Donador con infeccién del VHB

Caso clinico
\Vol. 62
Supl. 1

detectado por NAT en probable

resolucion clinica

Patricia Calderon-Carmona'@, Gamaliel Benitez-Arvizu'®, Alexis Galvan-Bobadilla’®

Resumen

Introduccion: en México es de caracter obligatorio el tami-
zaje de las unidades de sangre para la deteccion del anti-
geno de superficie del VHB (HBsAg). Existen dos situacio-
nes donde el HBsAg puede ser indetectable. Una de ellas
ocurre en la fase aguda de la infeccion denominada periodo
de ventana y la segunda se denomina infeccién por “virus
oculto”, la cual se presenta durante las fases crénicas.
Caso clinico: mujer de 55 afios de edad acudié para do-
nacion de sangre, no se detectaron factores de riesgo sani-
tario. La unidad obtenida se procesa como cualquier otra,el
resultado para el ensayo VHB NAT (nucleic acid testing)
discriminatorio es reactivo. Se realiza una segunda toma
y se estudia la muestra para marcadores serologicos de
infeccion de hepatitis B, perfil hepatico y carga viral, los
resultados para NAT VHB nuevamente reactivo asi como
el anti-HB core IgG, HBsAg no reactivo; dichos resultados
descartaron que se tratara de un caso en periodo de ven-
tana. Cinco meses después los resultados tanto para NAT
VHB y HBsAg son no reactivos por lo tanto concluimos que
nos encontramos frente a un probable caso de OBI (occult
HBYV infection) o una probable resolucion clinica de acuer-
do con la historia natural de la enfermedad.

Conclusioén: la deteccidn de este tipo de casos evidencia la
necesidad y la ventaja de contar con tecnologias comple-
mentarias que aumenten la seguridad sanguinea para los
receptores de hemocomponentes asi como receptores de
células troncales hematopoyéticas y tejidos.

Abstract

Background: In Mexico, the detection of hepatitis B virus
(HBV) in blood donors is achieved by screening for hepatitis
B surface antigen (HBsAg). However there is still a residual
risk of HBV transmission by blood components of donor su-
ffering from occult HBV infection (OBI) or during the window
period before seroconversion; in both the antigen expres-
sion can be undetectable.

Clinical case: A 55 year old female donated whole blood in
our blood bank,at health history and physical examination
no health risk factors were detected. The whole blood was
screened, the NAT assay was reactive therefore is screened
by discriminatory assay for specific probes, resulting reacti-
ve for HBV. A second sample is tested for Hepatitis B serolo-
gical markers, the sample was reactive for NAT HBV assay,
anti-HB core IgG positive, non reactive HBsAg; these results
reject a window period.

Five months later a third sample was taken, NAT HBV and
HBsAg test results were not reactive. We conclude this was
a probable OBI infection or probable phase in clinical reso-
lution for Hepatitis B case.

Conclusion: This type of cases demonstrates the need and
advantage the availability of sensitive and specific methods
for the detection of viral genome or serological markers that
increase blood safety for the recipients of whole blood, he-
matopoietic stem cells and tissues.
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Introduccion

En nuestro pais, la NOM-253-SSA-2002 establece como
caracter obligatorio que todas las unidades obtenidas por
donacion de sangre y/o aféresis sean estudiadas para la
prevencion de transmisién de agentes infecciosos (HIV-1y
-2 , virus de la hepatitis B [VHB] y C [VHC], Trypanosoma
cruziy Treponema pallidum). Para las enfermedades de tipo
viral establece que se estudien con las siguientes técnicas:
1) ensayo inmunoenzimatico, 2) inmunoensayo por quimio-
luminiscencia y 3) otras con sensibilidad y especificidad
igual o mayor."

La infecciéon causada por el VHB es diagnosticada por
la deteccion en sangre del antigeno de superficie del VHB
(HBsAg, siglas del inglés hepatitis B antigen). Sin embargo,
existen dos situaciones en el transcurso de la enfermedad
en las que el HBsAg puede ser indetectable, una de ellas
ocurre en la fase aguda de la infeccién conocida como
periodo ventana y durante las fases cronicas se denomina
infeccion por “virus oculto”.?

Durante la infeccion crénica podrian identificarse dos
fases: |) activa o actividad inmune vy Il) inactiva o fase de
portador inactivo (figura 1). La fase de actividad inmune se
asocia con deteccion del HBsAg, HBeAg, niveles altos de
alanina transaminasa (ALT), carga viral variable e inflama-
cion del higado con o sin fibrosis. La fase de portador inac-
tivo se caracteriza por un perfil serolégico HBeAg negativo
y anti-HBe positivo, niveles bajos de ADN viral y minima
fibrosis hepatica. Los sintomas durante la infeccién crénica
pueden ser desde fatiga, dolor abdominal y ascitis hasta
encefalopatia y pacientes con enfermedad hepatica avan-
zada, como cirrosis.>

Desde finales de los afios 70 se describid un tipo de
infeccion adicional correspondiente a individuos negativos
para el marcador serolégico HBsAg y presencia del genoma
viral;* esta particular forma de infeccién se conoce como

Figura 1 Historia natural de infeccion por VHB

infeccion oculta por VHB (OBI siglas del inglés: occult VHB
infection) (figura 1).

Los marcadores serolégicos de VHB se utilizan para cla-
sificar los tipos de OBI, que pueden ser seropositivo o sero-
negativo. El 80% de los casos son seropositivos, es decir,
que el anti-HBc y/o el anti-HBs son detectables en suero.
La ausencia de ambos anticuerpos son los que se clasifi-
can como seronegativos y el Unico marcador detectable en
suero es el DNA viral. El primer caso de OBI seronegativo
se describié en el modelo de hepatitis de Woodchuk.® Los
casos de OBI se originan de un pequefio grupo de pacien-
tes: a) pacientes que han estado infectados por hepati-
tis B cronica durante décadas antes de detectar HBsAg;
b) pacientes inmunocompetentes que se recuperan de
manera espontanea de una infeccidon aguda, y c) pacientes
que presentan una variante pre-S/S en el VHB o mutacio-
nes en el HBsAg 6.

Las mutaciones del antigeno plantean un problema poten-
cial para los servicios de donaciones y transfusiones, ya que
constituyen el riesgo residual de contraer hepatitis B. Este
riesgo residual de infecciones virales transmitidas mediante
donaciones oscila entre 1:63.000 y 1:205.000.” La Organi-
zacion Mundial de la Salud (OMS) ha priorizado la infeccion
por hepatitis B como un problema mayor de salud publica, ya
que solo el 9% de las personas infectadas han sido diagnos-
ticadas y apenas el 8% estan bajo tratamiento.?°

La infeccién por VHB es responsable de mas del 50% de
los casos de carcinoma hepatocelular y en algunas areas
donde la infeccion es endémica es responsable de mas del
85% de los casos, incluso en pacientes que han recibido
tratamiento antiviral existe el riesgo de desarrollar HCC.1°

El principal factor de riesgo para desarrollar un carci-
noma hepatocelular es la infeccion por el VHB, ya que este
pequefio virus se puede integrar en el DNA humano y pro-
mover la transformacioén celular, ya sea por mutagénesis o

Resolucion clinica

Infeccién aguda

Infeccion por VHB

Infeccién crénica

Activa

Falla hepatica

Inactiva

Infeccién oculta

http://revistamedica.imss.gob.mx/

Rev Med Inst Mex Seguro Soc. 2024;62 Supl 1:€5640



a través de la expresién de oncoproteinas, como la HBx.10
Los genes TERT, CCNE1 y KMT2B se han identificado
recurrentemente en el carcinoma hepatico por insercion del
VHB.11.12,13,14

El uso de técnicas adicionales y complementarias como
NAT (nucleic acid testing) puede proporcionar seguridad
adicional con respecto a la transmisién de infecciones por
los virus de la Hepatitis B, C y HIV-1. Paises como Pakis-
tan han reportado, a partir de la implementacion del ensayo
NAT, un decremento en su riesgo residual para VHB del
48.9% y para VHC del 94.5% 15.

Presentacion del caso

Mujer de 55 afios que acudio al banco de sangre y fue
apta para donacion de sangre total, por medio del interroga-
torio y exploracion fisica no se detectaron factores de riesgo
sanitario. La unidad obtenida se proces6 como cualquier
otra, se realizaron pruebas de tamizaje para agentes infec-
ciosos con estudios serolégicos para antigeno de superficie
de hepatitis B, anticuerpos contra hepatitis C, virus de inmu-
nodeficiencia humana (VIH-1y VIH-2), Trypanosoma cruziy
Treponema pallidum, todos los resultados fueron no reacti-
vos. Se realiz6 deteccion de acidos nucleicos individuales en
ensayo Ultrio para los virus de hepatitis B, C y HIV. El resul-
tado para el ensayo Ultrio NAT fue reactivo, por lo que se dio
destino final a la unidad y se realiz6 el ensayo discriminatorio
de sondas especificas para los virus de VHB, VIH y VHC,
resultando reactiva para el ensayo de VHB (cuadro ).

Se cit6 a la donadora por segunda vez a las tres semanas
para realizar una entrevista intencionada y dirigida con con-
sentimiento informado en la cual no se encontraron factores
de riesgo para infeccion de Hepatitis B, por procedimiento
del banco de sangre se envi6 a la donadora a su unidad
médica para complementacion diagnostica y tratamiento. En
esta cita se realizé una segunda toma de muestra para: a)

Cuadro | Resultados de las pruebas de tamizaje

estudio de sondas discriminatorias NAT (cuadro |), b) estu-
dios de tamizaje de agentes infecciosos con estudios serolé-
gicos para antigeno de superficie de hepatitis B, anticuerpos
contra hepatitis C, virus de inmunodeficiencia humana VIH
1y 2, utilizando dos metodologias diferentes: quimiolumi-
niscencia y ELISA (cuadro 1), c) estudios seroldgicos para
marcadores de infeccion de hepatitis B (cuadro Il), d) perfil
hepatico (cuadro Il) y e) carga viral (cuadro I).

Se decide realizar una tercera toma cinco meses des-
pués de la donacion, y se obtuvieron resultados no reactivos
tanto la prueba seroldgica como el ensayo NAT (cuadro Ill).

Resultados

En el cuadro | se presentan los resultados de las pruebas
de tamizaje iniciales y de la segunda muestra, la cual se
tomé 21 dias después de la donacion; en ambos casos solo
se detecté el DNA del VHB con técnica NAT, la carga viral
fue indetectable.

En el cuadro Il se describen los resultados del panel viral
extendido para VHB, con estos ensayos se detectaron anti-
cuerpos anti-core clase IgG mientras todas las pruebas de
funcién hepatica resultaron normales.

Cinco meses después, en una tercera toma de muestra,
los resultados serologicos y de acidos nucleicos fueron no
reactivos (cuadro IlI).

Discusion

Con los primeros resultados de tamizaje obtenidos
sospechamos de un quinto caso de periodo de ventana
detectado en el banco de sangre, ya que entre los afos
2017-2020 se reportaron cuatro casos de donadores en
periodo de ventana para el VHB detectados por NAT.16.17

Serologia* No reactivo No reactivo

*kk

Acidos nucleicos No reactivo Reactiva

No reactivo No reactivo No reactivo

No reactivo No aplica No aplica

Segunda toma de muestra

Serologia* No reactivo No reactivo
Serologia** No reactivo No reactivo
Acidos nucleicos*** No reactivo Reactivo

Carga viral**** No aplica Indetectable

*Método: Quimioluminisencia
**Método: ELISA
=*Acidos nucleicos por amplificacion mediada por transcripcion
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No reactivo No aplica No aplica
No reactivo No aplica No aplica

No aplica No aplica No aplica
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Cuadro Il Resultados segunda toma de muestra

Hepatitis B Ac (HBsAc)* 4.82
Hepatitis B Core (HBc Ac IgG)* 6.53
Hepatitis B Core (HBc Ac IgM)* 0.08
Hepatitis B (HBe Ac)* 0.57
Hepatitis B (HBe Ag)* 0.5

No reactivo: < 10.0

mUI/mL Reactivo: > 10.0
S0 Roncthoi> 1.0
siCo e
siCo Roncthoi = 1.0
oo No reactivo: < 1.0

Reactivo: > 1.0

Resultados del perfil hepatico

Bilirrubina total* 0.32
Bilirrubina directa* 0.10
Bilirrubina indirecta* 0.22
AST* 21
ALT* 18

*Método: Quimioluminisencia

Cuadro lll Resultados de la muestra tomada cinco meses después
de la primer deteccién

Serologia* No reactivo
Acidos nucleicos** No reactivo

*Método Serologia: Quimioluminisencia
**Acidos nucleicos: por amplificacién mediada por transcripcion

Al repetir los estudios de tamizaje 21 dias después de
la primera toma esperabamos observar la expresion del
HBsAg, lo cual no sucedi6. Dicho resultado fue no reactivo
por lo que se descart6 que se tratara de un caso en periodo
de ventana. De acuerdo con la historia natural de la enfer-
medad, la hipotesis se inclind a que nos encontramos ante
un probable caso de hepatitis B oculta. Por definicion, la
hepatitis B oculta es la “condicién donde la replicacién del
DNA del VHB esta presente en el higado con o sin presen-
cia de DNA VHB en la sangre, en individuos con ausencia
de HBsAg en suero”.® Algunos autores han propuesto como
alternativa la deteccion del DNA VHB (+) mas anti-HBc (+),
ambos en sangre para el diagndstico de OBJ.18.19.20,.21

Transcurridos cinco meses a partir de la deteccion de
VHB en suero se realizd una tercera toma de muestra y se
analizo el suero de la donadora; los resultados fueron no
reactivos para presencia de DNA en suero, asi como para
HBsAg, por lo que es muy probable que nos encontrabamos
en la etapa de resolucién clinica, o se tratara de un probable
caso de infeccién oculta por VHB, en el cual el nUmero de
copias es tan bajo que resulta indetectable para la meto-
dologia utilizada de deteccion de carga viral. Es de suma
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mg/dL 0.20-1.00 mg/dL
mg/dL 0.00-.30 mg/dL
mg/dL

Ul 12-50 UI

ul 10-40 UI

importancia recordar que en caso de haber resuelto la enfer-
medad aguda de manera natural no implica que ya no haya
probabilidad de presencia de DNA viral en los hepatocitos y
que en un futuro se pueda convertir en un caso OBI.

Si bien, en estricto sentido uno de los objetivos de los
bancos de sangre es detectar riesgos sanitarios para evitar
la transmision de enfermedades por medio de la transfusion
sanguinea, es necesario disponer de protocolos que permi-
tan una calificacion bioldgica eficaz.22 En dicha calificacion
la sensibilidad y especificidad del ensayo son fundamenta-
les, pero también es de suma importancia que estos ensa-
yos cuenten con el menor limite de deteccion presentes
en el mercado ya que sus resultados pueden impactar de
manera critica en el diagnostico de la enfermedad y esto
ayudaria a evitar procedimientos innecesarios y dolorosos
para el paciente.

Es importante mencionar que la valoracion de los resulta-
dos analiticos debe hacerse de manera global. Es obvio, por
ejemplo, que el significado de un anti-HBc IgG sera diferente
segun se acomparie de un HBsAg positivo o negativo.?

En el periodo de 2018-2019 se publico un estudio®® que
mostraba la prevalencia de donadores reactivos para HBV
en el oeste de México. El numero de donadores seropositivos
HBsAg (+) NAT reactivo fue 24.9 por cada 100,000 donado-
res y los donadores seronegativos NAT reactivo fueron 2.5
por cada 100,000 donadores.

Estos resultados revelan que sin el ensayo NAT el 9%
de los donadores no habria sido detectado, incrementando
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el riesgo de transmision de HVB a pacientes transfundidos.
Se han reportado diferentes casos en todo el mundo en
los que si los pacientes o donadores Unicamente se hubie-
ran estudiado por los ensayos seroldégicos comunes no se
habria detectado la infeccion por VHB. Por ejemplo, en el
afio 2018 un estudio mexicano'” reporté dos casos de dona-
dores VHB DNA (+) / HbsAg (-) / anti-S VHB (+), mientras
que en el 2010 Turquia'® detecté 0.091% casos de OBI gra-
cias al resultado positivo anti-HBc en una poblacién de 2748
individuos. China,?® en el 2022, estudié 2013 casos de los
cuales el 5.4% arrojo resultados VHB DNA (+) / HBsAg (-)
/ anti-HBc (+). La deteccion de este tipo de casos pone en
evidencia la necesidad y ventaja de contar con diferentes
ensayos para realizar un estudio mas amplio en los pacien-
tes y/o donadores que permitan detectar la infeccién en cual-
quiera de las etapas de la historia natural de la enfermedad.
Estas tecnologias complementarias aumentan la seguridad
sanguinea no solo para el o los receptores de hemocompo-
nentes, se ha documentado la transmisiéon del virus de la
hepatitis B oculta (OBI) en trasplante de érganos sdlidos,
como rifidn y corazoén, en casos de donantes con marcador
anti-HBc positivo,?425 a pesar de que la FDA recomienda
analizar con ensayo NAT para VHB a los donadores de célu-
las progenitoras hematopoyéticas y tejidos.2

Gracias a las técnicas de biologia molecular se han
detectado las mutaciones que afectan la antigenicidad de
la proteina S, la mutacion en la regién pre-S/promotor S,
asi como las mutaciones en el gen S que inihiben el splicing
del mRNA pre-s2/S; también provoca efectos en la expre-
sion del HBsAg, ya sea modificandolo para ser reconocido
por los ensayos actuales o reduciendo su sintesis y secre-
cion, y no solo se presentan efectos en el HBsAg, incluso
los niveles en suero o plasma del DNA se ven reducidos o
indetectables, esto incrementa el riesgo residual de un posi-
ble contagio por VHB. En el periodo 2006-2008 el riesgo
residual fue de 1:355,000 donaciones a partir de la imple-
mentacion del ensayo NAT en el periodo de 2015-2016 este
riesgo se redujo a 1:1,529,014 donaciones.2728

Conclusiones

Para definir el caso como OBI, el estandar de oro es rea-
lizar una biopsia en busqueda de la presencia de DNA o
del cccDNA en los hepatocitos de la donadora. Claramente,
realizar este procedimiento esta fuera de la competencia
del banco de sangre y con los resultados negativos cinco
meses después nos inclinamos a estar frente a un caso de
infeccién por VHB en resolucién clinica, sin descartar que
se pueda convertir en un futuro en OBI.

Contar con técnicas de biologia molecular como NAT en
banco de sangre nos permite tanto reducir los periodos de
ventana y en consecuencia aumentar la seguridad sangui-
nea del receptor como detectar donadores aparentemente
sanos que se puedan convertir en futuros pacientes por
infecciones de tipo viral.

Esta informacion nos orienta a la actualizacion de la nor-
matividad vigente que se fortaleceria al considerar como
obligatorios ensayos que detecten marcadores que se
expresan durante las diferentes etapas de la historia natural
de las infecciones virales.
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