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RESUMEN

Introduccion: la infeccidn oculta por el virus de la hepatitis B se caracteriza por la
presencia en suero o plasma del genoma viral y anticuerpos contra la proteina de la
capsida (anti-HBc) en ausencia del marcador de infeccion.

Objetivos: detectar la IOB en los pacientes hemodializados e identificar la posible
relacion de la IOB con la infeccién por el virus de la hepatitis C y variables
sociodemograficas y epidemioldgicas.

Métodos: se estudiaron 709 muestras de pacientes provenientes de 18 unidades
de hemodialisis de Cuba. Se determinaron marcadores de infeccién, exposicion e
inmunidad al virus de la hepatitis B. Las muestras con HBsAg negativo, anti-HBc
positivo y niveles de anti-HBs < 50 UI/L se les analizé la deteccién de ADN del virus
de la hepatitis B y marcadores de lvirus de la hepatitis C.

Resultados: las prevalencias de la infeccién y la exposicidn al virus de la hepatitis
B fueron de 6,9 % y 28,6 %, respectivamente. El 4,3 % de las muestras tuvieron
criterio de infeccidn oculta por el virus de la hepatitis B ; esta se detectd en el

58,1 % (18/31) de los casos, con cargas virales menores de 10° UI/mL. La
prevalencia global de infeccidn oculta por el virus de la hepatitis B fue de 2,5 %
(18/709). No se encontré asociacidn significativa entre las variables analizadas.
Conclusiones: la infeccidén oculta por el virus de la hepatitis B fue frecuente en
pacientes hemodializados con bajos niveles de anti-HBs, principalmente en aquellos
con concentraciones no protectoras. Este estudio ratifica la necesidad de mantener
la estrategia de prevencidn contra las hepatitis virales de transmision parenteral en
las unidades de dialisis.
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ABSTRACT

Introduction: occult hepatitis B virus infection is characterized by the presence of
the viral genome and antibodies to the capside protein in serum or plasma (anti-
HBc) that test negative for the infection marker.

Objectives: to detect the occult hepatitis B virus in hemodialysis patients and to
identify the possible relationship between occult hepatitis B infection and hepatitis C
virus infection and the epidemiological and demographic variables.

Methods: seventy thousand and nine serum samples from patients treated in 18
hemodialysis units were included. Serological markers for HBV infection, exposure
and immunity were tested. Samples with negative HBsAg , positive anti-HBc and
anti-HBs titers <50 IU/L were tested for detection of HBV-DNA and HCV markers.
Results: the prevalence of HBV infection and exposure were 6.9 % and 28.6 %
respectively. In the group, 4.3 % of samples met occult hepatitis B infection
criteria, the HBV-DNA was detected in 58.1 % (18/31) of the samples, with viral
loads below 105 IU/mL. Overall occult hepatitis B infection prevalence was 2.5 %
(18/709). There was no significant association among the analyzed variables.
Conclusions: occult hepatitis B infection was frequent in hemodialysis patients
with low levels of anti-HBs mainly in those with non protected titers. This study
supports the need of keeping the prevention strategies against parenterally
transmitted viral hepatitis in dialysis units.

Keywords: HBV-DNA; anti-HBc; hepatitis B; occult hepatitis B virus infection;
haemodialysis.

INTRODUCCION

La infeccidn por el virus de la hepatitis B (VHB) constituye un importante problema
de salud. Alrededor de dos billones de personas se han infectado con dicho virus,
de las cuales mas de 350 millones son portadores cronicos. Ademas, anualmente se
producen de 500 mil a 1,2 millones de muertes a consecuencia de la cirrosis y el
carcinoma hepatocelular (CHC) asociados a la infeccidén crénica por el VHB.!

En la actualidad, la disponibilidad de pruebas moleculares de alta sensibilidad
permite la identificacion de la infeccion por el VHB en pacientes negativos al
antigeno de superficie del VHB (HBsAg).? A este diagndstico se le denomina
infeccién oculta por el VHB (IOB) y se define en individuos en los que el acido
desoxirribonucleico (ADN) viral es detectable en higado o sangre, por reaccidén en
cadena de la polimerasa (RCP) anidada o en tiempo real sin HBsAg detectable por
ensayos comerciales.3* La IOB se diagnostica frecuentemente en pacientes que
tienen como Unico marcador seroldgico al anticuerpo contra la proteina de la
capsida (anti-HBc) y en aquellos que presentan una baja inmunidad contra el VHB.>
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La IOB se ha estudiado en grupos de riesgo como son drogadictos, pacientes en
hemodialisis, trasplantados, pacientes con hepatitis tipo B crénica y pacientes
coinfectados con VIH o VHC.%7 La prevalencia de la IOB es altamente variable y
depende de la presencia de enfermedad comodrbida, prevalencia del VHB en la
poblacion estudiada, la sensibilidad de los ensayos de RCP usados y la definicion de
caso utilizada.®

Cuba es un pais de baja prevalencia del HBsAg (0,6 % en donantes de sangre), no
obstante, es mas elevada en grupos de riesgo como los pacientes en tratamiento
de didlisis (5,9 %).°'% Los objetivos de este trabajo fueron detectar la IOB en
pacientes hemodializados (HD) e identificar la posible relacion de la IOB con la
infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC) y variables sociodemograficas y
epidemioldgicas.

METODOS

DISENO Y MUESTRAS

Se realizé un estudio descriptivo de corte transversal en el que se analizaron

709 muestras de suero de pacientes HD recibidas en el Laboratorio Nacional de
Referencia de Hepatitis Virales (LNRHV) del Instituto de Medicina Tropical Pedro
Kouri (IPK) durante los afios 2002-2003 y 2006-2011. De estas muestras de suero,
434 (61,2 %) correspondian a pacientes del sexo masculino y 275 (38,8 %) al
femenino. Las muestras procedian de 18 unidades de hemodidlisis localizadas en

9 provincias del pais. Dichas muestras estuvieron almacenadas a -20 °C hasta su
uso. Esta investigacion fue aprobada por el Comité de Etica del IPK, y los datos
demogréficos, clinicos y epidemioldgicos fueron aportados por pacientes o sus
médicos de asistencia.

ALGORITMO DE TRABAJO

La infeccién y exposicién al VHB fueron determinadas por la presencia del HBsAg y
de anticuerpos anti-HBc respectivamente. Los niveles de seroproteccion al VHB de
las muestras HBsAg negativas y anti-HBc positivas se determinaron mediante la
deteccién de anticuerpos contra el HBsAg (anti-HBs). Los sueros con titulos anti-
HBs < 50 UI/L se les cuantifico el ADN viral del VHB, asi como se les detectd la
infeccion y replicacion del VHC tal y como se muestra en el algoritmo diagnéstico de

la figura 1.

ENSAYOS SEROLOGICOS

Se utilizaron técnicas UltramicroELISA para determinar los marcadores de infeccidn,
exposicion e inmunidad al VHB (UMELISA HBsAg plus, UMELISA anti-HBc y
UMELISA anti-HBs) comercializadas por el Centro de Inmunoensayo (CIE), La
Habana, Cuba. Se definieron como no respondedores los pacientes cuyos sueros
presentaban anti-HBs< 10 UI/L, hiporrespondedores cuando oscilaban entre 10 y
49,9 UI/L y una buena respuesta por anti-HBs > 50 UI/L.”
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Fig. 1. &lgoritrno de trabajo para llegar al diagndstico de I0B,

TECNICAS MOLECULARES

En las muestras de pacientes no infectados, que presentaban exposicién al VHB y
una baja inmunidad al mismo (anti-HBc (+) y anti-HBs < 50 UI/L), se realiz6 la
extraccion del ADN usando el estuche QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN, Alemania)
a partir de 200 pL de suero siguiendo las instrucciones del fabricante. La deteccion
y cuantificacién del genoma se realizé mediante una RCP en tiempo real (RCP-TR)
estandarizada en el LNRHV utilizando como plataforma el equipo LightCycler

1.5 comercializado por Roche.!! Este ensayo posee una sensibilidad o limite de
deteccién con un 95 % de probabilidad de 16,41 UI/uL. La evaluacién comparativa
con el estuche comercial artus HBV LC PCR kit (QIAGEN, Alemania) mostré una
correlacion de r= 0,964 y r2= 0,929, considerandose adecuado para la realizacion
de la presente investigacion. Para la deteccion del ARN del VHC se utilizé el juego
comercial UMELOSA HCV CUALITATIVO del CIE, La Habana, Cuba.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de la informacion, se confeccion6 una base de datos y se procesd
utilizando el programa STATA™ 10,1. Se determind la relacién entre los diferentes
factores de riesgo (unidad de didlisis de procedencia, color de la piel, sexo, tiempo
de didlisis, transfusiones, infeccidén con el VHC) mediante un analisis de regresion
logistica univariado, considerando significativo los valores de OR para los cuales
p< 0,05 vy el intervalo de confianza del 95 % no incluia el 1.
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RESULTADOS
PREVALENCIAS DE INFECCION, EXPOSICION E INMUNIDAD AL VHB

Las prevalencias de infeccion, exposicion y combinacién de HBsAg (-)/anti-HBc (+)
del VHB se muestran en la tabla 1. La exposicion global al virus en relacién al afio
de estudio, oscilé entre 9,5 y 50,8 %, la cual resultd menor en el afo 2009,
mientras que la mayor fue encontrada en el afio 2002. Los niveles de inmunidad se
determinaron en las muestras HBsAg (-)/anti-HBc (+) (n= 170), ya que son los
parametros seroldgicos que se relacionan con la presencia de una IOB. Se observé
que la mayoria de estos pacientes (139/170; 81,8 %) (Fig. 2) tuvieron una buena
respuesta humoral contra el VHB, pues los niveles de anti-HBs eran iguales o
superiores a 50 UI/L. No estaban protegidos (anti-HBs < 10 UI/L) 7/170, 4,1 %,
mientras que 24/170, 14,1 %, poseian titulos bajos (entre 10 y 49,9 UI/L).

Tabla 1. Prevalencias de infeccidén y exposicion al VHB en pacientes hemodializados

cubanos
Marcador Prevalencia
a,
N=709 N (%) 1C 95 %
| HBsAg | 49 (6,9) | 4,9-8,8
| Anti-HBc | 203 (28,6) | 25,2-32,0
| HBsAg (-)/anti-HBc (+) | 170 (23,9) | 20,8-27,2
I:l':I
100 -
90 o
51,8
80
70 4
60
50 o
40 o
30 o
20 4
10 1 4,1
0
< 10 10-49,9 =50 UL

B Mo
B Hiporrespondedores
B Buenarespuesta

Fig. 2. Seroproteccion (%) v titulos de ant-HBs (UI/L) enlos pacien-
tes HD cubanos anti-HBc positivos v HBsAQ negativos (n= 170).

183
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Medicina Tropical. 2016;68(3)

PRESENCIA DE IOB EN LOS PACIENTES HD CUBANOS

El ADN-VHB se detecté y cuantificd en el 58,1 % (18/31, IC 95 % [39,1-77,0]) de
los sueros HBsAg (-)/ anti-HBc (+)/anti-HBs< 50 UI/L. La carga viral promedio fue
de 2,6 x 10* UI/mL (rango 1,2 x 103-2,4 x 10° UI/mL).

La totalidad de los pacientes expuestos (7/7, 100 %) que carecian de inmunidad al
VHB (anti-HBc (+)/anti-HBs < 10 UI/L) presentaron evidencias de replicacion viral.
En individuos expuestos e hiporrespondedores (anti-HBc (+)/anti-HBs entre 10 y
49,9 UI/L), el 45,8 % (11/24) de las muestras de suero result6 ADN-VHB positivas.
Para el total de las muestras estudiadas, la presencia de IOB en pacientes HD
represento el 2,5 % (18/709, IC 95 % [1,3-3,8]).

RELACION DE LA PRESENCIA DE I0OB CON LA INF!ECCION POR EL VHC Y ALGUNAS
VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS Y EPIDEMIOLOGICAS

Se analizaron las siguientes variables: unidad de dialisis de procedencia, color de la
piel, sexo, tiempo en dialisis, transfusiones e infeccidon por el VHC. No se encontro
relacion significativa entre la IOB y las variables sociodemograficas y clinicas
analizadas (tabla 2). A pesar de no existir relacion significativa entre la IOB y las
variables escogidas, el analisis estadistico mostrd que tener la piel de color mestiza
0 negra aumenta el riesgo de padecer este tipo de infeccién. En cuanto a las
variables epidemioldgicas, se observd que los pacientes con tiempo de didlisis de 6
anos o mas presentan 1,6 veces mas riesgo de padecer una IOB, que aquellos que
tienen menor tiempo de dialisis. El 72,2 % (13/18, IC 95 % [46,5-90,3]) de los
casos con una IOB estaba coinfectado con el VHC.
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Tabla 2. Relacidn entre algunas caracteristicas sociodemograficas y clinicas

con la presencia de IOB en los pacientes HD cubanos

Variables

Color de piel
Blanco

MNegra

Mestiza

Sexo

Masculino
Femenino

T. didlisis (afios)
=1

1-5

= 6
Transfusiones
Mo

Si
ARN del VHC
ND

Positivo

6/13
g8/13
4/5

6/11
12/20

7/9
6/16
5/6

14/18
4/13

6/10
12/21

I0B

Prevalencia

(%)

46,1
61,5
80

54,5
&0

77,8
37,5
83,3

77,8
30,8

&0
57,1

OR

2,04
4,66

0,8

0,2
1,7

0,15

0,8

valor p

NS
NS

NS

NS

NS

NS

IC (95
%)

0,4-10,5
0,4-53,9

0,2-4,1

0,0-1,5
0,1-24,2

0,0-0,8

0,1-4,2

IC: intervalos de confianza; MD: no detectable; NS: Mo significativo;
OR.: odds ratio; T: tiempo.

DISCUSION

En el presente trabajo se analizé la presencia de IOB en muestras procedentes de

18 unidades de hemodialisis localizadas en 9 provincias del pais. Aunque en el
intervalo de tiempo estudiado estan ausentes dos afios, el periodo analizado y el
total de muestras procedentes de diferentes provincias del pais, permitié un
acercamiento perfecto de la infeccién por el VHB ya sea abierta u oculta en los

pacientes HD. La prevalencia de infeccion observada fue 17 veces mayor respecto a
la descrita a nivel nacional en donantes de sangre en el 20102 (6,9 % vs. 0,4 %),

lo que corrobora el hecho de que los HD tienen un alto riesgo de contraer

infecciones de transmision parenteral, no solo por las transfusiones y

procedimientos a los que estan sometidos sino también por su estado de
inmunodepresion.!3 Otra investigacion realizada en Cuba muestra un indice de

infeccion similar al encontrado en el presente estudio en adultos HD.°

Diferentes investigaciones a nivel mundial han identificado iguales o mayores
porcentajes de infeccidén por el VHB en paises como México (7,1 %), Palestina

(8,1 %) y Kosovo (12 %).1%16 En unidades de dialisis del Oeste de Europa, Japon y

http://scielo.sld.cu
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Norteamérica la positividad al HBsAg fluctia entre 0 % y 6,6 %,!” mientras que en
paises de la region de Asia-Pacifico la infeccidon por este virus varia entre 1,3 % vy
14,6 %.'® En Cuba, la vacunacién contra el VHB controla significativamente la
infeccion, aunque cabe remarcar que la respuesta inmunoldgica en pacientes HD es
subdptima, dado su condicién de inmunosupresion.'?20 La profilaxis activa en este
grupo de riesgo es mas efectiva en el periodo previo al tratamiento dialitico, donde
la posibilidad de exposicién al virus es menor y el sistema inmune es aun
competente.?!

La exposicion al VHB identificada fue menor que la publicada en 2005 por Ballester
y otros en pacientes HD cubanos (28,6 % vs. 52,5 %).° El impacto de los esquemas
de inmunizacién en la reduccién de la circulaciéon del VHB en los servicios de
hemodialisis, también se evidencia al comparar la positividad al anti-HBc obtenida
en el presente estudio con la descrita por Montalvo y otros en el 2007.1° Existen
paises con indices de exposicion en poblacion HD aun mas bajos que el encontrado
en el presente trabajo como Estados Unidos con 8 % o similares como México
(27,7 %).1322 pPor el contrario, en paises como Grecia e Italia, se han reportado
valores superiores de 47,8 % y 36,9 %. respectivamente a pesar de no presentar
una elevada endemicidad al VHB.23:?4 Lo anterior indica que son multiples los
factores que influyen en la exposicién al VHB en las salas de HD.

Los resultados obtenidos en los niveles de anti-HBs son similares a un estudio
previo realizado solamente en La Habana, en el que se demostrd que la mayor
proporcion de los pacientes HD (77,6 %) tenian una buena respuesta de
anticuerpos contra el VHB.?> Esta elevada seroproteccion podria explicarse porque
el esquema de vacunacion disefiado en nuestro pais para esta poblacion, contempla
reactivaciones anuales para impedir que los titulos de anti-HBs declinen a niveles
no protectores.

Se ha descrito que la prevalencia de IOB es mayor en los individuos en que el anti-
HBc figura como Unico marcador en el suero.?® Una investigacién llevada a cabo en
Irdn en personas con alto y bajo riesgo de infeccién por el VHB, encontré una
prevalencia de IOB inferior a la nuestra en pacientes HD que tenian solamente al
anti-HBc positivo. En el grupo de personas consideradas como bajo riesgo con el
mismo patrén seroldgico, no se encontraron evidencias de replicacién viral. Segun
estos autores, la presencia de anti-HBc como Unico marcador seroldgico podria
reflejar una IOB no detectada en personas de alto riesgo, como es el caso de los
pacientes HD.> Por tanto, una de las recomendaciones de este trabajo es la de
realizar este marcador a pacientes o a individuos de alto riesgo.

La existencia de ADN viral después del punto de apariciéon de los anti-HBs, se ha
documentado en la literatura como un hallazgo frecuente en los pacientes
inmunocomprometidos. En un grupo de personas que viven con VIH, se encontrd
una prevalencia de replicacion del VHB en el 20 % de los casos que tenian como
marcadores seroldgicos al anti-HBc y anti-HB;,® esta prevalencia fue inferior a la
encontrada en el presente estudio.

También en paises con alta endemicidad para el VHB, se ha descubierto presencia de
IOB en donantes de sangre en cifras superiores a la nuestra.* Las tasas de prevalencia
de IOB, tanto en personas supuestamente sanas como en grupos de riesgo, tienden a
correlacionarse con las caracteristicas epidemioldgicas del pais.?” Sobre la IOB en HD
existen diversos estudios a nivel mundial, se encuentran valores que oscilan entre el

0 % y el 26,6 % de los individuos analizados.?:23:24:26,:28-30 | 5 variabilidad de los
resultados dentro de un mismo pais puede relacionarse con las diferencias en
sensibilidad de los métodos usados para la deteccion tanto de ADN del VHB, como de
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los marcadores seroldgicos. Ademas, las posibles sustituciones en el gen S que causan
mutaciones en el determinante "a" del HBsAg pueden resultar en la pérdida de la
deteccién del mismo.*

Varias explicaciones se proponen para justificar la persistencia de ADN del VHB en
pacientes HBsAg(-): (1) existencia de ADN viral en hepatocitos como reservorio,?
variaciones genéticas en el gen S,3 inmunocomplejos en los cuales el HBsAg se
oculta,* interferencias con otros virus® y alteraciones en la secreciéon del HBsAg.®

La carga viral en pacientes con IOB es frecuentemente baja, en el orden de 10*
UI/mL y muchas veces menor de 200 UI/mL.3! Estudios en Canada, Turquia y Brasil
reportan niveles de ADN en un rango entre 10% y 10* copias/mL,*32°30 valores aun
mas bajos fueron publicados recientemente en Grecia (rango entre 7 y 37 UI/mL).%3

La asociacién o no entre la IOB y variables sociodemograficas como el sexo y el
color de la piel, o epidemioldgicas como el tiempo en didlisis, antecedentes de
transfusiones o coinfeccion con el VHC ha sido frecuentemente descrita en la
literatura.13:23.26,27,28,30 No obstante, dicha asociacion no esta fuertemente
demostrada y, en ocasiones, los resultados son confusos. La IOB es frecuentemente
identificada junto con la infeccién crdénica por el VHC debido a que comparten las
mismas vias de transmision.?* Los hallazgos son disimiles, por ejemplo, una
investigacion en Turquia describe una prevalencia de anti-VHC en pacientes HD con
IOB de 57,1 %;?% sin embargo, otros estudios no han encontrado relacion entre la
presencia de anti-VHC e 10B.23:28

La IOB en individuos con hepatitis C crénica puede explicarse por la presencia de
genes estructurales del VHC que afectan la replicacion y expresion del genoma del
VHB durante la coinfeccién. La expresidn de los antigenos del VHB se reduce de dos
a cuatro veces por la accidén regulatoria de la proteina de la capsida del VHC,
aunque el mecanismo supresor aln se desconoce.® La infeccién por el VHC y los
factores de riesgo sociodemograficos y epidemioldgicos evaluados probablemente
no influyen en la presencia de I0OB en los pacientes estudiados, lo cual sugiere que
otros factores como la transmisiéon nosocomial podrian estar involucrados en el
diagndstico de esta entidad.

En conclusién, estos resultados indican que la IOB es frecuente en los pacientes HD
con bajos niveles de seroproteccidén contra el VHB. El algoritmo diagndstico para las
personas en tratamiento hemodialitico con HBsAg (-), debe incluir al anti-HBc como
marcador adicional y un seguimiento de los titulos de anti-HBs. En los casos que el
patrén seroldgico sugiera una IOB se deben realizar técnicas moleculares para la
confirmacion de este diagndstico. Aunque el indice de IOB encontrado en el
presente estudio fue bajo, los pacientes con este tipo de diagndstico constituyen
reservorios del VHB, que deben ser considerados en el desarrollo de medidas para
la prevencién y control de la diseminacion del agente en las unidades de
hemodialisis.
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