tipica de una infeccion aguda por el
HBYV con recuperacion.

Por otra parte, la persistencia de HbeAg y HBsAg
durante 8 a 10 semanas indica que el paciente, probablemente,
no resolvera rapidamente la infeccion viral y podria ocurrir
un estado de portador cronico. Estos pacientes pueden ser
evaluados cada 3 meses para determinar el estado de la
infeccion y la posibles sero-conversion a Anti-HBe.

En el ultimo caso, estos individuos, en su mayoria, no
desarrollan una severa enfermedad hepatica. Cuando un
paciente se presenta con sintomas o antecedentes que
sugieren una hepatitis aguda viral, las primeras pruebas
apropiadas para una evaluacion son el HBsAg, el Anti-HBc
IgM, el Anti-HbC total.

El cuadro 2 resume los cuadros tipicos vistos con estas
pruebas y sus interpretaciones clinicas.

Cuadro 2. Marcadores serologicos de la hepatitis
B en diferentes fases de la infeccion

Fase de la infeccion |HBsAg|Anti HBs| Anti-HBc | HBeAg |Anti-HBe
Periodo de

incubacion tardio * ) T +- )
Hepatitis aguda + - + + + -
Hepatitis aguda

HbsAg - - - A A -
Portador + - | - - +/-
Hepatitis cronica + 3 S + )
activa

Hepatitis cronica + ) | o ) +
pasiva

Infeccion HBV 3 ++ | 4+ | 4 ) +
pasada reciente

Infeccién HBV

pasada distante ) *- - ) )
Vacunacion reciente | - ++ - - -

| Incubacidn s | Infeccidn Estado Crénico
I Virsmia Aguda Py

TgM anti HBe B

i Anti HBe
E HBeAg \
4 - 12semanas 1-3 mases 216 meses Afos. tampo
Fuente: Primaria

Figura 3. Evolucion seroldgica tipica, progresion a infeccion cronica
por el HBV.
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Cuadro 3. Marcadores seroldgicos de infeccion HBV (x)

! Anti HBs: 10 UUml |

j ia HBV
Algortimo para Serologla | Efecto protector |

(/AntIHBctotd \‘

(+) Positivo ( -) Negativo
Contacto pasado o Sin contacto con ¢l HBV

reciente con ¢l HBY
|

HBsAg Anti HBs
. I —l Inmunizacion con HBsAg
> () (+) (después de la vacunacién)
: o infeccién pasada remota)
> (4 (-)  Infeccion VHB reciente

T

HBeAg  Anti HBe Anti HBc IgM
\ + (- } + Infeccion Aguda, Reciente o
) reagudizacion de estado crénico
) * (-) (-) Hepatitis B con replicacién viral
) (-) + + Hepatitis B sin replicacion viral -
infeccion reciente

> (-) + (-) Hepatitis B sin replicacion viral

; + - (-) Hepatitis B tendiente a inhibirse la
> replicacion viral por eso HBe Ag

presente y el Anti HBe

HBsAg: antigeno de superficie de la hepatitis B indicador
temprano de la presencia de la infeccion aguda. También indica
infeccion crénica.

Anti-HBs: Anticuerpo, contra el antigeno de superficie de HBV.
Indicador de recuperacion clinica y subsiguiente inmunidad a la
hepatitis por virus B. La excepcion se debe a la transferencia
pasiva por transfunsion de sangre o inmunizacién. Aparece
entre 1 a 4 meses después del comienzo de los sintomas, pero
puede tardar mucho mas.

Anti-HBc (IgM, IgG): Anticuerpo contra el antigeno del nucleo
(antigeno core) de la hepatitis B si es de tipo IgM es también un
indicador temprano de infeccion aguda. El Anti-HBc total es un
marcador de por vida que representa tanto una infeccion pasada
con una infeccion activa en el periodo subagudo. En ausencia del
HBsAg y el Anti-HBs IgM es un importante marcador seroldgico
para identificar una infeccion reciente.

HBeAg: antigeno “e” de hepatitis B. indicador de la replicacion
viral activa aguda, presente en el periodo mas infeccioso. Por
lo comun, es de vida corta (de 3 a 6 semanas). La persistencia
del antigeno “e” mas alla de las 10 semanas es indicador de la
progresion hacia un estado de portador crénico y probablemente,
una enfermedad hepatica cronica.

Anti-HBe: Anticuerpo contra el antigeno “e” de HBV. La
seroconversién de antigeno “e” a anticuerpo “e” durante el
estado agudo es de valor pronéstico para la resolucién de la
infeccién. Su presencia junto con anti-HBc puede también
confirmar un reciente estado agudo en ausencia del antigeno

HBsAg y anti-HBs.

(X): Marcadores serolégicos no identifican la presencia de
enfermedad hepatica sino que prueban la presencia de infeccion
e identifican el tipo de virus.

Figura 4. Algoritmo para la evaluacién de la serologia por HBV.

Fuente Guidelines for the prevention and treatment of viral
hepatitis, 2005.
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