PROGRAMA DE CONTROL EXTERNO DE CALIDAD SEIMC, ANO 2006

Anomalias y patrones seroldgicos infrecuentes
de los marcadores diagnésticos del virus de la hepatitis B

Isabel Garcia Bermejo
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El virus de la hepatitis B (VHB) representa un problema de
salud publica mundial, a pesar de su mejor conocimiento y
de los avances producidos en el diagnéstico, el
tratamiento y la prevencion. Los marcadores serologicos
del VHB constituyen una parte importante de las
determinaciones realizadas en el Servicio de Microbiologia,
debido a su utilidad para efectuar el diagnéstico, conocer
la evolucion, establecer el pronéstico y realizar los
estudios epidemiologicos. En algunas ocasiones, los
resultados obtenidos en las pruebas seroldgicas son
dificiles de interpretar. En estas situaciones, las actitudes
deben encaminarse a diferenciar las reactividades
inespecificas de las auténticas, verificando la especificidad
de los ensayos o comprobando la sensibilidad de la prueba
utilizada, repitiendo el ensayo por técnicas o métodos
diferentes. En ocasiones, sera necesario obtener otra
muestra lo antes posible, para analizarla junto con la que
presenta el problema o plantearse un seguimiento
microbioldgico y clinico del paciente. Finalmente, la
interpretacion de los resultados obtenidos siempre debera
efectuarse junto con la historia clinica del paciente. El
objetivo de esta revision es comentar algunos de los
perfiles seroldgicos infrecuentes o “anémalos” y su
posible interpretacion segun el contexto clinico.
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Abnormalities and infrequent serological patterns of
diagnostic markers of hepatitis B virus

Despite advances in the diagnosis, treatment and
prevention of hepatitis B virus (HBV) infection, this disease
remains a public health threat worldwide. Consequently,
serological markers of HBV constitute a substantial
proportion of the total workload performed in
microbiology laboratories, because of their utility as tools
for diagnosis, monitoring and prognosis and for
epidemiological studies. Sometimes, serological test
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results are difficult to interpret. In these cases, nonspecific
reactivities should be clearly differentiated from true test
results to assess the specificity and/or the sensitivity of
the assays, either by repeating the tests or by using
different techniques or methods. In some instances,
drawing a new blood sample as soon as possible can be
required. The second sample should be analyzed in parallel
with the first specimen to clarify a doubtful initial result or
to plan the patient’s microbiological and clinical follow-up.
Finally, interpretation of the results obtained should
always be performed together with evaluation of the
patient’s clinical history. The present review aims to
discuss some infrequent or “anomalous” serological
patterns and their possible interpretation according to the
clinical context.

Key words: HVB serology. HVB markers. Hepatitis B virus:
HBV variants.

Introduccion

El virus de la hepatitis B (VHB) representa un problema
de salud publica mundial a pesar de la mejora de las con-
diciones sanitarias, el mejor conocimiento del virus y los
avances producidos en el campo del diagnéstico, el trata-
miento y la prevencién!. Por ello, es de gran interés esta-
blecer un diagnéstico correcto y lo més preciso posible que
permita conocer el estadio evolutivo de la infeccién y la en-
fermedad para adoptar las decisiones terapéuticas més
adecuadas en cada caso, asi como establecer las medidas
preventivas en la comunidad.

Los marcadores seroldgicos del VHB son una parte im-
portante de las determinaciones realizadas en el Servicio
de Microbiologia, debido a su utilidad para efectuar el
diagnéstico, conocer la evolucién, establecer el prondstico y
realizar los estudios epidemiolégicos. La interpretacion co-
rrecta de estos marcadores no siempre es sencilla, por lo
que es conveniente tener presente los patrones serolégi-
cos cuyo significado biolégico es dificil. El objetivo de esta
revision es comentar algunos de los perfiles serolégicos
infrecuentes o “anémalos” y su posible interpretacién se-
gun el contexto clinico.

Consideraciones sobre el virus

E1 VHB es el prototipo de la familia Hepadnaviridae. Su
genoma esta formado por una molécula circular de ADN
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parcialmente bicatenario y segin su organizacion consta
de 4 marcos principales de lectura: C, P, S y X. El primero
(C) define 2 regiones: el pre-core (pre-C) y el core (C), y di-
rige la sintesis de los antigenos relacionados con el anti-
geno core (HBcAg) y una proteina no estructural que es se-
cretada tras su modificacién postraduccional y constituye
el denominado antigeno “e” (HBeAg). El segundo (P) diri-
ge la sintesis de la polimerasa viral, poliproteina con acti-
vidad ADN polimerasa, transcriptasa inversa y ARNasa.
El tercero (S) contiene las secuencias que codifican las 3
glucoproteinas de superficie y presenta 3 sefiales de ini-
ciacion de transcripcién, las cuales definen las regiones
pre-S1 (proteina L), pre-S2 (proteina M) y S (HBsAg). La
regién S posee un promotor de transcripcién propio que
permite a la célula infectada sintetizar y excretar el anti-
geno de superficie (HBsAg) sin que exista replicacion del
genoma. Por tltimo, el cuarto (X) consta de una regién
Unica, que codifica una proteina no estructural, denomi-
nada antigeno X (HBxAg), que interviene en los mecanis-
mos de transcripcién y regulacion del virus, por lo que es
fundamental para la replicacién y la proliferacién de éste?.

El genoma del VHB presenta una tasa de mutacién de
1,4-3,2 x 105 sustituciones/nucleétido/ano, 100 veces més
que otros virus ADN. Debido a ello, el virus circula en for-
ma de una mezcla de variantes genéticas y constituye una
cuasiespecie que evoluciona durante la infeccién. Se han
descrito 4 grupos de variantes genéticas que se generan
espontdneamente en el curso de una infeccién natural por
el VHB y también por la presion selectiva ejercida por el
tratamiento antiviral y la inmunoprofilaxis activa y pasi-
va. Las variantes mutadas del VHB son seleccionadas de-
bido a que poseen mayor capacidad de supervivencia que
los virus no mutados, también denominados cepas salva-
jes?. La trascendencia clinica de estas variantes es desta-
cable, ya que pueden infectar a individuos vacunados efi-
cazmente o tratados con inmunoglobulinas especificas,
producir reinfecciones y ocasionar exacerbaciones o rebro-
tes en el contexto de una hepatitis B crénica*. Desde el
punto de vista del diagnéstico microbiolégico, es destaca-
ble que la infeccion activa por alguna de estas cepas puede
no detectarse por algunas de las pruebas comerciales exis-
tentes en el mercado®. Estas variantes son las siguientes:

1. Variante de la envoltura viral, gen S, con cambios en
el determinante “a” del HBsAg (epitopo inmunodominan-
te), que escapan a la vacunacién y a los beneficios de la
terapia con inmunoglobulinas especificas (HBIG) frente al
virus.

2. Variantes de la polimerasa viral, gen P, que confie-
ren resistencia a los tratamientos con los inhibidores de
esa enzima, analogos de nucleétidos/nucleésidos.

3. Variantes de la regioén pre-core-core (pre C-C), que im-
piden o disminuyen la expresién del HBeAg.

4. Variantes en el gen X, relacionadas con el desarrollo
de hepatocarcinoma.

Al margen de estas variantes, existen 9 subtipos del
VHB (ayw1l, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq+,
adrq-) y 8 genotipos (A-H), con una diferencia en las se-
cuencias del genoma viral completo superior al 8%. Los ge-
notipos A y D son ubicuos y el resto presenta una distri-
bucion étnica y geografica caracteristica, y parecen tener
diferentes propiedades biolégicas que afectan al curso de
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la enfermedad, asi como a la respuesta a los tratamientos
con los antivirales.

La infeccion y sus fases

El curso clinico de la infeccién por el VHB es dindmico y
esta condicionado por la interaccién entre la replicacion
del VHB y la respuesta inmunitaria. Se puede establecer
2 situaciones clinicas bien diferenciadas: la infecciéon agu-
da y la crénica. La clasificacion correcta de las diferentes
formas clinicas de la infeccién es importante para su mo-
nitorizacion y el enfoque terapéutico.

Otra nueva entidad, la denominada “infeccién oculta del
VHB?”, engloba una serie de fenémenos y situaciones clini-
cas distintas que hacen considerar tanto la latencia del
virus como la existencia de infecciones persistentes dife-
rentes de las conocidas.

Infeccién aguda

Se contrae por cualquiera de las vias de transmision:
sexual, perinatal o parenteral. Tras el episodio agudo, la
mayoria de los pacientes adultos resuelve la infeccién, eli-
mina el HBsAg y desarrolla anticuerpos frente al antigeno
de superficie (anti-HBs). Sin embargo, en algunos casos
la infeccion persiste y puede hacerse cronica.

Infeccién créonica

Se caracteriza por la persistencia de HBsAg en suero
después de los 6 meses del inicio de la infeccién, valores de
ADN-VHB en suero > 20.000 U/ml (> 10° copias/ml), ele-
vacion de las enzimas hepédticas de forma persistente o
intermitente y biopsia hepatica que demuestra actividad
necroinflamatoria. En la infeccién crénica se pueden defi-
nir 3 cursos evolutivos:

1. Hepatitis crénica HBeAg positivo: producida por la
cepa salvaje del VHB, representa la fase inicial de la in-
feccion crénica por el VHB. Las concentraciones en suero
de ADN-VHB son elevadas.

2. Hepatitis créonica HBeAg negativo con presencia o no
de anti-HBe, debida a la existencia de virus mutantes en
la region del pre-core o en el promotor del core. Representa
una fase més evolucionada o tardia de la infeccién por el
VHB. Las concentraciones séricas de ADN-VHB suelen
ser mas bajas y fluctuantes que en los pacientes con hepa-
titis crénica por VHB y HBeAg positivo.

3. Portador inactivo del VHB, caracterizado por: HBeAg
negativo y anticuerpos frente al antigeno e (anti-HBe) po-
sitivo, valores de ADN-VHB en suero < 2.000 U/ml (< 10* co-
pias/ml), alanina aminotransferasa (ALT) con valor nor-
mal de forma persistente, y biopsia hepdtica con actividad
necroinflamatoria nula o carente de significado.

Infeccion oculta del VHB

Cada vez cobra més entidad la denominada hepatitis B
oculta. Su existencia justificaria la rapida reaparicién del
ADN-VHB en el suero al cesar el tratamiento antiviral, la
reactivacion de la infeccién en los pacientes inmunodepri-
midos con marcadores de inmunidad natural frente al
VHB y sin ninguna situacion de riesgo que justifique una
reinfeccién exégena, y la infeccion por el VHB del recep-
tor sin marcadores previos del virus y que recibe un higa-
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do de un donante con marcadores serolégicos del VHB
compatibles con una infeccién resuelta.

Esta forma de infeccién se caracteriza por la deteccién
de ADN-VHB en ausencia del HBsAg. Se ha comunicado
en pacientes con hepatitis crénica por el VHB y en pobla-
cién sin sintomas de enfermedad hepatica como son los do-
nantes de sangre y la poblacién general con las pruebas
hepéticas normales®’. Fundamentalmente, puede encon-
trarse en 4 situaciones clinicas:

1. Personas aparentemente sanas y con recuperacion de
la infeccion por el VHB definida por la presencia de anti-
HBs.

2. Hepatitis aguda o crénica producida por una cepa de
VHB mutante en el gen S y que no es detectada por los in-
munoensayos utilizados para el diagnéstico.

3. Infeccién créonica por el VHB con presencia de anti-
HBc como marcador de la infeccién y deteccion paralela de
anti-HBe, o en ausencia de este marcador.

4. Personas aparentemente sanas o individuos con he-
patitis crénica sin ningin marcador de infeccién por el
VHB, excepto el ADN-VHB.

Una posible explicaciéon a este fenémeno seria el ADN
circular covalentemente cerrado (ADNccc), forma en la
que el genoma viral permanece en el hepatocito, integra-
do en el genoma celular a modo de episoma estable y que
serviria de molde del ARN pregenémico que posterior-
mente serd transcrito a ADN por la intervencién de la
transcriptasa inversa, manteniendo asi la replicacién del
virus.

Marcadores viroldgicos
y seleccion de ensayos virologicos

En la actualidad, se encuentra disponible un nimero
considerable de antigenos virales y sus respectivos anti-
cuerpos, a los que en los ultimos anos se han sumado los
métodos de deteccion y cuantificacion del genoma del VHB
(ADN-VHB). En la practica se utilizan algoritmos diag-
nosticos®.

Los marcadores virolégicos se utilizan para efectuar la
clasificacion y el seguimiento de la infeccién por el VHB y
se pueden diferenciar en:

1. Moléculas proteicas: a su vez, pueden estar codifica-
das directamente por el VHB, como los antigenos virales,
HBsAg y HBeAg, o bien producidas por el hospedador
frente a los antigenos virales, en respuesta a la infeccion,
como los anticuerpos anti-HBs (frente al HBsAg), anti-
HBc total o de tipo IgM (frente al HBcAg) y anti-HBe
(frente al HBeAg). Los antigenos virales y los anticuerpos
se detectan mediante enzimoinmunoensayos que, general-
mente, estdn automatizados; actualmente muchos de ellos
son luminiscentes, con alta sensibilidad y especificidad.

2. Acido nucleico viral (ADN-VHB): utilizado para la de-
teccién del virus, cuantificacion (carga viral), estudio de
los genotipos y las variantes de los genes P, pre-core y core,
asi como para cuantificar en el tejido hepatico el ADNccc,
intermediario principal del ciclo replicativo viral en el in-
terior del hepatocito. La deteccion y la cuantificacion del
ADN-VHB se realizan mediante técnicas moleculares; la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es la mas utili-
zada en la practica diaria.

Anomalias y patrones serologicos
infrecuentes de VHB

En el dia a dia, pueden encontrarse patrones atipicos
de los marcadores diagnésticos de la infeccién por el VHB
cuyo significado puede ser dificil de interpretar. Algunos
se deberan a problemas técnicos, otros a las limitaciones
del método elegido y, en otras ocasiones, pueden deberse
a factores biolégicos inherentes al paciente o al virus. En
muchas ocasiones, serd necesario obtener otra muestra lo
antes posible para analizarla junto con la que presenta el
problema; en otras, ademas, debera efectuarse un segui-
miento microbioldgico y clinico del paciente.

Finalmente, la interpretacion de los resultados obteni-
dos siempre debera efectuarse junto con la historia clinica
del paciente.

No obstante, todavia hoy no existe respuesta para todos
los patrones atipicos que se pueden encontrar, pero de al-
gunos de ellos si se conoce su explicacion. A continuacion,
se relacionan algunos de estos patrones, se comentan los
marcadores del VHB complementarios que se recomienda
realizar y la explicacién posible al patrén serolégico en-
contrado junto con las situaciones clinicas en las que se
ha descrito. Por ultimo, en la tabla 1 se efectiia un resu-
men de todos los patrones comentados.

Deteccion de ADN-VHB en ausencia de HBsAg

Como es bien sabido, la deteccién del ADN-VHB indica
replicacion viral e infectividad. Si se encuentra este patrén
en una fase de la infeccién que no sea la “fase ventana” de
una infeccién aguda, la situacion clinica podria definirse
como “infeccién oculta” por el VHB. La deteccién del ADN
viral puede ser aislada o acompafiarse de otros marcado-
res serolégicos del VHB. La frecuencia de presentacion de
este perfil depende de la sensibilidad de las pruebas utili-
zadas para la deteccién de ambos marcadores y de la pre-
valencia de la infeccién en la poblacién estudiada.

Este patron se ha encontrado en pacientes con hepati-
tis crénica por el VHB, carcinoma hepatocelular, porta-
dores inactivos del VHB, pacientes con hepatitis crénica
por el virus de la hepatitis C (VHC), pacientes infecta-
dos por el VIH y en donantes de sangre. Este hallazgo
preocupa especialmente a los responsables de los bancos
de sangre, ya que en la poblacién donante con este perfil
no es infrecuente encontrar concentraciones de ADN vi-
ral bajas (80-1.000 U/ml), que pueden no detectarse en
los estudios de cribado realizados en un pool con sangre
de diferentes donantes®. En la préctica, debera estudiar-
se el resto de los marcadores serolégicos del VHB, inclui-
do el anti-HBs.

La principal causa de este perfil es la infeccién, aguda o
crénica, por una cepa mutante en el gen S del VHB (mu-
tante de escape). E1l HBsAg es una proteina inmunolégi-
camente diversa, de la que se han descrito hasta 8 subti-
pos antigénicos (HBs 1-HBs 8), de los cuales al menos 3
contribuyen al ensamblaje del determinante antigénico
“a”, comun a todas las cepas de VHB. Es el epitopo inmu-
nodominante en el curso de la infeccion por el VHB y los
anticuerpos dirigidos contra €l proporcionan la inmunidad
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TABLA 1. Patrones serolégicos infrecuentes del VHB, marcadores complementarios a realizar, causa posible
y contexto clinico en el que se han decrito

Patron Marcadores Causa posible Contexto clinico descrito
serolégico complementarios
ADN-VHB (+) e Anti-HBc IgM e VHB mutante (gen S, determinante e Infeccién aguda por el VHB: fase ventana
HBsAg (-) e Anti-HBc antigénico “a”) e Infecci6n crénica por el VHB
e HBeAg/anti-HBe ¢ Infeccion cronica por el VHC
e Anti-HBs e Carcinoma hepatocelular por el VHB
e Portadores inactivos del VHB
e Infeccion por el VIH
¢ Donantes de sangre
HBsAg (+) e ADN-VHB e Reactividad inespecifica del reactivo ® Gestantes
Anti-HBc (-) e Anti-HBc IgM ¢ Hematies, fibrina o lipidos ¢ Pacientes hemodializados
e HBeAg/anti-HBe en concentracién alta e Trastornos de la coagulacién
¢ Contaminacion de la muestra con el
suero de un portador
e Contaminacién de la muestra con el
suero de un portador
e Vacunacién VHB (21 dias previos)
e Infeccién VHB (estadio precoz)
e Inmunotolerancia extrema
e Infeccién crénica por VHB mutante
(gen X)
e Infeccién por VHB2
Anti-HBc e ADN-VHB ¢ Reactividad inespecifica de los e Infeccion crénica por el VHB

total aislado
(HBsAg/antiHBs [-])

e HBeAg/anti-HBe

componentes del suero

e Problemas técnicos en la deteccion
del HBsAg: inmunocomplejos, VHB
mutante en el gen S

e Problemas técnicos en la deteccién
de anti-HBs por sensibilidad baja
del ensayo

e Coinfeccién por el VHC

¢ Respuesta inmunitaria incompleta
en una infeccién previa por el VHB

e Infeccion resuelta con pérdida
de anti-HBs

e Infeccion crénica por el VHC

e Inmunodeprimidos, incluido el VIH

e Personas sanas con exposicion previa
al VHB

Anti-HBs aislado e HBsAg e Reactividad inespecifica e No se asocia a ninguna poblacién
(no vacunados) e Anti-HBc total e Pérdida anti-HBc (infeccién pasada) determinada
e ADN-VHB opcional e Respuesta inmunitaria incompleta
HBsAg (+) e ADN-VHB e VHB mutante en el gen S e Hepatitis crénica: activa y persistente
Anti-HBs (+) e HBeAg/anti-HBe e Tratamiento de la hepatitis cronica  ® Hepatocarcinoma
por el VHB en tratamiento con e Reactivacion VHB en inmunodeprimidos
antivirales y en proceso de con marcadores previos de inmunidad
seroconversion ¢ Portadores asintomaticos
Apariciéon HBsAg con e ADN-VHB e Reactivacién del VHB en e Linfoma y leucemia

anti-HBs (+) previo

¢ inmunodeprimidos en tratamiento
con quimioterapia

e Cancer de mama y tumores sélidos
e Hepatocarcinoma
e Otros tumores

al virus después de la infeccién natural resuelta o tras la
vacunacion.

El primer caso de mutacién en el determinante “a” fue
descrito por Carman et al en 1990, en un nifio nacido de
madre portadora que habia sido vacunado y tratado con
HBIG después del parto. Se constaté un cambio de glicina
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por arginina en el aminodcido 145 (G145R). Desde enton-
ces, se han hallado otras cepas con mutaciones en el gen S,
principalmente en nifios con infecciéon perinatal y que ha-
bian recibido inmunoprofilaxis activa y pasiva, en pacien-
tes con hepatitis B crénica activa en presencia de anti-
cuerpos anti-HBs séricos, en receptores de trasplante
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hepatico tratados con HBIG y en pacientes sometidos a
trasplante hepatico o renal, vacunados y con valores séri-
cos de anti-HBs considerados protectores.

Otras mutaciones descritas son: D144A, T126N, G130R,
Q129H, M133L. Estudios recientes indican que algunas
de estas cepas portan, ademads, mutaciones en otras regio-
nes de la regién S externas al determinante antigénico “a”,
incluso en la region pre-S2, que también disminuyen la
avidez con que los anticuerpos anti-HBs reconocen el com-
plejo HBsAg mutado. Estas variabilidades genéticas mo-
difican sustancialmente la naturaleza antigénica del
HBsAg, tienen repercusién clinica por escapar a la res-
puesta de los anticuerpos producidos por la vacuna o a la
inmunizacién pasiva, y suponen un reto para los fabri-
cantes de inmunoensayos con fines diagnésticos, ya que no
todos los que estan comercializados son igualmente efica-
ces en la deteccién de ciertos mutantes en el gen S, por lo
que es importante elegir el tipo de prueba que se utiliza y
conocer sus limitaciones, por si en determinados pacientes
y circunstancias clinicas concretas debiera estudiarse la
misma muestra con diferentes ensayos, e incluso realizar
estudios moleculares®!°.

La existencia de cepas del VHB variantes de escape en
el gen S también explica que pueda detectarse ADN-VHB
en ausencia de HBsAg y deteccién simultdnea de anti-HBs
y anti-HBe. Este supuesto puede ocurrir en las personas
inmunizadas con vacuna recombinante e infectadas con
una de estas cepas mutantes de escape del VHB, en la
reinfeccién en personas con marcadores previos de inmu-
nidad o mutacién del virus durante el proceso de serocon-
version en pacientes en tratamiento con antivirales o sin
tratamiento.

Reactividad de HBsAg en ausencia de anti-HBc

El1 HBsAg es el marcador més precoz en la infeccién
aguda por el VHB; es detectable durante el periodo de in-
cubacion de la hepatitis aguda, antes de la aparicién de los
sintomas de la enfermedad, y precede en 2-4 semanas a la
elevacion de los valores séricos de las transaminasas. En
la actualidad, la alta sensibilidad de los ensayos utilizados
para detectar el HBsAg, la mayor parte de ellos con una
sensibilidad inferior a 0,2 ng/ml, hace improbable los re-
sultados falsos negativos, pero la especificidad de las prue-
bas existentes en el mercado no alcanza el 100%, por lo
que en este caso debera confirmarse el resultado mediante
la prueba de neutralizacién del HBsAg con anticuerpos po-
liclonales o monoclonales especificos frente al antigeno
(anti-HBs). También debera realizarse el estudio de los
siguientes marcadores: anti-HBc IgM, HBeAg/anti-HBe y
DNA-VHB!. Las explicaciones posibles a este perfil son
las siguientes:

1. Reactividad inespecifica en las pruebas sistematicas
de deteccién del HBsAg. En la mayoria de los casos, la
reactividad es débil, hecho que hace dudar de su significa-
do, y la muestra problema no sera confirmada por neutra-
lizacién con el anti-HBs; asimismo, el resto de los marca-
dores seran negativos, por lo que quedara descartada la
infeccién por el VHB.

Los resultados falsos positivos son una contingencia in-
herente a cualquier marca comercial, por lo que cada fa-
bricante debera alertar de las posibilidades de presenta-
cién en su ensayo. Una posibilidad es que la reactividad se

deba al tipo de trazadores utilizados para el marcado y el
revelado de la reaccién, por lo que la repeticiéon de la prue-
ba utilizando otro método diferente puede resolver el pro-
blema. En otros casos, y con algunos de los reactivos exis-
tentes en el mercado, la presencia de hematies, fibrina o
lipidos en exceso puede producir reactividades inespecifi-
cas, que, por lo general, se solventan volviendo a centrifu-
gar la muestra o refrigerandola a 4 °C durante 24-48 h
antes de volver a analizarla por el mismo sistema. En
cualquier circunstancia, la neutralizacién de la muestra
con el anti-HBs ayudara a aclarar la situaciéon. Las ges-
tantes, los pacientes hemodializados y los que presentan
trastornos en la coagulacion son grupos de poblacién en los
que con frecuencia se encuentra esta reactividad inespeci-
fica.

En algunas ocasiones sera necesario solicitar una se-
gunda muestra extraida con 15-30 dias de diferencia res-
pecto a la primera para comprobar si ha desaparecido la
reactividad del HBsAg (este supuesto serda comentado en
el subapartado 7).

2. Contaminacion de la muestra con pequenas cantida-
des de suero de un portador. Si existe replicacién viral en
la muestra contaminante, pueden detectarse valores bajos
de HBeAg o ADN-VHB. En esta situacién, la muestra pro-
blema sera confirmada al efectuar la prueba de neutrali-
zacion del HBsAg con el antiHBs, por lo que sélo la obten-
cion de una nueva muestra y el seguimiento del paciente
podran descartar la infeccién por el VHB.

3. Vacunacién frente al VHB en los 21 dias previos al
momento de la toma de muestra. Es conocido que la vacu-
na frente al VHB induce una antigenemia HBsAg transi-
toria. Este fenémeno se ha encontrado en recién nacidos,
adultos sanos y en pacientes sometidos a un programa de
hemodialisis, todos ellos receptores de vacuna recombi-
nante. Generalmente, el HBsAg es detectable entre los
dias 1-7 posvacunacion; sin embargo, en los neonatos se
han descrito periodos més largos, de hasta 21 dias.

En estos casos, la muestra problema sera confirmada al
efectuar la prueba de neutralizacion con el anti-HBs, y el
resto de los marcadores serolégicos seran negativos; aun-
que el antecedente de una vacunacion reciente resuelve la
situacién; no obstante, si se desea demostrar la desapari-
cion del HBsAg, puede repetirse la determinacion en otra
muestra obtenida al mes de la primera y antes de la ad-
ministracion de otra dosis de vacuna, en el caso de que el
paciente no hubiera concluido el proceso de inmunizacién.

Se ha descrito una posible relacién entre la aparicién
transitoria de HBsAg posvacunacion y la ausencia de res-
puesta a la vacuna recombinante. Algunos autores han
dado como posible explicacion una adsorciéon incompleta
del antigeno al hidréxido de aluminio utilizado como ad-
yuvante, quedando cierta cantidad de antigeno libre capaz
de difundir al medio extracelular, lo que conduciria a un
fallo en los mecanismos de captacién-presentacién de anti-
geno por las células presentadoras y, en consecuencia, a
una pobre o nula respuesta a la vacuna.

4. Infeccién aguda por el VHB en estadio muy precoz.
En este caso, generalmente existira ADN viral y, en la ma-
yoria de las ocasiones, podra detectarse HBeAg y anti-HBc
IgM. El seguimiento del paciente podra demostrar la apa-
ricion del anti-HBc total. Sélo en estadios muy precoces de
la infeccién, y con una probabilidad de presentacién muy
baja, el HBeAg y el ADN-VHB seran negativos.
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5. Inmunotolerancia extrema a una infecciéon por una
cepa salvaje de VHB que determina la ausencia de res-
puesta inmunitaria humoral. La fase inicial de inmunoto-
lerancia se caracteriza por valores elevados de ADN-VHB
en suero (> 10° copias/ml), HBeAg positivo, valores norma-
les o casi normales de ALT y minima actividad histolégica
hepatica. Esta fase es de duracién muy corta en las perso-
nas infectadas durante la adolescencia o en los adultos j6-
venes. Sin embargo, suele durar 2-3 décadas en las perso-
nas que han adquirido la infeccién por transmisién
vertical o en la infancia. Se han descrito estos hallazgos en
individuos infectados en las situaciones anteriormente ci-
tadas y, generalmente, asociadas a los genotipos B y C del
VHB; y también en pacientes que presentan un alto gra-
do de inmunosupresién®.

6. Infeccion crénica del VHB debida a variantes del vi-
rus con mutaciones en el gen X. En estos casos, los valo-
res séricos de HBsAg son muy bajos (inferiores a 0,5 ng/
ml), aunque la reactividad del HBsAg persiste en el tiem-
po y puede neutralizarse. La infeccién cursa con ausencia
de marcadores serolégicos y s6lo se pone de manifiesto por
la deteccion del ADN-VHB, el cual suele estar presente
en concentraciones bajas. Este perfil es muy infrecuente,
y s6lo se ha descrito en pacientes sometidos a hemodia-
lisis®.

7. Infeccién por la denominada variante del VHB conoci-
da como VHB tipo 2 (VHB2). E1 VHB2 no presenta pro-
teccion cruzada con la cepa salvaje del VHB, y hasta hoy
no se ha podido caracterizar, por lo que la hipétesis debe
ser confirmada. La reactividad del HBsAg también es dé-
bil, pero en este caso transitoria, constatdndose su desa-
paricién a las 2-3 semanas de seguimiento. El HBeAg es
negativo y las pruebas de deteccion del ADN viral suelen
serlo también, hecho que dificulta la caracterizacion del fe-
noémeno. Los pacientes suelen permanecer asintomaticos y
después de producirse el aclaramiento del HBsAg no se
produce la seroconversion para el anti-HBc. Muchos de es-
tos hallazgos proceden del cribado sistematico de donantes
de sangre y de gestantes sanas, que permanecen sin anti-
HBc demostrable durante todo el embarazo; no se ha des-
crito, hasta la fecha, ningin caso de hepatitis neonatal.

Reactividad aislada del anti-HBc total

El anti-HBc es el primer anticuerpo que aparece. Es de-
tectable en suero con los primeros sintomas y durante
toda la enfermedad, y permanece estable después de la cu-
racién, incluso en los casos en que el anti-HBs desaparece.

Este patron seroldgico se caracteriza por la reactividad
de anti-HBc en ausencia de HBsAg y anti-HBs. Su fre-
cuencia de presentacion es variable; es méas frecuente en la
poblacién con practicas de riesgo (10-25%)8. Se ha detec-
tado en los sueros de personas con hepatitis crénica por el
VHB, pacientes inmunodeprimidos, incluida la infeccién
por el VIH, usuarios de drogas por via parenteral (UDVP),
personas infectadas por el VHC y en individuos sanos, con
exposicién previa al virus o sin contacto con él.

Para poder interpretar su significado es necesario cono-
cer la historia clinica del paciente y completar el estudio
con otros marcadores: HBeAg, anti-HBe y DNA-VHB!2,
Las explicaciones posibles a este perfil son las siguientes:

1. Reacciones inespecificas inherentes a componentes
del suero problema. Distintos componentes no identifica-
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dos, pero presentes en el suero, pueden reaccionar con los
agentes quimicos utilizados en las pruebas de inmunoen-
sayo, hecho que da lugar a resultados positivos falsos®. En
este caso, las reactividades suelen ser bajas, el resto de
los marcadores serolégicos seran negativos, incluido el
ADN-VHB, las enzimas hepaticas no estaran alteradas y
no se identificardn comportamientos de riesgo para con-
traer la infeccion.

2. Problemas técnicos inherentes a la detecciéon del HBsAg
debido a:

— Circulacién del HBsAg en forma de inmunocomplejos,
que impediria su deteccién por los métodos convenciona-
les. La disociacion previa de éstos, mediante las distintas
técnicas existentes, y la posterior deteccién del HBsAg li-
bre podria ser la solucién del problema®?.

— Infeccién aguda o crénica por una cepa mutante en el
gen S del VHB. Esta situacion se identifica por la presen-
cia de ADN-VHB en la muestra y se ha comentado en un
apartado anterior.

3. Problemas técnicos inherentes a la deteccién del anti-
HBs, debido a la variabilidad de la sensibilidad de los en-
sayos comerciales. Estudios comparativos han demostrado
estas diferencias en pacientes con titulos bajos de anti-
HBs (entre 10-100 U/ml), por lo que un suero puede ser ne-
gativo por un determinado ensayo y positivo por otro. Este
hecho se ha comprobado en diferentes poblaciones y si-
tuaciones clinicas: donantes de sangre (3-5%) y pacientes
con anti-HBc¢ como tnico marcador de infeccién por el
VHB (14-25%).

4. Coinfeccion por el VHC. Se ha constatado que el VHC
suprime la replicacién del VHB y también suprime signifi-
cativamente la expresion del HBsAg, tanto in vitro como
in vivo, por lo que en los individuos infectados con ambos
virus, el VHC puede interferir en la sintesis del HBsAg y,
por tanto, en su deteccién®®. La positividad del ADN-VHB
facilitara la interpretacion del resultado.

La relevancia clinica de esta otra forma de presentacién
de hepatitis B oculta en pacientes con enfermedad por
VHC permanece controvertida, ya que algunos estudios
asocian esta situacién con una mayor gravedad de la en-
fermedad hepatica, desarrollo de carcinoma hepatocelu-
lar y falta de respuesta al tratamiento con interferén y
ribavirina. Sin embargo, son necesarios mas estudios
para confirmarlo, ya que en otros trabajos realizados en
zonas con alta endemia del VHB no se han encontrado las
asociaciones antes citadas. Debido a esta hipotética aso-
ciacion, otros autores proponen que, en los pacientes en
los que reiteradamente sélo se encuentra el anti-HBc
como tunico marcador de la infeccién por el VHB, podria
considerarse realizar la deteccién de anticuerpos frente al
VHC?S.

5. Respuesta inmunitaria incompleta frente a una infec-
cién previa por el VHB. La deteccién en solitario de este
anticuerpo define la “fase ventana”. En este supuesto se
contempla la prolongacién de la “fase ventana”, en una
infeccién aguda, es decir, cuando el HBsAg ha desapareci-
do y el anti-HBs tarda en aparecer varias semanas o anos.
En este caso, los anticuerpos de la clase IgM frente al HB-
cAg (anti-HBc IgM) habran desaparecido, y sélo con el se-
guimiento del paciente en el tiempo podra constatarse la
seroconversion y la apariciéon de anti-HBs.
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6. Resolucion de la infeccion por VHB con pérdida del
resto de los marcadores. Este supuesto no es frecuente,
pero es posible. Para poder ponerlo de manifiesto, podria
administrarse una dosis de vacuna y comprobar el efecto
de “refuerzo” producido, con la consiguiente aparicién de
anti-HBs. En este sentido, debe tenerse en cuenta que la
positividad aislada de anti-HBc no garantiza la inmuni-
dad a la reinfeccion, por lo que no debe tomarse como cri-
terio de exclusién para la vacunacion®.

Por otra parte, hay que tener presente que una pro-
porcion no desestimable de individuos con infeccién pa-
sada y resuelta presenta titulos de anti-HBs inferiores a
100 U/ml, con el problema técnico que puede suponer de-
tectar concentraciones tan bajas, como ya se ha comentado
anteriormente.

Reactividad aislada de anti-HBs en individuos
no vacunados

La reactividad aislada de anti-HBs es el patrén serolé-
gico esperado en los individuos vacunados y que han res-
pondido a la inmunizacién. Un titulo de este anticuerpo
> 10 U/ml se asocia con inmunidad frente al VHB con un
valor predictivo del 97,6%*'".

En individuos no vacunados, la frecuencia de presenta-
cién de este perfil es baja. Para poder interpretar su sig-
nificado es necesario conocer la historia clinica del pacien-
te y completar el estudio con otros marcadores: HBsAg y
anti-HBc (total o IgG). El estudio del DNA-VHB puede
ser opcional.

Generalmente, se obtienen reactividades bajas y en la
mayoria de los casos se debe a reactividades inespecificas
producidas por la reacciéon de una IgM capaz de unirse al
HBsAg. Otra posibilidad es la pérdida del anti-HBc en
individuos infectados de forma natural (0,1-0,5%) y tam-
bién puede tratarse de una respuesta inmunitaria incom-
pleta frente a la infeccién producida por una cepa de VHB
con algun tipo de mutacién en el gen S que modifica la an-
tigenicidad del HBsAg y también disminuye su inmuno-
genicidad?.

Se han comunicado infecciones agudas por VHB en indi-
viduos que presentaban este patrén serolégico, por lo que,
ante un caso con reactividad aislada para este marcador y
que no documente haber sido vacunado, puede ser pru-
dente considerar a la persona susceptible a la infeccién y,
por tanto, proceder a su vacunacion.

Coexistencia de HBsAg y anti-HBs

Este patron se encuentra, principalmente, en pacientes
con hepatitis crénica activa y hepatocarcinoma, aunque
también es detectable en las infecciones crénicas persis-
tentes, en las reactivaciones del VHB en pacientes inmu-
nodeprimidos con marcadores previos de inmunidad a la
infeccion, y en pacientes considerados portadores inactivos
y generalmente asociados a practicas de riesgo como los
usuarios de drogas por via parenteral (UDVP)!8, En algu-
nos pacientes con hepatitis cronica por el VHB y trata-
miento antiviral, puede encontrarse en el momento en el
que haya comenzado a producirse la seroconversion, por lo
que es posible detectar el anti-HBs aunque todavia no
exista aclaramiento total del HBsAg.

El porcentaje de presentacién de este perfil es variable,
del 5 al 30% segtn las series consultadas. Este fenémeno
se conoce al menos desde 1976 y, a pesar del tiempo trans-

currido, su explicacién no esta aclarada. Unos autores aso-
cian esta coexistencia con el incremento de cepas de VHB
mutantes de escape, que poseen un alto porcentaje de va-
riabilidad en el determinante “a”, y que aparecen en el
transcurso de una infeccién crénica'®. Otros autores, sin
embargo, no encuentran esta asociacién?. La explicacién a
esta discrepancia puede deberse al tipo de pacientes estu-
diados. En pacientes con hepatitis crénica HBeAg negati-
vo y carga viral baja de VHB (< 10° copias/ml), se encuen-
tra mayor porcentaje de cepas mutantes seleccionadas,
mientras que los pacientes HBeAg positivo, carga viral
alta (> 105 copias/ml) y valores elevados de transamina-
sas presentan pocas mutaciones en el gen S.

La posibilidad de detectar simultdneamente HBsAg y
anti-HBs depende, en parte, de la sensibilidad y la especi-
ficidad de los reactivos utilizados para su deteccion. En la
actualidad, ante la coexistencia de estos 2 marcadores es
necesario comprobar la especificidad de los ensayos me-
diante las correspondientes pruebas de neutralizacion
para ambos marcadores; también se recomienda estudiar
la presencia de IgM anti-HBc, HBeAg y ADN viral, y rea-
lizar las mismas determinaciones en una nueva muestra
extraida 2 semanas mads tarde®.

Aparicion de HBsAg (serorreversion) en pacientes
inmunodeprimidos con marcadores previos de
inmunidad y con posterior reduccion o pérdida
del titulo de anti-HBs

Este patron es caracteristico de las reactivaciones del
VHB en pacientes inmunodeprimidos, y aparece durante o
después de completar el ciclo de quimioterapia. La mayo-
ria de los casos se ha descrito en pacientes con enferme-
dades hematoldgicas (especialmente linfomas y trasplan-
tados de progenitores hematopoyéticos) y en pacientes con
tumores sélidos?'. En los dltimos afios, la introduccion de
los tratamientos con anticuerpos monoclonales antilinfoci-
tos B o T, como el rituximab (anti-CD20+) o el alemtuzu-
mab (anti-CD52+), utilizados aisladamente o en combina-
cién con los tratamientos citotéxicos, ha aumentado el
numero de casos comunicados, algunos de ellos con de-
sarrollo de hepatitis fulminante y muerte??. Otros medi-
camentos relacionados con la reactivacion del VHB son el
infliximab y el bortezomib.

En otras ocasiones, la reactivacién de la infeccién es au-
tolimitada o ha podido prevenirse mediante la adminis-
tracién de profilaxis precoz con lamivudina. No obstante,
la reactivacion del VHB reviste mayor gravedad cuando
los pacientes son previamente HBsAg positivo; en estos
casos, la mortalidad oscila entre el 5-40%.

Ante este patrén, es fundamental estudiar el ADN-
VHB, que confirmara la existencia de replicacién viral y,
por tanto, la reactivacién. E1 ADN viral es el marcador
mads precoz, ya que precede en 2-3 semanas al incremen-
to de la ALT. Si se confirma la reactivacion, se procedera
a interrumpir la quimioterapia y se comenzara el trata-
miento con lamivudina sola o combinada con otro anti-
viral.

Conclusiones

Los marcadores diagnésticos del VHB se deben selec-
cionar segun las caracteristicas clinicas del paciente y el
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objetivo perseguido. En general, el diagnéstico de la hepa-
titis aguda por el VHB se basa unicamente en métodos
serolégicos. Respecto a la infeccién crénica, la deteccion y
la cuantificacion del ADN viral son necesarias para esta-
blecer si hay o no replicacion del VHB, y es imprescindible
para adoptar las medidas terapéuticas.

En algunas ocasiones, los resultados obtenidos en las
pruebas seroldgicas son dificiles de interpretar. En estas
situaciones las actitudes que se deben seguir se encamina-
ran a diferenciar las reactividades inespecificas de las au-
ténticas, verificando la especificidad de los ensayos o com-
probando la sensibilidad de la prueba utilizada; se debe
repetir el ensayo eligiendo técnicas o métodos diferentes.
En ocasiones, serd necesario obtener otra muestra lo antes
posible, para analizarla junto con la que presenta el pro-
blema. Si, efectuada la repeticién, no se confirman los re-
sultados, no existird trascendencia clinica por lo que la
“reactividad anormal” se debera a problemas técnicos de
diversa indole pero, en otras ocasiones, menos frecuentes
pero posibles, se repetira el hallazgo serolégico, que podra
deberse a diferentes situaciones clinicas o biolégicas que
serd necesario conocer para efectuar la interpretacién co-
rrecta de los resultados y plantear la actitud a seguir con
el paciente en el futuro. No obstante, hay que tener en
cuenta las limitaciones de las pruebas serolégicas, por lo
que en algunas situaciones, para poder obtener conclusio-
nes, deberan realizarse estudios adicionales complemen-
tarios por métodos diagnésticos diferentes.
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