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RESUMEN

Titulo de la disertaciéon: Marcadores serolégicos y moleculares utilizados para deteccion
del virus de hepatitis B en donantes de sangre para un nivel optimo de seguridad

transfusional afio 2020

Introduccioén: la deteccion del virus de la hepatitis B (VHB) ha promovido en los bancos
de sangre y hemocentro el uso de varios marcadores serolégicos y la introduccion de la
prueba molecular MP-NAT o ID-NAT para ofrecer una seguridad transfusional, sin embargo
existe controversia en la implementacion de la prueba molecular NAT debido a la presencia
de donantes de sangre asintomaticos con baja concentracién del ADN viral o presencia de
hepatitis oculta (OBI) que interfiere con el limite de deteccion de la prueba molecular
convirtiéndose en un problema su deteccidn por un solo método, por lo que se recomienda
el uso de marcadores serologicos de HBsAg, anti-core HBc e ID-NAT o triplex NAT.
También se suman estrategias como vacunacidén masiva, pruebas moleculares
individuales, seleccion del donante, autoexclusién, metodologias seroldégicas mas
sensibles y especificas, asi como técnicas de concentracién del ADN viral para su
detecciéon, sumandose la recomendacion de estudios de costo-beneficio. Materiales y
Métodos: estudio bibliografico narrativo descriptivo de evidencias cientificas relacionadas
al tema propuesto y a la poblacion de estudio, se utilizaron fuentes primarias de articulos
de revistas indexadas utilizando descriptores MesH, para la seleccién de informacion se
utilizé la metodologia de STROBE. Conclusiones y Recomendaciones: Los autores
sugieren que la eleccién de los marcadores serologicos y moleculares debe realizarse en
base a investigaciones que demuestren el beneficio para los pacientes y la seguridad
transfusional. El virus de la hepatitis B posee varias particularidades como mutaciones,
replicacion viral lenta que ocasiona una carga viral indetectable en donantes portadores de
hepatitis oculta (OBI), por lo que el excluir marcadores serolégicos como HBsAg o anti-core
HBc produciria posibles transmisiones transfusionales del virus como se ha demostrado en
algunos estudios en los que existieron donantes NAT negativo/anti-HBc reactivo, en
contraste también se han reportado falsos positivos en anti-HBc. Todos estos datos
sugieren que debe mantenerse el uso en paralelo de los marcadores serolégicos y
moleculares para la identificacion inequivoca del virus B en los donantes de sangre. Una
de las recomendaciones es promover la investigacion del riesgo residual de la infeccion
sumada al costo-beneficio de la implementacion de algoritmo de deteccion en la poblacion

de donantes de sangre para una seguridad transfusional.



ABSTRACT

Title: Serological and molecular markers used for the detection of hepatitis B virus in blood
donors for an optimal level of transfusion safety in 2020

Introduction: the detection of the hepatitis B virus (HBV) has promoted the use of several
serological markers in blood banks and hemocenter and the introduction of the molecular
test MP-NAT or ID-NAT to offer transfusion safety, however there is controversy in the
implementation of the NAT molecular test due to the presence of asymptomatic blood
donors with a low concentration of viral DNA or the presence of occult hepatitis (OBI) that
interferes with the detection limit of the molecular test, making its detection a problem by a
single method, for which the use of serological markers of HBsAg, anti-core HBc and ID-
NAT or triplex NAT is recommended. Strategies such as mass vaccination, individual
molecular tests, donor selection, self-exclusion, more sensitive and specific serological
methodology, as well as viral DNA concentration techniques for its detection are also added,
adding the recommendation of cost-benefit studies. Materials and Methods: descriptive
narrative bibliographic study of scientific evidence related to the proposed topic and the
study population, primary sources of indexed journal articles were used using MesH
descriptors, for the selection of information the STROBE methodology was used.
Conclusions and Recommendations: The authors suggest that the choice of serological
and molecular markers should be made based on research that demonstrates the benefit
for patients and transfusion safety. The hepatitis B virus has several peculiarities such as
mutations, slow viral replication that causes an undetectable viral load in donors carrying
occult hepatitis (OBI), so excluding serological markers such as HBsAg or anti-core HBc
would produce possible transfusion transmissions of the virus, as has been shown in some
studies in which there were NAT negative / reactive anti-HBc donors, in contrast, false
positives have also been reported in anti-HBc. All these data suggest that you should keep
using the serological and molecular markers in parallel for the unequivocal identification of
virus B in blood donors. One of the recommendations is to promote the investigation of the
residual risk of the infection added to the cost-benefit of the implementation of the detection

algorithm in the blood donor population for transfusion safety.
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INTRODUCCION

Las practicas de medicina transfusional han ayudado a salvar vidas y a contribuir con
la salud de la poblacién mundial, sin embargo, existen efectos adversos manifestados de
forma inmediata o tardia que frecuentemente se asocian a infecciones (Organizacién
Panamericana de la Salud, 2011). Aunque las infecciones por transfusién han disminuido
cronolégicamente con el avance de las metodologias de deteccién, se ha observado que
persisten tasas de transmision de algunos agentes virales, entre ellos la hepatitis B
(Organizacion Panamericana de la Salud, 2016), el primer registro del reporte de una
epidemia por virus de la hepatitis B fue por Lurman en 1885 durante un brote de viruela y
uso de vacunas elaboradas con linfa de otras personas que no conocian estar contagiadas
con el virus B, igualmente en los anos 30 y 40 se observaron casos de hepatitis B luego de
la vacunacién contra el sarampién, fiebre amarilla y paperas debido a la preparacién con
estabilizadores provenientes de suero o plasma humano, posteriormente se identifico la

transmision por transfusiones sanguineas (Toro Montoya & Restrepo Gutierrez, 2011).

La investigacion de la hepatitis B se inici6 hace 50 afios cuando se desconocia el
agente etiolégico de la enfermedad, pero el bioquimico y antropélogo médico Baruch
Samuel Blumberg con ayuda de su colega Harley Alter investigaron en un gran ndmero de
sueros provenientes de aborigenes australianos con sintomatologia de ictericia y
descubriendo al agente causal al que denominaron “antigeno Australia (AuAg)” mismo que
se convertiria en anos posteriores en el primer marcador especifico de hepatopatia viral,
convirtiéndose en el ganador del premio Nobel en el ano 1963, otorgado por el
descubrimiento de un nuevo antigeno (Toro Montoya & Restrepo Gutierrez, 2011) (Block,
Alter, London, & Bray, 2016). Los primeros ensayos biolégicos se basaron en
hemaglutinacion y el mas utilizado en los primeros estudios fue la reaccion fijadora del

complemento (CFR), pero estos resultados de caracter cualitativos no eran suficientes.

La detecciéon de donantes infecciosos fue estudiada por Blumberg con el uso de agar
de gel de doble difusién desarrollado por Ouchterlony en el descubrimiento del antigeno
australia, metodologia que fue sensible y especifica comparada con otros métodos
bioquimicos para el estudio de proteinas, ademas constituia una técnica muy sencilla de

facil uso y lectura (Block, Alter, London, & Bray, 2016).

En 1970 no se establecia que era exactamente el AuAg, si se trataba de una proteina
formada como reaccién al patégeno que causa hepatitis, un componente del patégeno o

en si el mismo patdégeno, con la ayuda del microscopio electronico se observd que AuAg

12



era una particula redonda de 17 -25 nm diferenciada de los virus en tamafio y forma, para
esto Blumberg y su equipo concluyeron que estas particulas no tenian ningun acido
nucleico anclado, fue entonces que David S Dane en Londres descubrié que el antigeno
no solo aparecia en pequenas particulas pleomoérficas, sino que también se observé en
estructuras mas grandes similares a los virus, poco tiempo después en 1971 su colega
britanico June Almeida logré la liberacion de las particulas nucleares de las llamadas
“particulas Dane” y demostré por microscopia electronica que los pacientes infectados por
el virus formaron anticuerpos contra este antigeno central pues se concluyé fuertemente
que las particulas Dane eran el virus causante de la hepatitis y AuAg seria obviamente el

antigeno de superficie del virus (HBsAg) (Block, Alter, London, & Bray, 2016).

Antes de 1972 se estudio el marcaje quimico de anticuerpos, fue posible vincular las
moléculas fluorescentes a los anticuerpos para el desarrollo de nuevas metodologias, el
radioinmunoensayo (RIA) para el agente infeccioso en estudio llamado AUSRIA 125 que
era capaz de detectar la union antigeno-anticuerpo mediante yodo 125 posteriormente,
esta nueva prueba desencadendé un avance importante para el tamizaje de donantes de
sangre y para el diagnostico de hepatitis viral introduciéndose rapidamente en la practica
clinica. EL AUSRIA 125 permitié que el ensayo HBsAg muy pronto se complemente con el
estudio de anticuerpos anti-HBs y anti-HBc, generalmente, el anti-HBc aparece en
procesos agudos o por el contacto silencioso con el virus de hepatitis B, sin embargo, si la
infeccidn se encuentra controlada desaparece el HBsAg, el anti-HBc permanece y aparece
el anti-HBs, si la infeccion pasa a crénica anti HBc y HBsAg se mantienen positivos, por
esta razoén el ensayo de estos tres marcadores permitié establecer el proceso infectivo o
inmune de los receptores de sangre desde principios de la década de 1980 (Organizacién
Panamericana de la Salud, 2016) (Block, Alter, London, & Bray, 2016).

Algunos investigadores, incluido Blumberg, notaron que el estudio de HBsAg no
permitia saber el estado infectivo de la persona ni evaluar la gravedad de la infeccion, para
esto el virdlogo sueco Lars Magnius descubrié el HBeAg que ayudod en la distincion de
portadores altamente infecciosos de aquellos con menor infectividad, William Carman
menciond que el nuevo marcador predice la existencia de Hepatitis B fulminante

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2016).

La ruta para la deteccién del genoma de HBV fue abierta por William S Robinson en
Stanford California en 1973, quien fue capaz de determinar la actividad de una ADN
polimerasa endégena y un ano mas tarde ser comprobada, en 1978 tres pioneros en
biologia molecular y sus equipos en laboratorios de bioseguridad: Pierre Tiollais (Paris),

William Rutter (San Francisco) y Kenneth Murray(Edimburg) lograron clonar el virus de
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Hepatitis B, y este acontecimiento importante permitiria el desarrollo de metodologias para
la deteccién de ADN HBV y el desarrollo de una vacuna altamente eficaz (Toro Montoya &

Restrepo Gutierrez, 2011).

La Organizacion Mundial de la Salud adopt6 el término de Hepatitis B a mediados de
la década de 1970 que se ha conservado hasta el presente. En 1990 se desarroll6 la prueba
de PCR impulsando y un afio mas tarde la OMS introdujo la preparacién de estandares
internacionales e incluyo arbitrariamente las unidades internacionales (IU) para la
cuantificacion de ADN HBV. (Gerlich, 2013), ademas de la inclusién en los servicios de

sangre el tamizaje obligatorio de HBsAg.

La disponibilidad de hemocomponentes seguros es un deber de vital importancia para
los sistemas de salud y es de suma responsabilidad de los gobiernos nacionales, ya que
el riesgo de transmision de hepatitis B por transfusién es extremadamente alto y a pesar
de que es posible evitarlo no todos los servicios y sistemas de hemovigilancia realizan las
pruebas de deteccidon necesarias o a su vez son inadecuadas. En el Ecuador el 0,49% de
las unidades de sangre en el 2013 presentaron reactividad para el antigeno de superficie.
(Organizacion Panamericana de la Salud, 2016). Se detalla que las infecciones
transmitidas por transfusion a causa del virus de Hepatitis B tienen una prevalencia del 0,2
- 1,53% en pacientes multitransfundidos en Latinoamérica. (Organizacién Panamericana
de la Salud, 2011)

El ministerio de Salud Publica del Ecuador actualmente ha implementado la tecnologia
de amplificacion de acidos nucleicos (NAT) en los principales bancos de sangre del pais,
también es obligatorio el analisis del marcador serolégico de antigeno de superficie
(HBsAg) a todas las unidades de sangre y solo algunas entidades realizan el analisis de
anticuerpos IgM e IgG contra el nucleo (anti-HBc), sumado a esto solo se solicita el analisis
de carga viral en aquellos donantes reactivos para HBsAg, (Ministerio de Salud Publica del
Ecuador, 2014), por esta razén al no existir un algoritmo estandarizado para la deteccién
del virus de hepatitis B en los bancos de sangre a nivel mundial, la presente revision
bibliografia narrativa pretende establecer qué marcadores para el tamizaje serolégico y
molecular del virus de hepatitis B deben ser incluidos o excluidos para proporcionar una

seguridad transfusional.
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CAPITULO |

1.1 JUSTIFICACION

El tamizaje serologico implementado en los bancos de sangre ecuatorianos para evitar la
transmision del virus de la hepatitis B (VHB) se basa en la determinacion del antigeno de
superficie (HBsAg) en metodologias con eleva sensibilidad y especificidad, el marcador
seroldgico de core (anti-HBc) total es utilizado por algunos bancos de sangre y ultimamente
la técnicas de amplificacion de acidos nucleicos (NAT) ha sido incluida en el algoritmo de

deteccion del virus de hepatitis B para evitar la transmision postransfusional.

En algunos paises también se emplea un algoritmo similar al del pais y se considera que
el marcador serolégico de anti-HBc es util para la deteccidén de portadores crénicos de la

infeccién con una viremia baja no detectada en pruebas moleculares (Busch M. P., 2004).

La introduccién de la técnicas de amplificacion de acidos nucleicos (NAT) debido a los
costos fue desarrollada en mini-pools (MP) de 3 a 8 muestras para deteccion de VIH, VHC
y HBYV sin afectar la sensibilidad durante el periodo de ventana que es el lapso de tiempo
desde la infeccion y la medicidon de la respuesta inmune, sin embargo, la baja replicacion
del virus de hepatitis B ha generado controversia en la utilizacién de mini-pools (MP)
(Busch M. P., 2004), existe otra técnicas de amplificacién de acidos nucleicos individual
denominada ID-NAT-HVB que es mas efectiva en detectar los niveles de viremia bajos en

individuos crénicos (Bouchardeau, y otros, 2006).

Estos criterios generan la realizacién de un analisis bibliografico que exponga el criterio de
los cientificos del uso de diferentes marcadores serolégicos y moleculares para la
deteccién de VHB en donantes de sangre por lo que el propédsito de este estudio es
determinar de acuerdo con investigaciones cientificas que algoritmo se recomienda

implementar para evitar la transmision del virus de hepatitis B.
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1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La implementacion de la prueba molecular NAT ha logrado reducir drasticamente el riesgo
residual de transmision del virus de VIH y VHC en varios paises, pero aun existe
controversia para la deteccion del virus de hepatitis B. (Bouchardeau, y otros, 2006). A lo
largo del tiempo se ha descrito transmisién postransfusional del VHB a pesar de la
deteccién obligatoria del antigeno de superficie (HBsAg) razén por la cual para garantizar
la seguridad de la sangre se incluyd la prueba molecular HBV-NAT dentro del algoritmo de

deteccion en todos los bancos de sangre.

No existe una estandarizacién en el algoritmo de deteccién de virus de hepatitis B para
donantes de bancos de sangre, asi la Cruz Roja Americana implementé la prueba de mini-
pool (MP) el afio 2009 pero conservo las pruebas de HBsAg y anticuerpos contra el core
(anti-HBc) e incluyd la prueba individual ID-NAT de tal manera que la combinacién de todas
las pruebas permitié determinar infeccién aguda, cronica y oculta del VHB (Stramer S. |, y
otros, 2012), en Ecuador los marcadores seroldgicos obligatorios para la infeccion por VHB

es HBsAg y MP-NAT, algunos bancos realizan anti-HBc total e IgM.

Por otro lado, el riesgo residual de transmision del virus de hepatitis B puede estar asociado
al rendimiento de las pruebas ante las cargas virales bajas, el estado inmunolégico del
donante y la fase de la infeccidn, siendo un limitante en donantes que se han infectado,
(Stramer S. , y otros, 2012). Los reportes de transmision de virus luego de una transfusion
son escasos, pero aun persisten y se ha visto que se relacionan con resultados falsos
negativos en serologia o NAT, también se ha reportado que existen discrepancias en los
resultados y esta relacionado en gran medida al rendimiento de los ensayos utilizados.
(Candotti & Laperche, 2018).

Boush, M en el 2006 concluyd que la sensibilidad de las técnicas de amplificacién de acidos
nucleicos NAT necesita ser mejorada para reemplazar las pruebas actuales de HBsAg,
especialmente cuando no se realizan pruebas anti-HBc. En contraste, Candotti y Laperche,
en el 2018 mencionan que en paises de baja prevalencia es necesario el mantenimiento
de las pruebas de anti-core HBc para proporcionar un nivel 6ptimo de seguridad de la

sangre. Con estos antecedentes la pregunta de investigacion seria:

Pregunta de investigacion ;Qué marcadores seroldgicos son los idoneos para evitar una

transmision transfusional del virus de hepatitis B?
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar los diferentes abordajes para el tamizaje serolégico del virus de hepatitis B en

donantes de sangre para obtener una seguridad transfusional.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analizar si los marcadores serologicos de anti-HBc HBV y HBsAg deben ser
incluidos o excluidos en el algoritmo de deteccién de la infeccion por el virus de
hepatitis B en donantes de sangre de acuerdo con la revisiéon bibliografica de

articulos cientificos.

- Determinar el tipo de prueba molecular que debe ser utilizada en el screening de

donantes de sangre de acuerdo con la revision bibliografica de articulos cientificos.
- Analizar qué marcadores serologicos y moleculares deben ser incluidos en el

algoritmo de deteccion del HBV que garantice un nivel 6ptimo de seguridad

transfusional de acuerdo con la revisién bibliografica de articulos cientificos.
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CAPITULO II

2.1. MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

La infeccion por el VHB aun constituye un problema de salud publica y sus manifestaciones
pueden ser aguda, crénica y fulminante. Los sistemas de salud a nivel mundial han
implementado varias estrategias en cada uno de sus niveles para lograr varios objetivos
como prevencion, control y tratamiento (Liu et al., 2017). Uno de los objetivos mas
importantes para lograr un seguimiento y tratamiento eficaz de la infeccion de la hepatitis
B es conocer la fuente de infeccién, la susceptibilidad del hospedador y los factores de

transmision (Organizacion Mundial de la Salud, 2016).

La forma mas oportuna y rentable para los paises en el control de la hepatitis B es
evitar que una persona susceptible contraiga la infeccién a través de estrategias como la
inmunizacion por vacunacion obligatoria, la deteccién de casos activos, asi como tratar a

las personas infectadas (Liu et al., 2017).

De acuerdo con los reportes de la OMS del afio 2019, la hepatitis B afecta alrededor
de 2000 millones de personas con infeccion reciente o pasada, y 257 millones han
desarrollado infecciones crénicas en el transcurso de su vida, es decir, el 3,5% de la
poblaciéon mundial vive con infeccion crénica por VHB (Organizacion Mundial de la Salud,
2019). Por otro lado, es un virus que tiene prevalencia muy variada existiendo zonas de
alta prevalencia consideradas “endémicas” y de baja prevalencia “no endémicas”. El VHB
se contrae al tener contacto con fluidos corporales, relaciones sexuales, transmision
perinatal, uso de drogas inyectables y representa un problema para el personal de salud,

entre ellos, el personal del laboratorio clinico (Organizacion Mundial de la Salud, 2019).

2.1.1 Virus de hepatitis B

El virus de la Hepatitis B pertenece a la familia de virus hepadnaviridae que puede
desencadenar una hepatitis aguda, crénica y oculta en humanos, también esta relacionado
con el desarrollo de hepatocarcinoma y cirrosis cuando ocurre la integracion con el genoma

del hepatocito (Terrault, y otros, 2018).

El virus de Hepatitis B esta estructurado por un genoma de ADN bicatenario

principalmente con 3200 pares de bases, su tamafio es de 42 nm, presenta una doble
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capsula, con una envoltura externa en la cual se ubica el antigeno de superficie (HBsAg) y
una nucleocapside interna en la que se encuentra el antigeno core (HBcAg), tiene una
cadena larga de ADN y una cadena corta complementaria de ARN pre gendmico (pgARN),
ambas conforman una cadena principal con cuatro marcos de lectura superpuestos
(ORFs), el promotor precore (PreC/C), el promotor Pre-S1, el promotor Pre S2/S vy el
promotor X. El PreC/C se encarga de codificar el antigeno HBe y el antigeno HBc; el Pre-
S1 codifica la ADN polimerasa de HBV; el Pre S2/S codifica las proteinas de envoltura

largas, medias y pequenas; y el promotor X codifica la proteina X (HBx) (Li, y otros, 2020)

2.1.2 Particula viral

Las particulas virales se caracterizan por circular en sangre, miden de 40-42 nm de
diametro, estan cubiertas por una estructura lipidica externa que deriva de la célula
infectada y una capside interna que encierra al ADN viral. Posee una bicapa lipidica que
contiene al antigeno de superficie que engloba tres tipos de glicoproteinas de membrana:
pequeia, mediana y grande, ademas contiene la polimerasa para iniciar su replicacién

(Figura 1).
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Figura 1: Particula viral Dane del VHB circulante en sangre

Nota. Imagen tomada de James A. Perkins, 2002, Medical and Scientific
illustration, Rochesther Scientific Institute.
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La proteina o antigeno HBx tiene 154 aminoacidos no existe un modelo
tridimensional y sus caracteristicas bioquimicas aun no se han determinado por completo
debido a que no se han podido obtener cantidades significativas para su estudio, la
localizacién de esta proteina determina su funcién asi si se encuentra en el nucleo de la
célula huésped promueve la transcripcién, mientras que en el citoplasma modula la
replicacion virica (Slagle & Bouchard, 2018) y se encuentra fuertemente relacionada con la

hepatitis cronica por su capacidad de integrarse al genoma celular del hepatocito.

2.1.3 Respuesta inmune

El ciclo del virus de la hepatitis B ha representado un tema amplio de discusion que
aun no se encuentra del todo esclarecido, la respuesta inmune innata juega un rol
importante en las primeras etapas de la infeccién por HBV e induce posteriormente la

respuesta inmune adaptativa (Li, y otros, 2020)

La respuesta inmune innata es inhibida por los componentes virales HBeAg y HBx
con los receptores Toll (TLRs) y los de acido retinoico, aunque los pacientes infectados
poseen una respuesta inmune innata alterada, las citoquinas antivirales aun pueden
combatir la replicaciéon de HBV. Los pacientes infectados por HBV poseen una funcion
deteriorada de las células mieloides y las células plasmocitoides, la capacidad de
produccién de IFN se encuentra disminuida generalmente asociada a la persistencia de

HBV y a una respuesta de tolerancia por parte de las células T (Li, y otros, 2020)

La respuesta inmune especifica juega un rol mayor en la eliminacion del HBV, los
linfocitos T citotéxicos CD8 dependientes del complejo mayor de histocompatibilidad de
clase | (MHCI) pueden inducir a la apoptosis de los hepatocitos infectados y a la secrecion
de interferén IFN para inhibir la replicacién viral mediante mecanismos no citoliticos, pero
en la infeccion crénica por el HBV las células T especificas son propensas a la apoptosis,
existe una funcion reducida de las citoquinas y la capacidad proliferativa es inadecuada,

este agotamiento de células T contribuyen a la persistencia de HBV (Li, y otros, 2020)
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2.2 Marcadores seroldgicos y virolégicos para la deteccion de la

infeccion de hepatitis B

2.2.1 Marcadores serolégicos

Los marcadores seroldgicos desde su descubrimiento han apoyado fuertemente al
diagnéstico y a la identificacion de las fases de infeccion en portadores del virus de HBV,

los mas conocidos son:

2.2.1.1. Antigeno de superficie (HBsAg). Se produce en el citoplasma de la célula
y se localiza en sangre, es el marcador serolégico mas utilizado en la actualidad y suele
aparecer en la fase temprana de infeccion se lo puede identificar después de 1 a 10
semanas del contacto con el virus HBV. La infeccion aguda manifiesta positividad de
HBsAg, en algunos casos puede desaparecer inmediatamente y mantener una
seroconversion positiva en algunos afos evidenciando infeccion cronica (Nguyen, Wong,
Gane, Kao, & Dusheiko, 2020) ; (Yuen, y otros, 2018).

2.2.1.2 Antigeno de replicaciéon (HBeAg). Fue descubierto en la década de 1970,
identificado como un marcador de replicacion viral e infectividad, la definicion de la fase
infectiva actualmente se mide con la deteccion del antigeno HBe en la muestra del
paciente. También es utilizado como un indicador de seroconversion que es la deteccion
de un antigeno o anticuerpo en un individuo previamente negativo.

La medicién de la presencia o ausencia de HBe durante un tratamiento especifico con
interferén permite determinar el éxito o fracaso del mismo de acuerdo a los niveles
detectados cunado estan elevados indican el fracaso del tratamiento, ademas determina la
fase de la infeccion en la aguda tiende a disminuir mientras que en la crénica replicativa

aumenta (Nguyen, Wong, Gane, Kao, & Dusheiko, 2020) ; (Yuen, y otros, 2018).

2.2.1.3 Anticuerpo contra el nucleo del HBV (anti-HBc). Los anticuerpos contra
el nucleo del virus B pueden detectarse tanto en infeccién aguda y crénica, como en la
infeccién oculta por el virus (OBI) en aquellos casos en los que las cargas virales son
relativamente bajas, por otra parte, se puede identificar inmunoglobulinas especificas que
ayudaran a categorizar el estado agudo o crénico de la infeccion anti-HBc IgM y anti-HBc
IgG (Nguyen, Wong, Gane, Kao, & Dusheiko, 2020).
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2.2.1.4 Anticuerpo anti-HBe. Este anticuerpo aparece cuando ha dejado de existir
replicacion viral, es decir, se determina después que el antigeno replicativo HBe ya no es
evidenciado en pruebas seroldgicas siendo indicativo de resolucion de la infeccion aguda
(Nguyen, Wong, Gane, Kao, & Dusheiko, 2020).

2.2.1.5 Anticuerpo de superficie del virus (anti-HBs). El anti-HBS es un
anticuerpo que aparece cuando ha existido cura o recuperacién para el virus, también
presenta positividad en aquellos pacientes que han sido vacunados contra la Hepatitis B y
le brinda inmunidad permaneciendo en portadores sanos del virus (Nguyen, Wong, Gane,
Kao, & Dusheiko, 2020)

2.2.1.6 Antigeno relacionado con el nucleo de la hepatitis B (HBcrAg). Este
marcador es relativamente nuevo descubierto por primera vez en el afio 2002, este mide
una secuencia de aminoacidos comun al antigeno de replicaciéon (HBeAg) y el antigeno
core (HBcAg), puesto que la positividad tiene correlacion con los niveles intrahepaticos de
ADN HBV y ARN pregenémico constituyendo un buen marcador de actividad
transcripcional de ADNc (Nguyen, Wong, Gane, Kao, & Dusheiko, 2020) ; (Yuen, y otros,
2018). Lainterpretacion de estos marcadores en conjunto permite determinar en qué fase
de la infeccidn de hepatitis B se encuentra el individuo como se indica en la Figura 2 y la
Tabla 1 (Yuen, y otros, 2018).
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Figura 2: Pruebas seroldgicas para el diagndstico del HBV circulante en sangre

Nota. Tomado de Guillermo Firman. (mayo 26, 2020). Pruebas Seroldgicas para el
Diagnéstico de Infeccion por el Virus de Hepatitis B (VHB). Medical Criteria.
https://medicalcriteria.com/web/es/gashep/
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Tabla 1: Resultados de marcadores serolégicos

Interpretacion del Panel para Hepatitis B

Interpretacion HBsAg anti-HBc IgG anti-HBs anti-HBc IgM
Susceptible negativo negativo negativo

Inmune debido a infeccién natural negativo positivo positivo

Inmune debido a vacunacién de hepatitis B negativo negativo positivo

Infeccion aguda positivo positivo negativo positivo
Infeccion cronica positivo positivo negativo negativo

Nota. Informacion basada en el articulo de Man-Fung Yuen, D. Chen, G. Dusheiko. ef al. Hepatitis B virus

infection. Nat Rev Dis Primers 4, 18035.

2.3 Marcadores moleculares

2.3.1 HBV ADN.

La evaluacion del ADN es un componente crucial puesto que es el marcador mas precoz
en la determinacion de la infeccion por el virus de Hepatitis B, es muy importante la
cuantificacion del ADN inclusive en aquellas fases crénicas y esto se lo realiza por lo
general mediante reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real; la mayoria de estos
ensayos poseen una sensibilidad de 5 — 10 Ul/mL, la carga viral en algunos pacientes con
infeccidn cronica es muy variable pueden ir desde indetectables hasta >2°000000 Ul/mL,
no obstante, el monitoreo de los niveles de HBV ADN en cada paciente valora el pronéstico

de la infeccion y también ayuda a controlar el tratamiento antiviral.

2.3.2 NAT.

Las técnicas de amplificacién de acidos nucleicos NAT facilitan la deteccién de particulas
de ADN del virus B independiente de la fase de la infeccidén en que se encuentre, mediante
la aplicacion de la metodologia de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
constituyendo un método que mejora la sensibilidad del tamizaje de donantes de sangre

(Ruiz et al., 2010).
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2.3.3 MP-NAT.

La NAT multiplex é minipool NAT es un tipo de técnica de amplificacion de acidos nucleicos
que detecta el material genético de mas de un organismo a la vez, es decir es realizada
por agrupamiento de muestras mayor a tres, es decir, varios sueros son incluidos en la
prueba (Busch M. P., 2004).

El minipool MP-NAT reduce su sensibilidad de acuerdo con el numero de muestras
incluidas, sin embargo, posee una deteccidén superior en comparacion con las pruebas de
HBsAg, esta metodologia posee un limite de deteccidon de 146 Ul/mL para un intervalo de

confianza del 95 % (Scheiblauer, y otros, 2020)
2.3.4 ID- NAT.

Corresponde a un tipo de técnica de amplificacion de acidos nucleicos para muestra
individual, que es utilizada en la identificacion del virus previamente detectado en MP-NAT.
En el caso de HBV la tecnologia Ultrio tiene una sensibilidad de 10 Ul/mL a un intervalo de
confianza del 95%, aunque en el avance de las metodologias se reporta una sensibilidad
de 3,4 Ul/mL para Ultrio Plus con un intervalo de confianza del 95 %, ademas posibilita la
deteccion entre 10 a 18 dias después de la exposicion al virus de hepatitis B (Terrault, y
otros, 2018); (Ramachandran, y otros, 2018).

2.3.5 Genotipos HBV.

En la actualidad han sido identificados 10 genotipos los mismos que poseen una
distribucion geogréfica aleatoria a nivel mundial, los genotipos han sido etiquetados desde
la A hasta J, juegan un papel importante tanto en la progresion de la enfermedad hepatica

como en la respuesta a la terapia con interferén (IFN) (Terrault, y otros, 2018)

2.4 Tamizaje de Hepatitis B en donantes de sangre

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) recomienda que los servicios de
sangre examinen como minimo en cada donacién de sangre: antigeno de superficie del
virus de la hepatitis B (HBsAg), y anticuerpos contra “core” de hepatitis B (anti-HBc)

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2011). Por otro lado, la OMS y la OPS reportan
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en su informe “Suministro de Sangre para transfusiones en los paises de Latinoamérica y
el Caribe 2016- 2017” que se deben realizar las pruebas de tamizaje para el antigeno de
superficie (HBsAg) y anticuerpos contra “core” (Anti-HBc), marcadores seroldgicos
obligatorios en el tamizaje de donantes de sangre para la hepatitis B en América Latina

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2020)

En el afio 2018 de acuerdo con la OMS, de 171 paises 110 cuentan con una
legislacion especifica para la seguridad y la calidad de las transfusiones sanguineas,
ademas manifiesta que, para la deteccidon de infecciones transmisibles por transfusion
como Hepatitis B, se debe realizar un cribado de calidad con las respectivas pruebas de

confirmacién (Organizacion Mundial de la Salud, 2020).

En Ecuador, el Ministerio de Salud Publica Programa Nacional de Sangre menciona
que es obligatorio que las muestras de donantes de sangre sean sometidas a pruebas para
detecciéon de VIH, HBsAg, HCV, Sifilis y Chagas mientras que pruebas como paludismo
son realizadas en zonas endémicas, pero no se establece que marcadores serologicos

deben ser utilizados para la deteccion de hepatitis B.

2.5 Deteccion de hepatitis B

En 1969 se introduce el estudio del antigeno de superficie para hepatitis B en
donantes de sangre convirtiéndose en obligatoria en 1972. En 1987 se promueve la
utilizacion del marcador serologico de deteccién de anticuerpo contra el core del virus B
como un apoyo en la identificacion de donantes considerados como no-A no-B y en periodo
de ventana o cuando el HBsAg se vuelve indetectable (Sloand, 1995) y en 1999 la
Administracién de Alimentos y Medicamentos. U.S. (FDA: Food and Drug Administration)
autoriza el uso de este marcador NAT para disminuir el riesgo de hepatitis B como una
estrategia para deteccion de donantes en periodo de ventana cuando el HBsAg y anti-HBc

son no reactivos (Kuhns & Busch, 2006).

En la actualidad existen mas de 40 ensayos para la deteccién de hepatitis B, estos
varian en la presentacién y sensibilidad, utilizan anticuerpos monoclonales y otros
policlonales para la captura y la deteccion del antigeno de superficie, incluyen métodos
como enzima inmunoensayo (ELISA), inmunocromatograficos, aglutinacién de particulas y
quimioluminiscencia (CLIA), en plataformas semiautomatizadas o automatizadas. La

sensibilidad de los ensayos para hepatitis B es dificil de medir debido a la diferencia de
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calculo en los riesgos residuales de los anticuerpos utilizados para su fabricacion y
adicionalmente varian segun el pais y la disponibilidad de los datos de validacion, ante esto
la OMS desarrollé6 un estandar internacional expresado en Ul/mL y lo transformaron a
ng/mL indicando que los ensayos mas sensibles detectan niveles de antigeno de superficie
< 0,1ng/mL pero en algunos paises se utilizan métodos con limites de >1ng/mL (Kuhns &
Busch, 2006).

Actualmente existen tres ensayos en el mercado que cuantifican el antigeno de
superficie estos son: Architect QT (Abbott Laboratories), el Elecsys HBsAg Il Quantensayo
(Roche Diagnostic) y DiaSorin Liaison XI. Los rangos de deteccion varian entre 0,05 a 250
Ul/mL y dependiendo de la dilucién puede llegar a 50.000 UI/mL, a pesar de ser sensibles
hay factores que pueden influir en la deteccién y se relaciona con los mutantes de B que la

vuelven inexacta o indetectable (Cornberg, y otros, 2016).

Las pruebas usadas para deteccion de anti-HBc varian en presentacion y pueden
ser directos, sandwich, competitivos y detectan anticuerpos anti-lgG e IgM dependiendo de
lo que se decida detectar y si es fase aguda, cronica o portador asintomatico. En la mayoria
de los bancos de sangre se detecta en paralelo con HBsAg por lo que se utiliza el mismo
sistema de deteccidon, cabe recalcar que no existen pruebas confirmatorias para

anticuerpos del core de hepatitis B (Kuhns & Busch, 2006).

La prueba NAT fue utilizada de forma rutinaria en tres paises Alemania, Austria y
en tres centros de Espana, se sumaron Estados Unidos y Europa, factores como mano de
obra y costo promovié el uso de multiplex para NAT utilizando pools de 16-96 de muestras.
Los limites de deteccion fueron inicialmente expresados en porcentajes, 50% a 95% de
probabilidad de detectar el DNA VHB, en cambio la OMS puso como medida de referencia
la concentracién en Ul/mL, a partir de ello existen varias expresiones como moléculas/mL,
genoma copias/mL o equivalentes de genoma geq/mL, estas medidas dependeran de los
métodos de aislamiento, extraccién y concentracion del ADN. También se determiné que
la sensibilidad del NAT depende del numero de muestras que posea un pool, el volumen
procesado, el método de concentracién, la calidad de extraccion y la sensibilidad del
método de deteccion (Kuhns & Busch, 2006)
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2.6 MARCO METODOLOGICO

2.6.1 Tipo de estudio

El estudio corresponde a una revision bibliografica de tipo narrativo descriptivo, de
la literatura académica y las evidencias cientificas, sobre los marcadores serolégicos y
moleculares para deteccion de hepatitis B; el periodo de revision de la literatura
corresponde a las publicaciones entre el 01 de enero del 2004 a agosto del 2020 por ser

las fechas en que se inici6 la polémica de ingreso de la metodologia NAT.
2.6.2 Fuentes de Informacién

Se utilizd una fuente primaria de informacién Unicamente articulos de revistas
indexadas publicados en el buscador PUBMED por ser la que contiene las prestigiosas
revistas indexadas relacionadas a inmunohematologia y bancos de sangre como the
journal of AABB-Transfusion, Transfusion clinique et biologique : journal de la Société
francaise de transfusion sanguine, Blood transfusion, ademas que permite el ingreso a las
colecciones de revistas facilitando la obtencién de full text articule y son reconocidas por

expertos en el area, no se buscaran en otras fuentes.

2.6.3 Busqueda de informacion - sintaxis

Para llevar a cabo la busqueda en PUBMED se identificaron los conceptos claves y
relevantes de acuerdo con la pregunta planteada para el estudio, y se utilizaron los
términos de busqueda en texto libre y en lenguaje controlado, palabras clave (keywords),
y descriptores MeSH (Medical Subject Headings, tesauros de la Biblioteca Nacional de
Medicina de los Estados Unidos), asi como sinénimos, abreviaciones, acronimos.

Los términos MESH a utilizar son: Blood Donors, Hepatitis B Antibodies, Screening

Las frases de busqueda o sintaxis se construyeron con ayuda de los operadores
booleanos (AND, OR y NOT), paréntesis, comodines, operadores de proximidad vy
funcionalidades de la base de datos, asi como también se indicaron en que campo del
articulo se debera priorizar la busqueda de estos términos, por ejemplo [TIAB] para

busqueda en el campo titulo y resumen. Para facilitar la busqueda y selecciéon de
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informacion se emplearon los filiros de busqueda que dispone PUBMED de acuerdo con

los criterios de inclusion establecidos.

2.6.4 Seleccion de la informacién

Una vez realizada la busqueda exhaustiva y sistematica, la informacién recuperada
se manejé con la ayuda del gestor bibliografico Mendeley, en el que se incluyé la referencia
bibliografica, una vez depuradas se continu6 con los pasos establecidos en el diagrama de
flujo para seleccidon de informacidon-STROBE (Figura 3), prosiguiendo con el retiro de
duplicados y la revisidon de los articulos con posibilidad de ser seleccionados por titulo y
resumen. En el siguiente paso, se analiz6 el texto completo del articulo de acuerdo con los
lineamientos y criterios STROBE se crearon los siguientes criterios minimos para la

eleccion de los articulos a ser analizados en este estudio:

- Titulo/tema: articulos relacionados con marcadores seroldgicos para deteccién de
hepatitis B en donantes de sangre

- Resumen: indican que es un estudio dirigido solo a donantes de sangre y el uso de
marcadores serologicos y moleculares.

- Introduccion: se expresa el proposito de la investigacion que va dirigido al tema objeto
de la revision bibliografica.

- Método-poblacién-materiales: indica el numero de muestras o donantes de sangre, uso
de pruebas seroldgicas y moleculares NAT-Mini-Pool e ID-NAT.

- Idioma inglés o espariol

- Ano considerado desde el 2004 que inicid la inclusion del marcador seroldgico en
adelante para establecer su evolucion.

- Discusién y conclusiones: permiti6 encontrar la respuesta de la pregunta de
investigacion clarificando la inclusion o exclusibn de marcadores serologicos y

moleculares para el virus de hepatitis B.

2.6.5 Criterios de exclusion

- Articulos que mencionaron estudios relacionados con diagndstico de hepatitis B en
pacientes y no pruebas de tamizaje en donantes de sangre.

- Estudios que evalien otras pruebas de tamizaje que no incluyan HBsAg, anti-HBc y
NAT.
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Figura 3: Diagrama de elegibilidad de STROBE

Articulos identificados en la base de datos: busqueda con
palabras claves (primera)

(n=150)

25= relacionaban con pacientes infectados con hepatitis B
50= relacionaban con hepatitis B oculta en donantes de sangre
15= Unicamente se analizaba HBsAg y HBe y PCR no NAT
(segunda busqueda)

Articulos eliminados por el resumen

(n=40)

Articulos excluidos por no existir
acceso a full text

(n=5)

(n=15)

Articulos incluidos para la revision bibliografica

(n=12)

(n=60)
A 4
40= resumen no se expresa la utilizacién de todas las
pruebas para donantes de sangre >
(n =60)
A 4
5=Articulos que no tienen acceso a full text
»
(n=20)
\ 4
Articulos en analisis para ser incluidos en el estudio
»
Lad

Articulos excluidos luego del andlisis

(n=3)
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2.6.6 Criterios de elegibilidad

Finalmente se aplico los siguientes criterios de evaluacion y seleccion de articulos para el
estudio tomando como base la declaracion de Strobe en cuanto al titulo, método,

resultados y discusion, la misma que consta en el Anexo 2 (Vandenbroucke, 2009) .

- Criterio 1: si cumple cuando el articulo tiene un tema que proporciona informacién
clara del propésito del estudio y el resumen es informativo e indica los principales
hallazgos y estan relacionados a responder la pregunta de investigacién planteada
en la presente revision bibliografica.

- Criterio 2: si el método utilizado fue aleatorio, tamafio muestral y la poblaciéon son
donantes de sangre exclusivamente.

- Criterio 3: si el estudio describe claramente la metodologia utilizada indica qué tipo
de pruebas seroldgicas y moleculares se realizaron.

- Criterio 4: si existe un analisis estadistico que permita observar la significancia de
los resultados obtenidos si se trata de estudio descriptivo indica su analisis.

- Criterio 5: si el estudio en su discusion compara sus resultados con otros estudios
y compara sus hallazgos dando una respuesta al tema.

- Criterio 6: si el estudio ofrece en la discusion una interpretacion cautelosa de sus
resultados, menciona si existe limitaciones, sesgos o necesidad de otros estudios

y discute la generalizacion de sus resultados.

Para el registro de esta evaluacion se utilizara una matriz de doble entrada que
relaciona estos criterios y la referencia del articulo (Tabla 2). Ademas, se utilizara otra
matriz para registrar la referencia de los articulos no seleccionados y la razén para que no

formen parte del estudio.
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2.7 TABLA 2: Diagrama de verificacion de los datos requeridos en cada articulo incluidos para el estudio

Criterio

Articulos

Busch MP. Should HBV DNA
NAT replace HBsAg and/or
anti-HBc screening of blood
donors?

El autor propone el estudio
de la implementacion del
NAT e interroga la
descontinuacion  de  los
marcadores moleculares
HBsAg, anti-HBc en banco de
sangre 'y compara la
sensibilidad de detecciéon de
las pruebas mencionadas

El tamizaje se realiza en
donantes de sangre
alrededor de varias etnias
poblacionales Estados
Unidos, Japdn, Reino
Unido y Alemania de
manera aleatoria

El estudio describe Ia
utilizacion de
metodologias como Elisa,
quimioluminiscencia para
pruebas seroldgicas de
HBsAg y anti HBc y NAT
realizados en pools con
diferentes tamafios de
muestra ademds del PCR e
ID-NAT

Indica claramente el
analisis descriptivo
estadistico de los
diferentes  resultados
obtenidos en la

poblacién de donantes
de sangre americanos,
japoneses, alemanes y
de Reino Unido

El estudio compara sus
resultados con los
obtenidos  previamente
por parte de la Cruz Roja
Americana, el grupo de

epidemiologia REDs,
estudios  alemanes vy
japoneses realizados

previamente en donantes
de sangre

El estudio discute la necesidad de
incrementar la sensibilidad de MP-
NAT e ID-NAT y menciona que existe
limitaciones en aquellos donantes en
los que las cargas virales son
relativamente bajas, ademas estima
que no existe costo beneficio en la
implementacién del NAT

Bouchardeau F, Girault A,
Razer A, Servant-Delmas A,
Mercier M, Laperche S.
Sensitivity of hepatitis B virus
DNA transcription-mediated
amplification testing in
hepatitis B surface antigen-
positive blood donations.

Los autores proponen el
estudio de la implementacién

del NAT para evaluar
donaciones positivas para
anti- HBc y HBsAg
recolectadas en  Francia

verificando la correlacion de
los niveles de ADN viral con
HBsAg

Se analizaron 253
donaciones positivas para
ensayos seroldgicos HBsAg
y anti- HBc mediante MP-
NAT y PCR de manera
aleatoria

El estudio describe Ia
aplicacién de pruebas de
ELISA,
quimioluminiscencia, para
pruebas seroldgicas de
HBsAg, anti- HBc, HBeAg,
los ensayos triplex MP-
NAT se configuraron en 8
donaciones, ademas se
comprob6 por PCR

Indica el analisis
estadistico  de los
resultados  obtenidos
por MP-NAT en
comparativa con los
hallazgos en
marcadores seroldgicos
HBeAg y HBsAg por
encontrarse

intimamente

relacionados

El estudio compara sus
resultados con los
obtenidos por  otros
autores en referencia a la
implementacién de MP-
NAT demostrando que
existen algunas
donaciones
potencialmente
infecciosas que no reflejan
reactividad

Se discute la  necesidad de
incrementar la sensibilidad del MP-
NAT y se manifiesta un porcentaje de
determinaciéon de los verdaderos
positivos mediante PCR y técnicas
mas sensibles, puesto que la
replicacion del virus de Hepatitis B es
muy variable

Allain JP, Candotti D.
Diagnostic algorithm for HBV
safe transfusion.

Los autores proponen el
desarrollo de un algoritmo
diagndstico para la
identificacion del virus HBV
en donantes de sangre
verificando que las cargas
virales bajas imposibilitan la
deteccion de los verdaderos
positivos

Se realiza la
implementacién del NAT
en pools e ID-NAT ademas
se correlaciona con la
informacién que bridan las
pruebas seroldgicas con
los resultados obtenidos
en pruebas moleculares en
donantes

Se describe metodologias
de MP-NAT, ID-NAT y de
PCR en tiempo real
aplicada como ensayos
discriminatorios, ademas
de  quimioluminiscencia
para HBsAg, anti —HBs,
anti-HBc

Indica el analisis
descriptivo  estadistico
de los diferentes

resultados obtenidos en
MP-NAT
correlacionados con
PCR en tiempo real
ademas del andlisis de
algunos promotores del
genoma HBV

El estudio compara sus
resultados con algunos
estudios de Europa vy
Sudafrica que se basan en
pruebas seroldgicas
ademads de pruebas
moleculares MP-NAT, ID-
NAT, ensayos
discriminatorios y PCR en
tiempo real

En el disefio del algoritmo diagndstico
discute la necesidad de implementar
metodologias que analicen de manera
eficaz la determinacion de mutantes
de HBsAg, asi como, metodologias
mas sensibles para la identificaciéon de
donantes OBI

Stramer SL, Zou S, Notary EP,
et al. Blood donation screening
for hepatitis B virus markers in

Los autores se centran en el
andlisis de Hepatitis B en
donantes de sangre
mediante la implementacion

El tamizaje se realiza en
donantes americanos de
manera aleatoria, el
estudio realiza el analisis

Se describe el andlisis de
anti- HBc y HBsAg por
quimioluminiscencia

ademds de MP-NAT con

Indica el analisis
estadistico  de las
donaciones
seropositivas,

El estudio compara sus
resultados con los
obtenidos por otros
autores en referencia a la

El analisis comprensivo de los datos
demuestra que la implementacion del
MPNAT y HBsAg no contribuyen a la
seguridad del producto y ademas no
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the era of nucleic acid testing:
are all tests of value?

del NAT ademas de los
andlisis seroldgicos de anti-
HBc y HBsAg indagando en el
valor de la realizacion de las
tres pruebas

de 6,5
donaciones

millones  de

prueba confirmatoria
individual de PCR

seronegativas, solo
positivas en MP- NAT y
también la correlacion
de los resultados
obtenidos entre ambas

implementacion de MP-
NAT demostrando que
existen algunas
donaciones que no reflejan
reactividad porque las
cargas virales son bajas

debe obviarse el tamizaje de anti-
HBc, observando la limitante de la
deteccion de OBl en donantes
aparentemente sanos

Stramer SL, Notari EP, Krysztof
DE, Dodd RY. Hepatitis B virus
testing by minipool nucleic
acid testing: does it improve

Los autores evalian la
implementacion de MP-NAT
calculando el riesgo residual
de transmisién de HBV antes

El tamizaje se realiza en
donantes americanos de
manera aleatoria, el
estudio realiza el analisis

Se describe el andlisis de
anti- HBc y HBsAg por
quimioluminiscencia

ademds de MP-NAT con

Indica el analisis
estadistico de las
donaciones
seropositivas,

El estudio compara sus
resultados con los
obtenidos por  otros
autores en referencia a la

Se discute que las politicas de
vacunacién y que la implementacion
de NAT han ayudado a reducir el
riesgo residual y la incidencia por el

blood safety? y después de esta | de 12,8 millones de | prueba confirmatoria | seronegativas, solo | implementacion del MP- | virus de hepatitis B, ademads
implementacion donaciones individual de PCR positivas en MP- NAT y | NAT, ademads calcula la | manifiesta limitaciones para la
también la correlacién | incidencia y el riesgo | deteccidn cuando se procesa en pools
de los resultados | residual de transmisién | infiriendo en reducir el tamafio o
obtenidos entre ambas por el virus de HBV en | procesar de manera individual (ID-
donantes americanos NAT)
Esposito A, Sabia C, lannone C, | Los autores requieren | El tamizaje se realiza en | Se describe el andlisis de | Indica el analisis | Realiza la comparaciéon de | Se discute que en paises no
Nicoletti GF, Sommese L, analizar la infeccién oculta de | donantes de sangre | anti-HBc, anti-HBs, HBeAg, | estadistico descriptivo | los resultados obtenidos | endémicos se debe implementar MP-
Napoli C. Occult Hepatitis hepatitis B (OBI) basados en | americanos, europeos, | anti- HBe 'y HBsAg | de los resultados | con otros autores en | NATy que en paises endémicos debe
Infection in Transfusion la combinacién de ensayos | asiaticos, africanos, | mediante obtenidos en las | referencia al marcador | realizarse la implementacién de ID-
Medicine: Screening Policy and | seroldgicos y moleculares de | australianos y de medio | quimioluminiscencia y de | diferentes localidades | serolégico anti —HBc, | NAT para lograr evaluar las cargas
Assessment of Current Use of acuerdo a la prevalencia en | Oriente acuerdo a la prevalencia | tanto para marcadores | ademas correlaciona los | virales fluctuantes del OBI
Anti-HBc Testing. cada localidad, metodologiay del virus en la localidad, | seroldgicos como | resultados en el
costo beneficio por otra parte, se analiza | moleculares diagndstico de OBI
MP-NAT e ID-NAT
Arora, S., Doda, V., & Kirtania, Los autores requieren | El estudio analiza de | Se describe el andlisis de | Indica el analisis | Realiza la comparacidn de | Se discute que la dinamica viral y los
T. (2015). Sensitivity of analizar la sensibilidad del ID- | manera aleatoria 28134 | anti-HBc por | estadistico del | los resultados obtenidos | marcadores seroldgicos son muy

individual donor nucleic acid
testing (NAT) for the detection
of hepatitis B infection by
studying diluted NAT yield
samples

NAT para la deteccién de OBI
en donantes y verificar como
escapan de la deteccion
cuando solo se realiza HBsAg

donaciones en donantes
de sangre de la India

quimioluminiscencia  de
microparticulas y HBsAg y
anti- HBs mediante
guimioluminiscencia y
ELISA ademas de NAT e ID-
NAT

rendimiento del NAT

para donantes OBI
ademas de los
marcadores serolégios

HBsAg, anti- HBc (IgG-
IgM) y anti HBs

con otros autores en
referencia al marcador
serolégico anti  —HBc,
ademds correlaciona los
resultados en el
diagndstico de OBI

variables en donantes infectados con
HBV, ademas manifiesta que es
deseable el tamizaje de HBsAg, anti —
HBc e ID-NAT en areas endémicas

Dodd RY, Nguyen ML, Krysztof
DE, Notari EP, Stramer SL.
Blood donor testing for
hepatitis B virus in the United
States: is there a case for
continuation of hepatitis B
surface antigen detection?

Los autores se centran en el
andlisis de Hepatitis B en
donantes de sangre
mediante la implementacién
del NAT ademas del analisis
serolégico de anti-HBc vy
HBsAg indagando en el valor
de la realizacion de las tres
pruebas en referencia a la
incidencia de HBV

El estudio analiza 22,4
millones de donaciones de

manera  aleatoria en
donantes de sangre
americanos

Se describe el analisis de
HBsAg, anti HBc mediante
quimioluminiscencia
ademas de MP- NAT ID-
NAT y PCR para aquellas
cargas virales bajas

Indica el analisis
estadistico de las
donaciones
seropositivas,
seronegativas, solo
positivas en MP- NAT y
también la correlacién
de los resultados
obtenidos entre ambas

El estudio realiza la
comparativa con los otros
estudios anteriores
verificando que las
tendencias de incidencia
de HBV siguen
disminuyendo gracias al
programa continuo de
vacunacién en los Estados
Unidos

Se discute que los eventos agudos y
crénicos disminuyen, adicionalmente
que la demanda de
hemocomponentes ha disminuido en
Estados Unidos y de la misma forma la
incidencia de HBV postransfusional
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Ye X, Li T, Zhang R, Liu H, Zeng Los autores proponen el | El estudio realiza el | Se describe el analisis de | Indica el analisis | El estudio realiza la | Se discute aplicar metodologias mas
J,Hong W, Lu L, Zhu W, Li S, Xu | andlisis del HBV en el sur de | tamizaje de 101025 | HBsAgELISA, anti HBe, anti | estadistico de las | comparacion de los | sensibles para NAT y HBsAg en areas
M, Wu S, Chen L. China en donantes con HBsAg | donaciones de manera | HBs, HBeAg mediante | donaciones reactivas y | resultados con los | de elevada endemicidad como China,
Comprehensive analysis of reactivos, pero NAT | aleatoria en donantes | quimioluminiscencia y | no reactivas de HBsAg | obtenidos por estudios | ademas se manifiestan limitaciones
hepatitis B virus infections in negativos chinos anti-HBc por | en comparativa con el | americanos y australianos | en la técnica de ELISA para HBsAg las
blood donors in southern quimioluminiscencia de | ADN de HBV vy las | los cuales reportan falsos | que generan falsos positivos
China that are surface antigen microparticulas ademas de | pruebas  moleculares | negativos para HBsAg
positive but nucleic acid MP- NAT ID- NAT, gPCR y | MP-NAT, PCR similares
testing negative. PCR anidado para

amplificacion de  ORFs

(BCP/PC)
Rocha D, Andrade E, Godoy Los autores proponen | El estudio realiza el | Se describe el andlisis de | Indica el analisis | El estudio realiza | Se discute implementar mayor
DT, Fontana-Maurell M, Costa evaluar la experiencia del | tamizaje de 12,6 millones | HBV mediante la | estadistico del | comparaciones con | sensibilidad al kit ademas de nuevas
E, Ribeiro M, Ferreira AGP, tamizaje de donantes | de donaciones de manera | plataforma NAT ademas | rendimiento del NAT | estudios europeos, | estrategias de seleccién de donantes
Brindeiro R, Tanuri A, Alvarez mediante la adquisiciéon de la | aleatoria en Brasil del tamizaje serolégico | para HBV en Brasil africanos,  asidticos y | en Brasil para la reduccion de las tasas
P. The Brazilian experience of plataforma NAT en Brasil mediante  pruebas de americanos  sobre el | detransmisidn del virus de Hepatitis B
nucleic acid testing to detect cuarta generaciéon para rendimiento del NAT para
human immunodeficiency HBsAg y anti -HBc el virus de Hepatitis B
virus, hepatitis C virus, and
hepatitis B virus infections in
blood donors.
Corréa ASM, Lamardo LM, Los autores proponen | El estudio realiza el | Se describe el andlisis de | Indica el analisis | El estudio compara sus | Se discute que las estrategias de

Vieira PCM, de Castro RBH, de evaluar el riesgo estimado de | tamizaje de 294881 | HBV mediante los | estadistico de la tasa de | resultados con los | reclutamiento y la seleccion de
Almeida NCC, de Castro JAA, transmision de HBV por | donaciones de manera | marcadores seroldgicos de | prevalencia de infeccion | obtenidos por estudios | donantes siguen siendo herramientas
de Lima MSM, Palmeira MK, transfusion antes y después | aleatoria en Brasil HBsAg y anti HBc por | por HBV por 100000 | americanos y europeos | que pueden mejorarse, ademds se
Meireles ALLP, Burbano RR. de la implementacion de la quimioluminiscencia  de | donaciones en el estado | evidenciando un mayor | enfatiza en incrementar la
Prevalence, incidence and plataforma NAT en Brasil microparticulas, ademds | de Para antesy después | riesgo residual para la | sensibilidad del kit de la plataforma
residual risk of transfusion- del analisis de NAT de la implementacién | transmision de HBV en | NAT para brindar una seguridad
transmitted HBV infection del NAT Brasil transfusional éptima

before and after the

implementation of HBV-NAT in

northern Brazil.

Souza JC, Crispim MAE, Los autores proponen | El estudio realiza el | Se describe el andlisis de | Indica el analisis | El estudio compara sus | Se discute que la prevalencia elevada
Abrahim C, Fraiji NA, Kiesslich evaluar el uso de unidades de | tamizaje de 287588 | HBV mediante la | estadistico de los | hallazgos con los | del virus HBV cataloga a Brasil como
D, Stefani MMA. High rate of exclusion confidencial antesy | donaciones de manera | plataforma NAT ademas | usuarios CUE y no CUE | obtenidos por estudios | un area endémica y que los usuarios
seromarkers for HIV, HBV and después de la | aleatoria en Brasil del tamizaje serolégico | en referencia al | americanos y europeos en | de CUE al excluir sus donaciones
syphilis among blood donors implementacion de la mediante  pruebas de | rendimiento de NAT y | los que se utilizaron | contribuyen a la seguridad de los
using confidential unit plataforma NAT en el érea cuarta generacion para | de las pruebas | unidades de exclusién | hemocomponentes por estar
exclusion, before and after Amazonica del Brasil HBsAg y anti -HBc seroldgicas confidencial, llegando a | relacionados directamente con HBsAg

HIV-NAT implementation at a
major public blood bank in the
Brazilian Amazon.

interpretar que el CUE
brinda una capa adicional
de seguridad sanguinea en
conjunto con la evaluacion
del NAT

y anti-HBc
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CAPITULO llI

3.1 RESULTADOS

El analisis bibliografico de cada uno de los articulos permite establecer qué pruebas
serolégicas y moleculares deberian incluirse o excluirse del algoritmo de tamizaje
serolégico para obtener una seguridad transfusional y evitar la transmisién de virus de
hepatitis B (HBV), la revision de articulos cientificos en revistas indexadas principalmente
las pertenecientes a las de alto impacto como TRANSFUSSION validan la informacién
obtenida, asi como la revisién desde su implementacion hasta la actualidad, a continuacion
se presenta una resefia de cada autor en relacion al tema propuesto cumpliendo con cada

uno de los objetivos planteados.

Articulo Cientifico 1: Should HBV DNA NAT replace HBsAg and/or anti-HBc

screening of blood donors? Michael P Busch, 2004.

El propésito de este estudio fue evaluar la introduccion de nuevas pruebas para la
deteccién del virus de hepatitis B relacionadas con técnicas moleculares para el tamizaje
de donantes de sangre y medir la sensibilidad analitica que es definida como la capacidad
que tiene una metodologia para diferenciar pequenas variaciones de la concentracion de
un analito conocido también como limite de deteccién (Marquez-Fernandez, Ramos-
Ligonio, & Lépez-Monteon, 2015). El estudio lo realizaron en varias etapas en colaboracion
entre el grupo de Epidemiologia en los donantes (REDS) y la Food and Drug Administration
(FDA):

1. Medicion de la sensibilidad de la prueba de detecciéon del ADN virus B y la
identificacion del antigeno de superficie: probaron 28 paneles de seroconversion
conformados por muestras con diferentes concentraciones del antigenos del virus
de hepatitis B (HBV), 100 muestras seleccionadas de diferentes paneles y 28
controles de validacion de Kits (validacién de kit) , todos fueron probadas en siete
reactivos para deteccion del antigeno de superficie (HBsAg) y pruebas de ADN-
Viral mediante (individual) ID, HBV-NAT, (minipools) MP-NAT. Los datos obtenidos

fueron analizados para medir los tiempos de deteccion del HBV.

Los resultados demostraron que el tiempo de replicacion del virus B es de 2,65 dias

considerado significativamente mas largo que los del virus VIH y de hepatitis C (VHC) que
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es menor a un dia. Ademas, determinaron que las pruebas seroldgicas para medicion de
HBsAg a ser introducidas en el tamizaje de donantes variaron su deteccion en 0,07 a 0,12
ng/mL en comparacion con las pruebas autorizadas que es de 0,13-0,62 ng/mL, también
la deteccion de la carga viral fue 102-267 Ul/mL menor a las autorizadas que es de 363 a
1069 Ul/ml.

Los autores mencionan que estos ensayos serolégicos unidos a los moleculares
reducirian el tiempo de ventana de deteccion del HBsAg en 2-9 dias; MP-NAT en 9-11, ID-
NAT reduciria 25-36 dias, estableciendo que los nuevos ensayos en conjunto son capaces
de detectar un mayor porcentaje de donaciones de sangre infecciosas que se pierden al
utilizar unicamente la prueba de HBsAg y estimaron que ayudaria a prevenir entre 30-35
transfusiones potencialmente infecciosas. De forma similar la introduccion de la prueba
molecular de muestra unica ID-NAT podria detectar hasta 50 unidades virales / 107
donaciones, sin embargo los ensayos MP-NAT utilizan agrupaciones de muestras de 16 a
24 y no existe un aumento de la sensibilidad que los que usan agrupaciones de 512 a 1200
muestras de plasma, la explicacion se da por varios factores: nimero de muestras, eficacia
de los procedimientos de extraccion para concentrar las particulas virales, volumen que
permite el ensayo para agrupar muestras y el limite de deteccion de la prueba, todo esto

va a determinar la diluciéon que se realice en funcion del total de muestras testadas.

El autor concluye que los resultados son consistentes que la introduccion del NAT-
HBV ha disminuido el periodo de ventana para la deteccién de donantes de sangre, sin
embargo, otros autores como Kleinman & Bush, Matsumoto et al, informaron de 10 casos
de transmision de hepatitis B, cinco fueron detectados al usar pruebas de HBsAg mas
sensibles y de los 5 casos que fueron negativos en la prueba de HBsAg dos fueron
detectados por NAT multiple y dos por ID-NAT, un caso no fue detectado por ID-NAT
(Kleinman, y otros, 2005) (Matsumoto C, 2001).

Por otro lado, durante el afo de publicacion del presente articulo se estaba evaluando
la introduccion de nuevas metodologias de deteccion como Abbot quimioluminiscencia que
detecté muestras que fueron negativas en las metodologias aprobadas demostrando su
sensibilidad, y el ensayo de Roche Ampliscreen HBV determinando que de 670.000
donaciones individuales se detectaron dos, con estos datos se sugiere que mientras se
mejora la sensibilidad de las pruebas seroldgicas no se justifica la implementacién de la
prueba NAT mejorada o individual porque no representa costo beneficio para la mejora
detectada (Busch M. P., 2004).
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2. Frecuencia de deteccion de ADN-HBV en donantes anti-HBc reactivo: uno de
los riesgos de transmision del virus de hepatitis B es la presencia de donantes
portadores asintomaticos que no presentan el antigeno de superficie (HBsAg). Se
ha demostrado que 0,5-1% de las donaciones que son HBsAg no reactivas y anti-
HBc reactiva contiene niveles bajos de ADN de HBV, bajo este concepto surgié la
pregunta del investigador: ; podrian detectarse el virus B mediante pruebas NAT de

muestras agrupadas (MP-NAT) desarrolladas actualmente?

Estudio de la REDS obtuvo que muestras HBsAg EIA no reactivas, anti-HBc reactivo se
procesaron en ID-NAT detectandose <50 copias/mL del virus, en muestras anti-HBc
reactivas y anti-HBs negativas o reactivas con valores de < 100 IU/L fueron positivas en

ID-NAT con 50 y 100 copias/mL, obteniéndose una tasa de deteccién del 3,7%.

Determinando los autores que el tamizaje de anti-HBc detecta donantes infectados por
VHB cuando son negativos para el antigeno de superficie, la carga viral es baja y no puede
ser detectada por MP-NAT. Esta afirmacion fue expuesta en dos estudios que se llevaron
a cabo en Estados Unidos que corroboran que el ID-NAT detecta aquellas donaciones que
poseen el virus de la hepatitis B (HBV) que no son identificadas por MP-NAT, asi de 3000
muestras de donantes de sangre reactivos para anti-HBc se detectaron 17 que tenian una
viremia baja y HBsAg negativo. Sin embargo, el ensayo de Roche Ampliscreen HBV
usando MP-NAT de 24 unidades detectd solo una muestra mientras que ID-NAT identifico
14 unidades contaminadas por el HBV (Busch M. P., 2004).

Existen paises donde no se utiliza la prueba de anti-HBc porque no la consideran de
utilidad para prevenir la transmision del VHB por lo que lastimosamente la decision

dependera de las politicas que evalle cada pais.

3. Mantenimiento de HBsAg, anti-HBc en la introduccién de NAT-VHB: el autor
mantiene la afirmacion que existe una baja concentracién del virus en donaciones
de sangre reactivas para anti-HBc, no reactivo en HBsAg y que la introduccién de
reactivos con sensibilidad mejorada no detecta todas los hemocomponentes con
HBsAg baja o mutante, y que el uso de pool MP-NAT no detecta todas las unidades

potencialmente infecciosas.

Las pruebas de anti-HBc previenen la transmision del virus B mucho mas que las
pruebas de MP-NAT VHB o los ensayos mejorados para HBsAg. Por lo tanto, durante este
periodo de investigacion y con los datos cientificos indicados en este articulo se aclara que
la implementacién de las pruebas MP-NAT no deben reemplazar a las pruebas serolégicas

de anti-HBc que se realizan de forma frecuente en la mayoria de los paises. Es posible la
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introduccion del ID-NAT por ser mas sensible, sin embargo, la viremia de los individuos
portadores crénicos es intermitente y constituye un problema su deteccion, no asi con las
pruebas anti-HBc que detectan si el donante ha tenido contacto con el virus. En conclusion,
el autor considera que la combinacion de las pruebas mejorara la sensibilidad de deteccion
en donantes de sangre para el HBV, la exclusion de una de ellas debe ser analizado (Busch
M. , 2004).

Articulo cientifico 2: Sensitivity of hepatitis B virus DNA transcription-
mediated amplification testing in hepatitis B surface antigen-—positive blood
donations. Bouchardeau F, Girault A, Razer A, Servant-Delmas A, Mercier M,
Laperche S, 2006.

El objetivo planteado en este estudio fue comparar la sensibilidad diagnéstica de la
prueba molecular y si la deteccién del antigeno de superficie de hepatitis B debe

mantenerse cuando se implemente la prueba molecular de HBV- NAT.

Para el estudio se utilizaron un panel de 253 muestras reactivas para anticuerpos
anti-HBc y antigeno de superficie (HBsAg) de donantes franceses. Los reactivos utilizados
fueron de Abbott Laboratories, Bio-Rad, escogidos por su sensibilidad analitica de
aproximadamente 0,1ng/mL de HBsAg frente al estandar nacional francés (0,05 Ul/mL).
También se realizaron pruebas de replicacién viral mediante el marcador seroldgico
HBeAg, 50 muestras fueron reactivas siendo 8 donantes repetitivos y 42 de primera vez,
las restantes fueron reactivas para anti-HBe. Todas las muestras fueron analizadas en ID-
NAT y MP-NAT.

El analisis de datos mostré que 50 muestras de donantes de sangre HBsAg no
reactivo y HBeAg reactivo fueron positivas con MP-NAT e ID-NAT, de las 203 muestras
HBsAg y anti-HBe reactivo, el 80,3% fueron positivas con MP-NAT y 97,5% con ID-NAT y
de las 40 muestras negativas con MP-NAT, 35 fueron reactivas ID-NAT. Las muestras no

detectadas por MP-NAT tenian 186 copias/ mL un nivel bajo de deteccion.

Finalmente, el autor menciona que los resultados obtenidos son similares a los de
otros estudios que la prueba NAT no detecta el 100% de las muestras positivas para el
virus B, porque el ADN del HBV no es detectable en todas las donaciones potencialmente
infectadas y que es eficiente cuando se utilizan muestras individuales para NAT.

Adicionalmente se requiere tecnologias mas sensibles capaces de detectar de 1000 a 2000
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copias/ mL y en paises donde es inaccesible las pruebas NAT debe procurarse reactivos

con una sensibilidad analitica alta. (Bouchardeau, y otros, 2006)

Articulo 3: Diagnostic algorithm for HBV safe transfusién: Jean-Pierre Allain,
Daniel Candotti, 2009.

El objetivo de este estudio fue confirmar la presencia del ADN viral del HBV en
donantes que no presentan el marcador seroldgico del antigeno de superficie HBsAg y
disefiar un algoritmo diagnéstico para la confirmacion de la presencia del HBV ADN y
obtener una seguridad transfusional; desde sus inicios las pruebas moleculares fueron
implementadas para detectar las infecciones virales en el transcurso del periodo de
ventana para virus que se replican de manera acelerada como el HCV y HIV que duplican
su carga viral en 14 y 20 horas respectivamente. (Kleinman S. H., 2006) . Cuando se anadio
la determinaciéon de ADN viral de HBV al mini pool (MP) de HCV y HIV-1, se redujo la
sensibilidad de forma critica, los ensayos triplex podian detectar de manera simultanea los
tres genomas virales, no obstante, se encontraron discrepancias entre la determinacion
serolégica del HBV y el ADN viral. Se afirma que el HBsAg sera detectable una vez que las
cargas virales fluctuen entre 1000 - 100000 UlI/mL, (Kleinman S. H., 2006)

La infeccion oculta por el virus de la Hepatitis B (OBI) constituye un reto mas en la
seguridad transfusional ya que ha sido identificada con mayor frecuencia en donantes
aparentemente sanos, su deteccién consiste en determinar HBV-ADN sin la presencia de
HBsAg y acompanado de anti- HBc. Los donantes OBI son por lo general adultos mayores
en los que la carga viral <1000 IU/mL e incluso pueden ser <100 IU/mL, la mitad de estos
casos tienen la presencia de anti-HBs, confirmando la resolucién de la infeccién y otros
pocos no presentan anti-HBc y anti-HBs esto es conocido como infeccion oculta “primaria”
por HBV con HBsAg negativo. (Akira Yosikawa, Gotanda, & Minegishi, 2007),
constituyendo un reto para la deteccion de estos donantes, por lo que el autor plantea
cuatro analisis que deben ser considerados para determinar un algoritmo apropiado para

alcanzar una seguridad transfusional.

Confirmacion de ADN del HBV: existen ensayos comerciales denominados triplex
que se caracterizan por revelar la presencia del genoma viral (VIH-VHC-VHB) con una sola
sefal independientemente del virus que ha sido detectado por lo que no son considerados
utiles. Oftro tipo de ensayos triplex permiten detectar especificamente que genoma viral
esta presente a través de una sonda marcada con un espectro diferente. Es necesario que

la eleccion de los ensayos comerciales sea aquellos que pueden discriminar el genoma
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viral detectado (dHBV, dHCV, dHIV-1) y evitar el uso de pruebas denominadas
discriminatorias que son ensayo de repeticion en forma individual de cada muestra del mini-
pool que conlleva demoras en el tiempo de deteccion.

Una de las dificultades en estos ensayos es la discriminacion de las muestras con
hepatitis oculta (OBls) puesto que este tipo de donantes poseen una carga viral muy baja
y lo que se necesita primordialmente es incrementar la sensibilidad del ensayo, para ello
en las pruebas denominadas triplex se recomienda incrementar el volumen de plasma
extraido de 0,2 a 0,5 mL y hasta 1 mL o mas, o realizar una ultra centrifugacion de
volumenes de plasma de 5 — 10 mL y recolectar el pellet donde se encontraran
concentradas las particulas virales; se ha observado que la metodologia de centrifugacion

es muy eficiente.

Serologia de HBV: la aplicacion de las pruebas seroldgicas fue relacionada con la
prevalencia de la infeccion, asi en las areas de baja prevalencia la introduccion del
marcador seroldgico de anti-HBc ayuda de manera significativa a la confirmacién de la
infeccion viral demostrandose al ser confirmada la presencia del virus mediante la prueba
molecular de ADN-HBV; mientras que en paises de elevada prevalencia el anti-HBc no es
discriminatoria entre falsos o verdaderos positivos. El uso de los ensayos IgM anti- HBc ha
demostrado ser muy valioso para definir tanto la fase de recuperaciéon como la fase crénica
o la presencia de OBI. Uno de los ensayos utilizados en este estudio fue Abbot PRISM por
ser mas sensibles para la determinacion del HBsAg, los donantes OBI a menudo poseen
cepas del HBV con una region hidrofilica del antigeno de superficie mutado (MHR)

indetectable con ensayos de baja sensibilidad.

Disefio de algoritmo diagnéstico y confirmatorio de HBV ADN: el propdsito del
autor en esta fase del estudio fue estimar la infectividad del donante y obtener informacion

necesaria para diferirlo. Por lo que establecio tres pasos para el diagnéstico final de HBV

Paso 1: Confirmacion de HBV ADN: se sugiere la evaluacion de las metodologias
utilizadas para la deteccion de ADN, asi como la repeticion de los analisis, una muestra
reactiva debera ser procesada por duplicado o triplicado al verificar su reactividad en los
marcadores serologicos de HBsAg o anti-HBc promoviendo que la deteccion de la carga

viral sea efectiva.

Existen discrepancias en las pruebas moleculares en mini-pool MP-NAT debido a la
carga viral baja del HBV por lo que se requiere validar estas metodologias. El PCR tiempo
real es mas sensible y permite detectar los estadios de infeccion asi en periodo de ventana

cuando la carga viral es de aproximadamente >1001U/mL, en una hepatitis oculta (OBI)
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<100IU/mL. (Candotti, Grabarczyk, & Ghiazza, 2008). Otra opcion para aumentar la
sensibilidad de las pruebas es aumentar el volumen de plasma durante la extraccion de
ADN viral, centrifugar a elevadas velocidades para concentrar las particulas virales, asi
como el uso de regiones de amplificacion como el Pre-core, la region basica promotora del
nucleo (BCP/PC) y la region Pre-S1-Pre-S2 (pre-S/S), esta secuenciacién provee

informacién importante para la identificacion genotipica del virus.

Paso 2: Informacién proporcionada por las pruebas serolégicas para los
marcadores del HBV: en este paso el autor menciona la importancia del analisis de la
reactividad de los marcadores serolégicos por la informacion que ofrecen para comprender

el estado de la infeccion.

El marcador de anti-HBc es indicativo de infeccion reciente, crénica y de contacto
con el virus, la combinacion con reactividad en anti-HBs indica la neutralizacion del virus
de B, pero si existe solo reactividad en anti-HBc, ADN HBV vy un titulo <2001U/mL de anti-
HBs es indicativo de una infeccién oculta de hepatitis B- OBI. Sin embargo, cuando existen
variantes del virus MHR no son detectadas en reactivos con baja sensibilidad

convirtiéndose en un problema su identificacién seroldgica.

Paso 3: Seguimiento de las pruebas: la finalidad del seguimiento es distinguir
entre un periodo de ventana o establecimiento de la infeccion cuando el donante ha sido
diferido, el autor recomienda la recoleccion de muestras posteriores a la primera donacion

después de 1 mes, 2 meses y 6 meses.

El periodo de ventana evidencia una carga viral >100 IU/mL y Unicamente cuando
la carga supera 2000Ul/mL se observa la presencia del antigeno de superficie y luego de

un mes se puede manifestar la seroconversién del anti-HBc.

Otra funcién del seguimiento es recolectar y analizar las muestras en forma pareada
para determinar si fue infeccidbn o contaminacién en el laboratorio, las infecciones
verdaderas mantienen o aumentan la reactividad de la muestra inicial. Algunos bancos de
sangre mantienen una seroteca que puede ser con fines legales ante una transmision del
virus B o0 una seroconversion del donante o con propdsitos investigativos que permitan

tener un criterio claro ante la inclusién del donante diferido.

Estos son datos que permiten conocer el establecimiento de la infeccién y el riesgo
de transmision postransfusional en periodos de ventana, en mutantes de B o

seroconversion.
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Finalmente plantea Paso 4: Diagnodstico y toma de decisiones: En base a los
analisis presentados a aquellos donantes que sean diferidos por presentar diagnésticos
dudosos por el periodo de ventana debe explicarse que existe el 95% de posibilidades de
resolucion espontanea, pero debe ser verificado con pruebas posteriores, una de las
explicaciones es que la mayoria de los donantes son adultos con un sistema inmunitario
maduro capaz de controlar al virus, sin embargo, durante varias semanas son altamente

infecciosos.

En el caso de un diagnostico de OBI, con o sin anti-HBs reactivo no constituye un
riesgo de infeccidn entre parejas sexuales, pero si se ha estimado un riesgo de trasmision
en donaciones de sangre, aproximadamente entre 3 y 50% de muestras reactivas
unicamente con anti-HBc, con niveles bajos o detectables de anti-HBs. En contraste, los
mutantes del VHB sin deteccion de HBsAg son altamente infecciosos por lo que se requiere

de un adecuado tamizaje.

Con estos resultados se puede inferir que se requiere de un exhaustivo analisis de
la inclusidon o exclusion de marcadores serolégicos y viroldégicos para obtener una

transfusién segura. (Allain & Candotti, 2009).

Articulo 4: Blood donation screening for hepatitis B virus markers in the era
of nucleic acid testing:are all tests of value?. Stramer, S. L., Zou, S., Notari, E. P.,
Foster, G. A., Krysztof, D. E., Musavi, F., & Dodd, R. Y. (2012)

El propdsito principal de este estudio fue demostrar los beneficios de la
implementacién de la tecnologia de amplificacion de acidos nucleicos (NAT) en los bancos
de sangre y la realizacion de los ensayos en conjunto con las pruebas seroldgicas de
deteccion del virus Hepatitis B (HBV). Los ensayos triplex en minipools (MP-NAT) estaban

constituidos por 16 muestras de donantes de sangre.

El estudio fue realizado en la American Red Cross (ARC) en colaboracién con el
National Genetics Institute por un afo, desde 1 julio del 2009 hasta el 30 de junio del 2010,
se utilizé el reactivo de Ultrio (MP-NAT) (ID-NAT) para la deteccion de ADN VHB, multipret
ROCHE, y pruebas serologicas rutinarias para el antigeno de superficie (HBsAQ),
anticuerpos core (anti-HBc) de Abbott Diagnostics PRISM ChLIA, y la prueba para el
anticuerpo de superficie (anti-HBs) de Monolisa Bio-Rad diagnostics, todas autorizadas

por la Food and Drug Administration (FDA).
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Las muestras que fueron reactivas para HBsAg y anti-HBc y las negativas en NAT
fueron verificadas en ID NAT, mientras que las que tuvieron resultados reactivos en MP-
NAT no fueron procesadas nuevamente. Todas las muestras que tuvieron resultados en
uno o mas marcadores serolégicos fueron testadas en pruebas moleculares. La
sensibilidad del MP-NAT Ultrio es de 95% y detecta alrededor de 700 copias/ mL mientras
que el ID-NAT detecta hasta 20 copias/mL y la de Ultra Qual detecta hasta 5 copias/mL.

Se procesaron casi 6.5 millones de donaciones y el analisis de datos mostré que
16465 fueron reactivas por lo menos para uno de los marcadores de infeccion y 699 fueron
confirmadas con infeccion por el virus de hepatitis B, es decir, el 0,01 % de donaciones 1
de cada 9240 personas son portadoras el virus; los ensayos efectuados en minipool (MP-
NAT) determinaron 477 de los casos reactivos (68%), y solo dos donantes fueron

confirmados por PCR real time con resultados negativos en serologia.

Las cargas virales fueron fluctuantes de acuerdo con los casos y estadios de
infeccidn, dos muestras confirmadas por PCR fueron cuantificadas con 100 y 4100
copias/mL, ocho donantes presentaron cargas virales entre 50-400 copias/mL de estos seis
previamente vacunados. Los casos no reactivos en el minipool (MP-NAT) se volvieron a
evaluar de manera individual (ID-PCR), se obtuvo como resultado 121 casos definidos
como infecciones ocultas por el virus de la Hepatitis B con cargas virales establecidas entre
100 — 800 copias/mL y anti HBc reactivo y no reactivos para HBsAg; sin embargo 100
donantes presentaron reactividad para ambos marcadores HBsAg y anti-HBc sus cargas
virales oscilaron entre 100 -1900 copias/mL y solo uno no reactivo para anti-HBc fue

confirmado por PCR individual con una carga viral de 5 copias/mL

Los donantes de sangre en periodo de ventana constituyen un alto riesgo para la
transmision del virus a través de las transfusiones, el analisis de estos resultados
corroboran que la combinacion de los marcadores tanto serolégicos como moleculares
ayudan a determinar los verdaderos positivos y los estadios de la infeccion, también
determinaron que el agrupamiento de las muestras en minipool (MP- NAT) disminuye la
sensibilidad de la prueba y que las cargas virales muy bajas dificultan su deteccion

necesitando una serie de ensayos para ser identificadas.

Finalmente se demuestra que el MP-NAT tiene una sensibilidad reducida, pero es
muy util para la identificacién de periodo de ventana porque la carga viral se manifiesta en
forma temprana en comparacion de los marcadores serolégicos, por otra parte, se genera
también polémica en la implementacién unica del MP-NAT como contribucion a la

seguridad transfusional. (Stramer, Zou, & Notari, 2012)
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Articulo 5: Hepatitis B virus testing by minipool nucleic acid testing: does it
improve blood safety?. Stramer, S. L., Notari, E. P., Krysztof, D. E., & Dodd, R. Y.
(2013).

Este estudio fue la continuacién del publicado en el afio 2012, el propdsito principal
fue demostrar los beneficios de la implementacion del NAT y verificar la incidencia del virus
de la Hepatitis B (HBV) durante un periodo de dos afos, se realizaron estimaciones del

riesgo residual para donaciones en los Estados Unidos calculados de la siguiente manera:

a) incidencia calculada por el denominado enfoque de rendimiento de HBsAg que
es el numero de muestras HBsAg reactivas, anti-HBc no reactivo, mientras que la tasa de
rendimiento para ADN-VHB lo defini6 como el numero de muestras seronegativas que

fueron confirmadas por MP-NAT dividido por el numero total de donaciones.

b) incidencia dividiendo la tasa de rendimiento de HBsAg por el periodo de ventana
que es de 44 dias (0,12 anos), el riesgo residual para HBsAg se determiné multiplicando la
tasa de incidencia calculada por 100,000 personas-afio por el periodo de ventana de
prueba negativa (en afos), los autores utilizaron las cifras publicadas de 30 o 38 dias
(0.104-0.082 anos) dependiendo de una dosis infecciosa de 1 o 10 copias de ADN del VHB
(Kleinman S. H., 2006).

c¢) el impacto de MP-NAT en el riesgo residual de hepatitis B se determiné restando
el numero de donaciones positivas ADN-HBV del total de donantes infectados obtenidos
en el calculo de riesgo de rendimiento de HBsAg (Zou, y otros, 2009), por ultimo se utilizé
un software llamado Crystal Ball, Decisioneering, Denver para estimar rangos de
distribucion triangular para simular aproximaciones de los intervalos de confianza a un
95%.

Determinacion de la Incidencia del virus HBV y el riesgo residual

Incluyeron todos los tipos de donantes un total de 12,8 millones de donaciones
fueron testadas para los marcadores serolégicos y virolégicos, 12740951 fueron no
reactivas en todas las pruebas (99,75%), mientras que 1368 (0,11% o 1:9337) tuvieron
resultados reactivos y fueron confirmados en pruebas moleculares. De 29909 muestras
reactivas para anti-HBc 1336 dieron resultados positivos para el virus de hepatitis B, la
prueba de MP-NAT logré identificar 1112 muestras reactivas y se confirma la presencia del

virus en 941, mientras que 171 fueron resultados falsos positivos.
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Lograron evidenciar 936 muestras positivas para todos los marcadores tanto
serolégicos como moleculares y 5 muestras que fueron positivas para MP-NAT y 25 para
HBsAg, es decir, un total de 30 muestras en infeccién aguda temprana por el virus de
hepatitis B. También se determind infeccion oculta por el virus de la hepatitis B (OBI) en
273 donaciones, de las cuales el MP-NAT solo detectd 35(12,8%) y las 238 (87,2%)
restantes solo se detectaron por PCR con cargas virales entre 100 — 800 copias/mL; por
otra parte, se obtuvieron dos determinaciones falsas positivas para el PCR una en cada

ano de evaluacion.

Se estimé una tasa de incidencia para la infeccion por HBV de 1,62 por cada 100000
donaciones y se observé reduccién en comparacion a la ultima tasa de incidencia publicada
basada en datos de noviembre del 2006 a julio del 2008 de 3.43 por cada 100000
donaciones; ademas con un intervalo de confianza del 95% se logré estimar un riesgo
residual y un periodo de ventana de 30 -38 dias lo que reflejé una dosis infectiva de 10 a 1
copia/20mL. (Kleinman S. H., 2006) El riesgo residual estimado en ausencia de
implementaciéon HBVMP-NAT fue 1:592.000 a 1:754.000 donaciones dependiendo del
periodo de ventana seleccionado, mientras que con un intervalo de confianza del 95% va
desde 1:1°031.000 a 1:350.000 y 1:1°351.000 a 1:452.000. Asi, el riesgo residual de HBV
disminuyd debido a la reduccion de la incidencia por vacunas y mejoras proporcionadas
por la implementacién de MP-NAT, también se observo que todas las muestras con HBsAg
positivo fueron confirmadas con el uso de algun marcador molecular, lo que conlleva a
respaldar que la implementacion del MP-NAT podria eliminar la necesidad de realizar
pruebas seroldgicas de HBsAg, sin embargo se enfatizdé que el 0,91% (273) del total de
donantes seropositivos para anti-HBc tuvieron infeccién oculta por el virus, se sigue
observando que el MP-NAT no pudo detectar gran cantidad de muestras de donantes

seropositivos OBl en un 88% con cargas virales inferiores.

Durante el periodo 2009 - 2011, los autores evaluaron 10,54 millones de
donaciones repetidas en los Estados Unidos y confirmaron una reduccion del riesgo
residual después de la implementacién del ensayo triplex MP-NAT en un 23% también
estimaron un periodo de ventana de 8,8 dias para la metodologia de MP-NAT antes de la
deteccion por parte de la metodologia PRISM HBsAg y que mientras las metodologias
fueron mas sensibles para el analisis del NAT como ID-NAT o Ultrio Plus estos ensayos
detectaran hasta 19,9 dias antes de que aparezca positividad para HBsAg. Con estos
resultados los autores mencionan que las conclusiones relacionadas con la publicacion

anterior no han cambiado sin embargo se ha podido demostrar de forma medible el impacto
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de MP-NAT con las medidas de incidencia y que anti-HBc es un indicativo de hepatitis

oculta.

Por ultimo, los autores afirman que el MP-NAT y sus tecnologias mas sensibles, en
conjunto con las politicas de vacunacion para HBV de los Estados Unidos contribuyeron
en la reduccion del riesgo residual del HBV y tienen un impacto medible en la seguridad
transfusional, afirmando con mucho énfasis que es requerida una examinacion continua
por los tres marcadores para HBV, HBsAg, anti-HBc y NAT. (Stramer, Notari, Krysztof, &
Dodd, 2013).

Articulo 6: Occult Hepatitis Infection in Transfusion Medicine: Screening
Policy and Assessment of Current Use of Anti-HBc Testing. Esposito, A., Sabia, C.,
lannone, C., Nicoletti, G. F., Sommese, L., & Napoli, C. (2017)

El propdsito de este estudio fue brindar una visién general de los diferentes
enfoques para el tamizaje del HBV a través de pruebas rutinarias, enfatizando en la
deteccién oportuna de la infeccién oculta de Hepatitis B (OBI), evaluando de manera critica
el papel de las pruebas serolégicas y las pruebas moleculares de amplificacion de acidos
nucleicos (NAT), pero principalmente se centraron en la viabilidad para la realizacién de

pruebas anti-HBc.
Infecciones Ocultas de Hepatitis B

Durante un periodo cercano a los 30 afios se demostré que donantes de sangre con
infeccidn de oculta de hepatitis B fueron capaces de transmitir el virus y han demostrado la
existencia de donantes con resultados de HBsAg negativos y anti-HBc positivos. En este
estudio se han analizado varios criterios y definiciones para el OBI, y también se considero
que el estandar de oro para el analisis del OBI es la biopsia hepatica, pero al ser muy

invasiva lo mejor es recurrir al analisis por pruebas seroldégicas y moleculares de HBV.

Segun el taller internacional de definicion sobre OB, existen dos clasificaciones: el
OBI seropositivo definido por no presentar HBsAg y positividad para anti-HBc y/o anti-HBs,
este tipo de donantes expresan seroconversién de HBsAg después de algunos meses
durante la fase agua de infeccidn, en cambio para la fase cronica el aclaramiento de HBsAg
se logra en anos; y el OBI seronegativo que es aquel que no presenta anti-HBc y anti-HBs,
si estan presentes los anticuerpos anti-HBs desaparecen progresivamente con una

seroconversién anti-HBc sin HBsAg detectable (Manzini, y otros, 2009)
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Otra de las definiciones dadas fue la de falso OBI cuando los niveles detectables
de ADN HBYV son similares a los que se presentan en las distintas fases de una infeccion
por el virus , esto ocurre cuando existe una falta de sensibilidad de los métodos serolégicos
utilizados para la deteccion del antigeno de superficie HBsAg, misma que puede ser
atribuida también a la variabilidad en el genoma del virus B alterando su antigenicidad e
inmunogenicidad, asi como también a mutaciones puntuales en regiones especificas del
genoma como las que ocurren en la region hidrofilica mayor (MHR) que esta relacionada

con la disminucion de HBsAg. (Huang, Yuan, Chen, Zhang, & Chen, 2012)
Infecciones en donantes de sangre por hepatitis oculta OBI

Estudios retrospectivos dentro y fuera de Europa ratificaron infectividad
postransfusional por hemocomponentes de donantes portadores de OBI, en ltalia se
encontraron dos casos de hepatitis postransfusional, se realizé una secuenciacion del
genodmica tanto en muestras del donante como el receptor, confirmandose la presencia del
virus (Spreafico, Berzuini, Foglieni, & Candotti, 2015); en otro estudio la Cruz Roja
Japonesa a través de su sistema de hemovigilancia confirmé la aparicion de infecciones
de HBV en 19 pacientes en los que no se detectdé ADN viral en primera instancia, ademas

se detalla que el riesgo residual no disminuyd con los anos. (Taira, y otros, 2013)

La tasa de transmision viral por hemocomponentes con OBI es 10 veces inferior a
las observadas en casos de periodo de ventana previo a la seroconversion, este riesgo es
evidente, sin embargo se han minimizado al incluir procesos estrictos de seleccion de
donantes y exclusion de grupos de alto riesgo entre estos, hemodialisis, pacientes
transplantados, usuarios de drogas, coinfeccion de HIV/HCV, un dato de importancia para
la deteccion de portadores es la dificultad de evidenciar la existencia de enfermedades

hepaticas o signos clinicos de dafio hepatico.

La presencia del marcador anti-HBc, sin presencia de ADN detectable y HBsAg,
sugiere que las cargas virales se encuentran por debajo del nivel de deteccién; la
capacidad infectiva de OBl esta dada por la carga viral, el estado seroldgico y el tipo de
donante de sangre sea este voluntario o de reposicién y el estado inmunolégico del

receptor, si este es inmunocomprometido la probabilidad de infeccién es elevada.

Deteccion de infecciones ocultas de hepatitis B en Donantes de sangre

Si bien no existe un algoritmo global para la determinacién de infecciones ocultas por HBV,

es necesario mantener un elevado criterio de interpretacion de pruebas para identificar
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portadores OBI, las pruebas han demostrado ser cada vez mas sensibles, la deteccién
HBsAg como primer ensayo es obligatoria, en los paises desarrollados la metodologia es
basada en ensayos inmunolégicos enzimaticos (ELISA) e inmunoensayos de
quimioluminiscencia (CLIA) con limites inferiores a los 0,1 ng/mL de HBsAg y una eficaz
detecciéon de mutantes HBsAg, asi también la inclusion de anti-core HBc y el uso de NAT.
(Kuhns & Busch, 2006)

éIncluir o no la prueba serolégica de anti-HBc?

El marcador anti- HBc es introducido al cribado de HBV en 1980 por primera vez,
usado para verificar la exposicion previa al virus y aquellos casos OBI en los que el HBV
ADN fue detectado discontinuamente, en ltalia los dos casos de transmisién propusieron
que las muestras deben ser probadas por anti-HBc, sin embargo los ensayos generan una
gran cantidad de falsos positivos del 90% (Allain & Candotti, 2009). El instituto aleman Paul
Erhlich recomendd realizar dos ensayos anti-HBc, cuando el HBV ADN no ha sido
identificado y el HBsAg no es detectable, se considero liberar los Hemocomponentes que
presentaron un titulo 2100Ul/mL de anti-HBs. En la ultima década los laboratorios con bajos

recursos realizan anti-HBc los mismos que no han implementado el NAT por su alto costo.

Para garantizar la seguridad en el banco de sangre de la Universita degli Studi della
Campania en ltalia y reducir el riesgo de transmision HBV, todos los donantes son
evaluados por pruebas serolégicas anti- HBc, HBsAg y HBV ADN MP-NAT, si solo existe
reactividad para anti-HBc se realiza la prueba de anti-HBs para determinar la capacidad
infectiva del hemocomponente; todos los marcadores serolégicos son realizados por
Architect i2000SR Abbott Diagnostics, mediante inmunoensayos de quimioluminiscencia
de microparticulas (CMIA), se consideré una buena practica de laboratorio repetir el ensayo
del marcador anti-HBc por otra metodologia, un sistema de confirmacién secundario se
puede realizar electro-quimioluminiscencia (ECLIA) por Cobas 411 Roche Diagnostics, se
determiné que el 1,26% de donantes solo presentaron reactividad anti-HBc y que es
recomendable diferir estos donantes para una seguridad optima transfusional, por otra
parte donantes con titulos de anti HBs entre >10Ul/mL y <100 Ul/mL deben esperar varias

semanas para ser reevaluados y no ser excluidos. (Juhl, Knobloch, Gérg, & Hennig, 2016)

Finalmente se concluye que el OBI se considera un problema grave en paises en
vias de desarrollo, mientras que en paises desarrollados se considera un evento raro,
respaldando implementar ID-NAT en zonas endémicas para HBV y en paises no
endémicos se manifestd que la implementacion del MP-NAT podria ser suficiente, con el

pasar del tiempo todos los estudios concluyen que la combinacién de pruebas moleculares
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con seroldgicas ayudan a respaldar la seguridad en los hemocomponentes y es necesario
el tamizaje serologico anti-HBc a pesar de la elevada sensibilidad del NAT las cargas
virales fluctuan por debajo de los limites de deteccion, siendo un posible portador de OBI;
el anti-HBc simplemente seria una medida preventiva para la transmisién del OBI por

transfusion. (Esposito, y otros, 2017) .

Articulo 7: Sensitivity of individual donor nucleic acid testing (NAT) for the
detection of hepatitis B infection by studying diluted NAT yield samples. Arora, S.,
Doda, V., & Kirtania, T. (2015).

El propésito principal del presente estudio fue analizar la sensibilidad que tiene el
NAT para la deteccion de la infeccion oculta por el virus de la Hepatitis B (OBI), sin la
presencia de antigeno de superficie (HBsAg), tomando en consideracion que los

anticuerpos anti-HBc estan presentes en un 80% de los casos.

Este estudio fue realizado en el banco de sangre del Hospital de Gobierno Central
en la India entre enero del 2012 a diciembre del 2013, todas las muestras fueron tamizadas
en ID-NAT un total de 28.465 donaciones fueron recolectadas, se realizaron analisis
serolégicos en inmunoensayos enzimaticos tipo sandwich (ELISA) para HBsAg,
quimioluminiscencia de microparticulas para anti-HBc, anti-HBs y también todas las
donaciones se sometieron a detecciones individuales de amplificacion (ID-NAT) Procleix
Ultrio, Novartis Diagnostis y el PCR en tiempo real por Abbott lllinois para la evaluacion de
cargas virales utilizando un factor de conversion de 1 IlU/mL es equivalente a 3,4copias/mL,

ademas se realizaron genotipificaciones del virus cuando la carga fue >5000 copias/mL.

El riesgo de transmision del virus HBV por donaciones en periodo de ventana es
elevado en paises endémicos como la India (Agarwal, Chatterjee, Coshic, & Borgohain,
2014), en aproximadamente 2 afos de estudio se recolectaron un total de 28.465
donaciones, 28.134 muestras fueron no reactivas para HBsAg y de éstas solo 25
donaciones fueron positivas en NAT individual (ID-NAT), utilizaron estas muestras para
simular mipools diluyéndolas con plasma de grupo AB para la evaluacién de la sensibilidad
y el rendimiento del NAT se utilizaron diluciones (1:2,1:4,1:8,1:16) no se diluyeron las
muestras para estudios seroldgicos ni para cargas virales, 7 muestras fueron eliminadas
del estudio por demostrar deterioro. Las 18 muestras fueron testeadas por NAT de dos
maneras, sin diluir y también diluyéndolas, 9 donaciones presentaron positividad en el NAT
con titulos >1:4, 7 de éstas tenian reactividad para anti-HBc y solo 2 presentaron anti-HBs,
la carga viral de las 9 donaciones varié entre 16 y 1x10® IU/mL, y las otras 9 presentaron

positividad para titulos <1:4, 5 de éstas presentaron Anti-HBc reactivo y anti-HBs fue
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reactivo en solo 2 donaciones; no se determind carga viral en 3 donaciones y en las otras

6 se evidenciaron <10-38 [U/mL.

En la India se contintia observando la transmision de Hepatitis B por donaciones de
sangre, principalmente debido a donantes OBl y también en donaciones de periodo de
ventana, aunque se realiza de forma obligatoria la deteccion de HBsAg no es suficiente, el
riesgo del contagio es evidente ya que las cargas virales anteriores a la seroconversion de
HBsAg son bajas y pueden escapar al MP-NAT, este es preferido en el mundo occidental
donde la prevalencia para HBV es baja (Stramer, Notari, Krysztof, & Dodd, 2013). En este
estudio se observo que la combinacion de las pruebas serolégicas HBsAg y anti-HBc
podrian ser adecuadas, sin embargo 6 muestras fueron negativas para anti-HBc y 4 de
estas abrian escapado a la deteccion en MP-NAT, es decir, un tercio de las muestras no
presentaron estos marcadores serologicos existiendo falla en la identificacion del 30% de

donantes HBV potencialmente infecciosos.

Los autores finalmente mencionan que la deteccion para el HBV en donantes de
sangre ideal son el tamizaje con marcadores de HBsAg, anti-HBc y NAT, y que el ID-NAT
ayuda a la deteccidn de cargas virales bajas, y se evidencié que las determinaciones en
Minipools pueden comprometer la seguridad de la sangre por la dinamica viral muy variante
de HBV. (Arora, Doda, & Kirtania, 2015).

Articulo 8: Blood donor testing for hepatitis B virus in the United States: is
there a case for continuation of hepatitis B surface antigen detection? Dodd, R. Y.,
Nguyen, M. L., Krysztof, D. E., Notari, E. P., & Stramer, S. L. (2018).

El propdsito principal de este estudio fue demostrar los beneficios de la
implementacion del NAT vy verificar la tendencia de la incidencia del virus de la Hepatitis B
(HBV) durante un periodo de cuatro anos, fue realizado por la Cruz Roja Americana (ARC)
en colaboracion con el National Genetics Institute (NGI), desde julio del 2011 hasta junio
del 2015 se analizaron alrededor de 22,4 millones de donaciones realizando los ensayos
moleculares (MP-NAT) (ID-NAT) en conjunto con las pruebas serolégicas para el virus

Hepatitis B (HBV), antigeno de superficie HBsAg y anticuerpos anti-HBc.

Se realizaron ensayos en minipools triplex (MP-NAT) con dos metodologias para el
analisis molecular Procleix Ultrio y Procleix Ultrio Plus con un limite de deteccion de
10Ul/mL y de 3.1 Ul/mL respectivamente, se analizaron 16 donaciones simultaneamente
para la evaluacién del HBV ADN (Stramer, Notari, Krysztof, & Dodd, 2013). El analisis
serologico tanto para HBsAg y anti-HBc fue efectuado por inmunoensayos de

quimioluminiscencia en la plataforma Abbott PRISM, confirmandose la positividad
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mediante el uso de (ID-NAT) y ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
UltraQual con muestras obtenidas desde las bolsas de plasma reactivas para marcadores
serolégicos o MP-NAT, y analisis por triplicado aquellas muestras solo anti-HBc reactivas,
NAT negativas, por PCR Cobas Ampliscreen multiprep de Roche que tiene una sensibilidad
de 1a2IU/mL (4 — 10 copias /mL).

El analisis en 22°370.271 donaciones, evidencié anti-HBc reactivo en 49.567
donaciones, 2.987 fueron reactivas HBsAg y 1.632 fueron reactivas para ambos
marcadores seroldgicos de manera repetida; MP-NAT tuvo capacidad de detectar 1.472
donaciones, 48 presentaron positividad Unicamente para NAT y 29 confirmaron la
positividad HBV ADN con cargas virales oscilantes entre 50 y 70.000 copias/mL. Las
donaciones reactivas para anti-HBc y negativas para HBsAg con ADN viral detectable se
definieron como OB, se identificé 404 (0,82%) de OBI, de estas el 361 fueron detectadas
por ID-NAT, es decir, 99,8% fueron falsos positivos, se identifico un total de 2.035 casos
confirmados para HBV, de estos 1.453 (71,4%) detectables por MP-NAT y 582 (28,6%)
detectadas por ID-NAT, 1.965 positivas confirmadas para anti-HBc, 1602 reactivas
confirmadas para HBsAg con 1.170 falsos positivos, de las mismas se identificaron 144 no
reactivas para ID-NAT, entre estos 47(33%) previamente vacunados, ademas se identificd
35 donaciones positivas para HBsAg y NAT, es decir muestras en periodo de ventana que

confirmaron entre 4500 hasta 5000 millones de copias/mL de carga viral.

El andlisis de datos demuestran que la incidencia y riesgo residual decrecieron en
estos cuatro anos posteriores a las primeras publicaciones de la Cruz Roja Americana,
cuando se comparé los datos no tuvieron una variacion significativa aunque existe una
disminucion desde 1,62 por cada 100.000 donaciones en la publicacion anterior a 1,30 por
cada 100.000, el rendimiento del NAT de 1: 2,6 millones de donaciones en el periodo
anterior y 1:770.000 donaciones en este periodo, este incremento del rendimiento de la
tecnologia NAT se manifiesta gracias a la elevada sensibilidad del Ultrio Plus
implementado, actualmente el riesgo residual de 1 en 1°060.000 o 1 en 1°520.000 para
26,5 0 18,5 dias de periodo de ventana respectivamente, representa un declive que pudo
ser evidenciado gracias a las politicas de vacunacion obligatoria que existen en los Estados
Unidos (Stramer, Notari, Krysztof, & Dodd, 2013). Al comparar los periodos de estudio no
se observa un aumento en el rendimiento de la tecnologia NAT para la evaluacion del OB,
manifestando 0,91% en la anterior publicacion y en esta actualizacion de datos 0,82%, sin
embargo, el MP-NAT continua sin detectar gran cantidad del OBI y solo pudo detectar el

10,6 % de 404 muestras, entonces se acepta que la gran mayoria de donantes OBl poseen
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cargas virales muy bajas que deben ser evaluadas por tecnologias ID-NAT de elevada

sensibilidad.

Finalmente los autores mencionan que aunque algunas muestras exhiben
resultados falsos positivos por contaminacion, es extremadamente raro encontrar muestras
que solo sean reactivas para HBsAg y negativas para los otro marcadores serolégicos o
molecular y que se requieren tecnologias moleculares altamente sensibles, y aun asi no
es suficiente para asegurar la transfusién sanguinea, ademas que las tendencias de la
incidencia han disminuido con el pasar del tiempo, las estimaciones de la infeccion oculta
e infeccion reciente también se han reducido en la poblaciéon de donantes debido también
a campafas de vacunacion por lo que se debe analizar todo el contexto para determinar
qué marcadores seroldgicos van a ser utilizados en conjunto con el molecular (Dodd,

Nguyen, Krysztof, Notari, & Stramer, 2018).

Articulo 9: Comprehensive analysis of hepatitis B virus infections in blood donors
in southern China that are surface antigen positive but nucleic acid testing negative.
Ye, X., Li, T., Zhang, R., Liu, H., Zeng, J., Hong, W., Lu, L., Zhu, W., Li, S., Xu, M., Wu,
S., & Chen, L. (2020)

El objetivo principal del estudio fue determinar las verdaderas infecciones de hepatitis
B en donantes voluntarios de sangre ante la presencia de resultados reactivos en el
marcador de ELISA HBsAg y negativas en la prueba molecular de NAT para ello incluyeron
otras pruebas de mayor sensibilidad. Este estudio se realizé en el Shenzhen Blood Center
en el Provincial Key Laboratory for Transfusion-transmitted Infectious Diseases en conjunto
con el Instituto de Transfusion de Sangre, Academia China de Ciencias Médicas (CAMS)
y Colegio Médico de la unidon de Peking (PUMC), se realizé el andlisis de 10.025
donaciones desde el 2017 hasta el 2018. Todos los donantes fueron sometidos a pruebas
rapidas (predonacion) los que tuvieron resultados reactivos fueron diferidos, los restantes
fueron sometidos a la prueba de ELISA y los que obtuvieron resultados reactivos por
duplicado se realizaron pruebas de MP-NAT, aquellos que fueron negativos en el multiplex
NAT fueron sometidos a pruebas complementarias para determinar HBsAg, anti-HBc, anti-
HBs y HBe, ID- NAT.

Se efectud el analisis simultaneo de dos inmunoensayos enzimaticos (ELISA-dual) para
HbsAg, DiaSorin SPA —UK Branch y Wantai Diagnostics, para la confirmacion HBsAg se
realizaron pruebas suplementarias serologicas, entre estas, prueba adicional para HBsAg
con un limite de deteccion (LOD) de 0,05Ul/mL, anti-HBs con un LOD de 2UI/L, antigeno

de Hepatitis B (HBeAg), anti-HBe y anti-HBc probadas por electro-quimioluminiscencia
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(ECLI) en (HBsAg Il quant, Elecsys), quimioluminiscencia de microparticulas (CMIA) y
pruebas de neutralizacion de HBsAg en la plataforma Alinity de Abbott Diagnostics; ademas
todas las muestras fueron analizadas en NAT individuales (ID-NAT) por la plataforma Ultrio
Plus Tigris, Grifols con un limite de deteccién de 3,4 IU/mL; y para la confirmacion del ADN
se realizo el analisis en la plataforma de Roche MPX 2.0 ID- NAT con un LOD 2,3 Ul/mL;
en aquellas muestras inderterminadas se realizaron ensayos de PCR cuantitativo (qPCR)
y PCR anidado con LOD de 5y 10 Ul/mL.

Los resultados permitieron a los autores clasificarlas en no confirmadas para hepatitis
B aquellas que tuvieron resultados negativos en las pruebas complementarias; confirmadas
las que fueron repetitivamente reactivas en serologia y positivas en NAT, e indeterminadas
las que fueron reactivas en serologia, pero negativas en pruebas moleculares de ADN-
VHB.

100.282 (99,26%) fueron HBsAg EIA / NAT negativo; 455 muestras HBsAg reactivo/
NAT positivo; 157 HBsAg EIA reactivo / NAT negativo, 131 donaciones negativas HBsAg
en EIA fueron reactivas ID-NAT positivo. De las 157 muestras negativas en NAT; 35
(22,3%) presentaron resultados negativos en anti-HBc, CMIA, ECLIA y MP-ID-NAT
negativo; de las cuales 23 tenian anti-HBs positivo y los 12 restantes fueron seronegativas
por lo que fueron consideradas sin confirmacion de hepatitis B; 45 con anti-HBc reactivo
también fueron negativas para las pruebas complementarias observandose un total del

51% (80) de resultados falsos reactivos para HBsAg.

Las muestras que tuvieron resultados reactivos unicamente en anti-HBc (69) fueron
también reactivas en las pruebas complementarias, 2 adicionales fueron negativas para
ECLIA HBsAg, pero tuvieron resultados positivos en MP-ID NAT siendo consideradas como

confirmadas para VHB, los niveles de ADN fue variables entre 6-2654 Ul/mL.

Los ensayos cuantitativos de las 71 donaciones para HBsAg determinaron que 2
donaciones estaban bajo el limite de deteccion del ensayo, 39 donaciones estuvieron entre
0,05y 1 Ul/mL y 28 donaciones entre 1 - 100 Ul/mL y que el nivel maximo detectado en
estas donaciones fue de 398,70 Ul/mL; al analizar las cargas virales solo 56 donaciones
reflejaron niveles cuantificables de ADN HBV, entre éstas, dos < 10 Ul/mL, 30 fueron entre
10 - 100 Ul/ mL, 22 entre 101 y 1000 Ul/mL, y dos con niveles >1000 Ul/mL. La carga viral

maxima fue 2654.3 Ul/mL y la carga viral minima fue de 6 Ul/mL.

Los autores mencionan que mas de la mitad de las donaciones que tuvieron resultados
HBsAg reactivo/ NAT negativa fueron identificadas como falsos positivos por lo que se

requiere un mejor manejo de la seleccién del donante y pruebas de deteccion, en contraste

52



con las muestras que fueron confirmadas con la infeccidn de hepatitis B estas presentaron
cargas virales bajas lo que sugiere la introduccion de una prueba molecular sensible sin

prescindir de las pruebas serologicas. (Ye, y otros, 2020).

Articulo 10: The Brazilian experience of nucleic acid testing to detect human
immunodeficiency virus, hepatitis C virus, and hepatitis B virus infections in blood
donors. Rocha, D., Andrade, E., Godoy, D. T., Fontana-Maurell, M., Costa, E., Ribeiro,
M., Ferreira, A., Brindeiro, R., Tanuri, A., & Alvarez, P. (2018).

La propuesta de este estudio fue promover la seguridad transfusional evaluando la
implementacién, sensibilidad y especificidad de la plataforma NAT. El kit Bio Manguinhos
es una prueba multiplex de amplificacion y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en
tiempo real que identifica las secuencias virales de HCV, HIV y HBV, utiliza un control
interno en cada prueba individual y puede procesar un maximo de 92 reacciones

individuales y si se las agrupa en minipool de seis se logra el analisis de 552 muestras.

La sensibilidad analitica fue investigada mediante el manejo de diluciones seriadas
dobladas de los estandares internacionales de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
se probaron ocho réplicas de cada dilucion durante tres dias efectuando un total de 24
pruebas para cada virus. La especificidad del ensayo se realiz6 en 5520 muestras
verdaderas negativas para Sifilis, Chagas, HIV-1/2, HCV, HBV y HTLV- I/ll procesandolas

nuevamente en el kit Bio-Manguinhos.

La genotipificacion de los virus HIV, HCV y HBV se determindé mediante los paneles de
genotipo del Instituto Nacional de Normas y Control Bioldgico (NIBSC), para HBV se utilizé

el panel de genotipos Acrometrix HBV compuesto por ocho genotipos.

Durante el periodo 2008 — 2016 se analizaron un total de 13610 536 donaciones y solo
5795 424 se evaluaron para HBV los resultados demostraron que la plataforma NAT
brasilenia mostraba un limite de deteccion (LOD) de 9,08 Ul/mL para HBV, en comparacion
con los ensayos comerciales Procleix Ultrio Plus y Cobas Tag Screen MPX se evidencio
una sensibilidad menor. La FDA (administracion de drogas y alimentos) de Estados Unidos
requiere que los kits mantengan un limite de deteccioén de 100 copias/mL para NAT y una
sensibilidad minima de 100UlI/mL para ADN del VHB. Este kit demostr6 una buena
especificidad sin evidenciarse falsos positivos al procesar 5520 muestras verdaderamente
negativas y la robustez de la prueba se comprobd mediante un estudio de reproducibilidad,
tanto interlote como intralote, ademas el rendimiento de la plataforma NAT brasilefia fue de
7,24 por cada millon de donaciones superior con el rendimiento reportado en Europa y

Norteamérica 2,97 y 3,1, todos los ensayos de las catorce plataformas instaladas utilizaron
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reactivos de cuarta generacion para la deteccion del antigeno de superficie HBsAg y
anticuerpos contra el core (anti-HBc) que sumado a la prueba molecular se obtuvo una
detecciéon de casos de hepatitis logrando la anhelada seguridad transfusional. (Rocha, y
otros, 2018).

Articulo 11. Prevalence, incidence and residual risk of transfusion-transmitted
HBYV infection before and after the implementation of HBV-NAT in northern Brazil.
Corréa, A., Lamarao, L. M., Vieira, P., de Castro, R., de Almeida, N., de Castro, J., de
Lima, M., Palmeira, M. K., Meireles, A., & Burbano, R. R. (2018).

El propésito del estudio fue evaluar la prevalencia y comparar el riesgo residual de la
infeccidn por hepatitis B en donantes de sangre antes y después de la implementacion de

la prueba de NAT en los bancos de sangre brasilefios.

Las pruebas serolégicas utilizadas para la deteccidn de hepatitis B en el principal centro
de sangre de Brasil, HEMOPA son la deteccion de HBsAg y anti-HBc en la plataforma
Architect (Abbott Laboratories, Alemania). La prueba molecular elegida fue la fabricada por
Bio-Manguinhos minipool MP-NAT (6 muestras) con limite deteccion de 50UI/mL
aplicandose el ID NAT para la identificacion de pruebas positivas detectadas en los
minipools. Para el calculo de la prevalencia de la infeccion tomaron en cuenta los resultados
reactivos en el marcador de HBsAg, anti-HBc y confirmados con MP-NAT. La tasa de
seroconversion se calculo en base a los donantes de sangre repetitivos que presentaron
resultados de anti-HBc reactivos y confirmados con MP-NAT. Los autores de esta
investigacion consideraron de gran importancia establecer el riesgo residual como

herramienta estadistica para el calculo de una seguridad transfusional.

Los calculos que utilizaron fueron: incidencia afio-persona (py)= numero de donantes
con resultado (HBsAg o HBV-NAT) positivo/numero total de (py) en riesgo; el numero de

(py) en riesgo= suma de los dias de intervalo entre donaciones.

Tiempo de riesgo= donante no infectado es desde la primera a la ultima donacién en

donantes repetitivos, este calculo asume el riesgo de seroconversion.

El riego residual lo obtuvieron multiplicando la incidencia (py) para el periodo de
ventana expresado como una fraccién del afio RR=incidencia (py) x (prueba de screening
periodo de ventana (WP)/365 dias. WP antes de la implementacion era 38,3 dias y después

12 dias de acuerdo con los fabricantes.

La investigacion demostré que la introduccion de la prueba MP-NAT HBV permitio

detectar 6 casos de hepatitis oculta de las 45 332 muestras de donantes repetitivos que
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fueron testadas anteriormente en el marcador HBsAg siendo negativas sinénimo de
donantes con infeccién oculta de hepatitis B (OBI), la falta de deteccion de estos donantes
ocasiona la transmisién de hepatitis B postransfusional. El riesgo residual calculado por
los autores demostro que la introduccion del NAT permite una deteccién mas temprana de
la infeccidn que las pruebas seroldgicas, los resultados fueron antes de NAT 1:114,92 y
después 1:294,11, con estos datos los autores establecen la importancia de la prueba NAT

para evitar transmision del HBV. (Corréa, y otros, 2018).

Articulo 12. High rate of seromarkers for HIV, HBV and syphilis among blood
donors using confidential unit exclusion, before and after HIV-NAT implementation
at a major public blood bank in the Brazilian Amazon. Souza JC, Crispim MAE,
Abrahim C, Fraiji NA, Kiesslich D, Stefani MMA (2019).

El propodsito del presente estudio fue describir las tasas de infecciones transmisibles
por transfusion (TTIs) con el uso de exclusion confidencial (CUE) antes y después de la
implementacién de la tecnologia de amplificacion de acidos nucleicos (NAT) en el
Homocentro de Manaus (HEMOAM) a partir de junio del 2010 a noviembre del 2015.

Esta metodologia (CUE) fue usado desde la década 1980 con la finalidad de promover
mayor seguridad de transfusion permitiendo al donante excluir sus donaciones de manera
confidencial en base algun factor de riesgo no informado durante la entrevista. En la ultima
década fue descontinuado el uso de CUE en los Estados Unidos mientras que en Brasil,
Bélgica y Canada se ha reportado su uso; en el afno 2010 el Hemocentro de Manaus ofrecié
la opcion de excluir las unidades de sangre para transfusiones a sus respectivos donantes,
la controversia sobre su utilidad aumenté desde la implementaciéon del NAT en Julio del
2012, por ser una metodologia altamente sensible capaz de reducir riesgo de transmision

en periodo de ventana.

En lo que concierne al virus de la Hepatitis B (HBV) y su analisis serologico se analizdé
mediante la tecnoldégica Abott Diagnostics, anti-HBc Il Architect System para anticuerpos
“core” y HBsAg Qualitative Il Architect System Abbott,Germany para antigeno de superficie,
ademas se realizaron pruebas confirmatorias individuales para HBV en usuarios de CUE y
no CUE, la opcién CUE fue utilizada por 2154 donaciones (0,75%) y 11768 (4,1%) fueron
reactivas para al menos un marcador seroldgico de infecciones transmisibles por
transfusion (TTls) de un total de 287588 donaciones, se evidencid que las donaciones
asociadas a CUE tuvieron mayor probabilidad de resultados seropositivos que las no CUE,
los donantes CUE tuvieron una mayor positividad confirmada para anti-HBc y HBsAg a un
intervalo de confianza del 95 % OR= 1.81, 2.24-2.64 ; HBsAg OR = 5.68, 1.78-13.06. Se
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identificaron un total de 2084 donaciones positivas para anti-HBc la mayoria fueron

hombres de 16 a 34 afos y la positividad para HBsAg se determiné en 73 donaciones.

Finalmente se concluye que uno de los mayores desafios es la identificacion de
donantes potencialmente infecciosos en areas endémicas para infecciones transmisibles
por transfusién (TTls), los cuales niegan comportamientos de riesgo y que el uso de CUE
en los bancos de sangre ofrece una capa adicional para la seguridad de los
hemocomponentes, ademas del uso de marcadores seroldgicos y moleculares (Souza, y
otros, 2018)

3.2 Conclusiones basadas en analisis de articulos

Del analisis realizado de los 12 articulos elegidos para esta revisiéon bibliografica se
determina que las pruebas que deben implementarse en cada pais para evitar la
transmisién de hepatitis B dependeran de la incidencia, programas de vacunacion, politicas
propias de cada region, pero debe tomarse en cuenta las caracteristicas propias de cada

pais.

Busch, M, (2004) concluye que la introduccion del MP-NAT para deteccion del virus de
hepatitis B es posible para incrementar la seguridad transfusional en relaciéon con las
pruebas seroldgicas, sin embargo, el dejar de utilizar el marcador serolégico de HBsAg,
anti-HBc y reemplazarlo por ID-NAT, es un riesgo debido a la existencia de donantes
considerados “raros” portadores del HBV que carecen de antigenos detectables en
marcadores serologicos, presencia de anticuerpos sumado a una carga viral baja, ademas
sugiere que los costos de la prueba MP-NAT son altos para el rendimiento que puede

ofrecer.

Bouchardeau, F; Girault, A; Razer, A; Servant-Delmas, A, et al,. (2006) demostrd que
el ADN del HBV no es detectado en todas las muestras de donantes de sangre que son
reactivas para HBsAg y que la prueba de NAT es eficiente cuando se realizan en pruebas
individuales ID-NAT vy sensibles es decir que detecten entre 1000 a 2000 copias/mL
ademas sefialan que la interrupcion de la prueba del antigeno de superficie de hepatitis B
(HBsAg) debe ser analizada especialmente en paises donde no se usan pruebas de anti-
HBc, recomiendan un analisis muy cauteloso especialmente en paises con bajos recursos
para la implementacion de pruebas moleculares y que el reemplazo de HBsAg por NAT
altamente sensible sumado a la realizacion de pruebas de anti-HBc podria realizarse luego

de ser validado.

56



Allain, J.P & Candotti, D. (2009) mencionan que los donantes de sangre con hepatitis
B oculta (OBI) han sido mayoritariamente identificados a través de pruebas serolégicas que
moleculares y que pertenecian al grupo etario >50 afios caracteristica que deberia ser
tomada en cuenta en el momento de la seleccion del donante, estos individuos se
caracterizan por poseer cargas virales bajas de tal manera que la prueba de MP-NAT no

las detecta.

También encontraron casos excepcionales de donantes de sangre con resultados
negativos en los marcadores seroldgicos de anti-HBc y anti-HBs con resultados positivos
en ID-NAT, estos resultados permitieron a los autores concluir que debe validarse
cuidadosamente el algoritmo de deteccidon para hepatitis B y debe considerarse a los dos
tipos de marcadores serologicos y moleculares con el objetivo de prevenir la transmision

del virus.

Stramer, S.L, Zou,S, Notari, E.P, et al., (2012), demostraron que la introduccién de
triplex MP-NAT es una metodologia para identificar donantes infectados por HBV de forma
temprana a las pruebas serolégicas, es decir durante el periodo de ventana, sin embargo
no detecta donantes con niveles bajos de ADN-HBV, demostrando que el uso de MP-NAT,
HBsAg y encuesta de donacion ya no son suficientes para contribuir a la seguridad de los
hemocomponentes y recomienda la introduccion de pruebas moleculares sensibles e
individuales asi como mantener los marcadores serolégicos existentes y obligatorios en

cada pais.

Stramer, S.L, Notari, E.P, Krysztof, D.E, et al., (2013) determinan que la introduccion
de NAT para el virus de hepatitis B en los Estados Unidos en mini pools, mas la vacunacion
contribuyé a la seguridad transfusional y afecto en la presencia del riego residual
lograndose una disminucién, pero persiste la necesidad de continuar la utilizacién de los
tres marcadores seroldgicos, insiste en que debe realizarse la disminucion en el numero
de muestras que forman los MP e incluso la utilizacién de ID-NAT para maximizar el
rendimiento de deteccion, esta investigacién logré demostrar en forma estadistica la
disminucién del riesgo residual de hepatitis B y la incidencia con la introduccion de
estrategias de deteccién y vacunacion obligatoria por lo que recomiendan el estudio

estadistico de riesgo residual.

Esposito, A, Sabia, C, lannone, C, et al., (2017) consideraron que debe mantenerse la
utilizacion de pruebas serologicas y moleculares en conjunto como prevencion de
transmision del HBV relacionada con la transfusion. También recomiendan que debe

resolverse la deteccion del virus B (HBV) durante el periodo de ventana y cuando existe
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concentraciones bajas del ADN-HBV en pacientes asintomaticos, asi como la presencia de
donantes de sangre portadores de OBl en paises en vias de desarrollo donde es
considerado un problema grave de salud, y recomiendan que en regiones endémicas debe
implementarse ID-NAT en lugar de MP-NAT ademas concluyen que las estrategias
implementadas para el virus B son multiples pero no lo suficientemente efectivas y el
marcador anti-HBc debe ser considerado como ensayo complementario especialmente en

paises donde la implementacién del ID-NAT no es posible.

Arora, S, Doda, V, Kirtania, T, et al., (2015) enfatizan que, a pesar de la deteccion
obligatoria del marcador serolégico de HBsAg, aun existe transmision pos transfusional del
virus de hepatitis B debido a la variabilidad que existe en la respuesta inmune en las
personas infectadas por lo que afirman que es necesario la combinacion serolégica y
molecular NAT ya sea esta en mini pools o individual (MP-ID), y que el uso de muestras
diluidas en mini pools compromete la seguridad transfusional por la baja carga viral que

existe en hepatitis B y escapan a la deteccion.

Dodd, R.Y, Nguyen,M.L, Krysztof, D.E., et al., (2018) sugieren que podria analizarse la
exclusion de la prueba de HBsAg a donantes de sangre, pero debe considerarse la
introduccion de una prueba NAT sensible y la utilizacion del marcador serolégicos de anti-
HBc, pero en caso de pruebas inicialmente reactivas o seguimiento de los donantes
reactivos se deben realizar la prueba de HBsAg como parte de algoritmos confirmatorios o

de deteccion de la etapa de la enfermedad.

Ye, Xianlin et al., ponen de manifiesto el comportamiento de la replicacién viral en
donantes de sangre, los autores demuestran que existen una variedad en los resultados
tanto en las pruebas seroldégicas como moleculares en la deteccién de la infeccion por
hepatitis B y que estos dependen de su limite de deteccién y la existencia de mutantes del
virus. Los autores establecen que los resultados obtenidos sugieren que incluso la prueba
molecular sensible ID-NAT no detecta a todos los donantes portadores del virus B durante
el periodo de ventana donde la carga viral aun es baja, de igual manera el marcador de
anti-HBc no es completamente efectivo ya que determinaron una muestra anti-HBc no
reactiva/ NAT positiva, pero las donaciones que fueron confirmadas como positivas para la
infeccién tenian resultados de HBsAg reactivo/NAT negativo; HBsAg reactivo /anti-HBc
reactivo /ID-NAT positivo de esta manera se afirma la necesidad de la combinacién de

pruebas moleculares y reactivos seroldgicos sensibles.

Rocha D, Andrade E, Godoy DT, et al. muestran la factibilidad de la introduccion de la

prueba de NAT automatizada para la seleccion de donantes de sangre, demostrando que
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se requiere la medicién de la sensibilidad, especificidad y verificacion de requisitos
establecidos por las autoridades para su implementacién en los bancos de sangre
especialmente en criterios de limite de deteccidon para un adecuado tamizaje de donantes
de sangre. Los autores concluyen estableciendo que un nimero significativo de donaciones
de riesgo fueron detectados en NAT y de esta manera puedo evitar la transmision

postransfusional sumada al uso de marcadores serologicos de HBsAg y anti-HBc.

Corréa ASM, Lamarédo LM, Vieira PCM, et al., afirman que la seguridad transfusional
en Brasil tuvo un aumento considerable con la introduccién de la prueba MP-NAT, pero sin
exclusion de ningun marcador seroldgico, considerando que el excluir anti-HBc constituye
un riesgo en la deteccion de hepatitis oculta. Ademas, mencionan que las estrategias de
seleccion del donante y reclutamiento constituyen una de las herramientas mas

importantes para la seguridad y optimizacion de la transfusion sanguinea.

Souza, J. C., Crispim, M., Abrahim, C., Fraiji, et al., identificaron que una tasa alta de
infecciones de transmision por transfusiones sanguineas presenté los donantes que
utilizaron los registros de autoexclusion (CUE), adicional a ello la asociacion de los
marcadores anti-HBc, HBsAg y NAT ofrecen una seguridad sanguinea, sin embargo,
continua siendo un desafio determinar las estrategias que optimicen el uso de sangre y su

eficacia.
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Tabla N°3.1: Marcadores serolégicos y moleculares para la deteccion del virus hepatitis B en donantes de sangre

Marcadores Serolégicos

Analisis Molecular

Recomendaciones

Estudio Institucion/Pais Muestras Mediciones
HBsAg anti-HBc MP-NAT ID-NAT de los autores
Michael P | Epidemiologia en Disminucién del periodo de ventana 2-9 dias NM 9-11 dias 25-36 dias La wunién de los
Busch, 2004 los donantes marcadores evita la
(REDS) 100 muestras Prevencién de infecciones transmitidas por | 31 —63% de casos NM 55 -71% de casos 82 — 99% casos | transmision del virus.
28 controles transfusion tempranos de | Los test mas sensibles
Food and Drug infeccion logran evitar la
Administration NA NA 16-14 muestras por pool de | NA transmision de 20-35
(FDA) Aumento/disminucién del numero de donaciones 512-1200 muestras donaciones
no mejora la sensibilidad infecciosas por afio
Donantes de
Estados Unidos Anti-HBc No detecta baja carga viral <50 copias/mL
Deteccion de hepatitis B oculta HBsAg (no reactivo) (reactivo)

Bouchardeau F,
Girault A, Razer

Instituto  Nacional
de Transfusion

253 muestras

50 muestras (10 no reactivas en un marcador
serologico)

50 muestras
reactivo

HBsAg

40 muestras
(R)

5 (Positivas)

Retesteo:16(Pos) 19(Neg)

35 (Positivas)

Se requiere
metodologias

A, Servant- Sanguinea Paris - moleculares sensibles
Delmas A, Francia que detecten
Mercier M, Donantes de 203 muestras reactvas en 163 (Postivas) 198 (Positivas) <1000 copias/mL
Laperche S, Francia 203 muestras solo reactivas para un marcador | HBsAg (NR) Marcadores en
2006 serologico conjunto.
(CV 17000 copias/ mL ) (CV 1470 copias/CV
No detecta: 200 copias/ mL);
Medicion de la Carga Viral <186 copias/ mL
Jean-Pierre Cambridge Blood | Donantes Deteccion de hepatitis B oculta HBsAg no reactivo anti-HBc No detectan cargas virales | NA Se requieren pruebas
Allain, Daniel | Centre adultos reactivo bajas moleculares que
Candotti, 2009. Donantes de USA detecten cargas <1000
mayores copias(mL).
Deben utilizarse
marcadores en
conjunto.
Stramer, S. L., | American Red | 6,5 millones de | Deteccion de infeccion para HBV HBsAg reactiva /no | Anti-HBc No detectd Detect6 (CV 800- | Elagrupamiento de las
Zou, S., Notari, | Cross (ARC). donaciones reactivo reactivo 1000 copias/mL) muestras en minipool
E. P., Foster, G. | National Genetics (MP- NAT) disminuye
A., Krysztof, D. | Institute la sensibilidad de la
E;gﬂ,“sa‘g’_ F"ff Donantes de USA 699 casos confirmados HBV 555(Reactivos)  144(No | 142(Reactivos) | 477 (Positivo) 222(Positivos) prueba.
(2012') reactivos) 557(No 2(Positivos) 2(Positivos)
reactivo)
Deteccion de infeccion oculta OBI 100 (Reactivo) 100 (Reactivo) | 21 OBI 100 OBI
CV 100-800
copias/mL)
CV 700 Ul/mL CV <100 UI/mL

Carga Viral
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Marcadores Serolégicos

Analisis Molecular

Recomendaciones

Estudio Institucion/Pais Muestras Mediciones HBsAg anti-HBC HBsAg anti-HBC de los autores
Stramer, S. L., | American Red | Donantes de | Deteccion de infeccion para HBV HBsAg no reactiva Anti-HBc MP-NAT triplex detecto la Incluye ademas del
Notari, E. P., | Cross (ARC). sangre. 12,8 reactivo presencia del virus B uso de los tres
Krysztof, D. E., | National Genetics | millones 1368 casos confirmados HBV 427(Reactivo) 427(Reactivo) 936(Positivo) 427 (Positivo) marcadores
& Dodd, R. Y. | Institute 5(No Reactivo) 5(No Reactivo) | 5 (Positivo) estrategias de
(2013). Donantes de USA vacunacion

Deteccion de infeccion oculta OBI 238 (No Reactivo) 238 (Reactivo) | 35 (Positivo) 187(Positivo) Reduccion de la
incidencia y riesgo
Carga viral (CV100-1900 residual para HBV
(CV100-800 copias/mL) copias/mL)
Esposito, A., | Napoles, Italia 4300 donantes | Deteccion de hepatitis oculta en donantes de | HBsAg no reactiva | Anti-HBc Implementar en zonas no | Implementar en | Anti-HBc como medida
Sabia, C., | Regional Reference | de sangre sangre /reactiva reactivo / no | endémicas zonas endémicas preventiva de
lannone, C., | Laboratory of reactivo donantes OBI
Nicoletti, G. F., | Transplant
Sommese, L., & | Immunology 4300 donaciones en estudio 13(Reactivo) 453(Reactivo)
Napoli, C. 4287(No Reactivo) 3847(No 11(Positivo)
(2017) Reactivo)
Arora, S., Doda, | Banco de sangre | 28465 Combinaciéon de las pruebas determina detectar | HBsAg no reactivo/reactivo | Anti-HBc Detecta en cargas virales altas Puede detectar | Uso de mini-pools
V., &Kirtania, T. | del Hospital de | donantes infeccion por VHB reactivo/no cargas virales bajas | compromete la
(2015) Gobierno  Central reactive seguridad
en la India 18(Reactivo) 9(+) diluciones <1:4 transfusional
25 muestras en estudio 5 (Reactivo) 9(+) diluciones >1:4 1 Ul/mL= 3.41
CV <50 Ul/mL copias/mL
CV16-108 Ul/mL
Cargas virales 6(Positiva) CV <10 -
38 IU/mL
Dodd, R. Y., | American Red | 22,4 millones | Screening de donantes de sangre para HBV 2.987 (Reactivo 49.567  anti- | 1.472 (+) MP-NAT No se observa un
Nguyen, M. L., | Cross (ARC). de donantes de HBc reactive aumento en el
Krysztof, D. E., | National Genetics | sangre rendimiento de la
Notari, E. P., & | Institute 2035 casos activos de infeccion 1632 (Reactivo) 1632 (Positivo) | 1453(Positivo) 582(Positivo) tecnologia NAT para la
Stramer, S. L. | Donantes de USA 1602 (Reactivo) 1965 (Positivo) | No detecta 361 (Positivo) evaluacion del OBI
(2018) Deteccion de infeccién oculta OBI/WP 35(Reactivo) 404 OBI (Cv 50 - 400
copias/mL)
(CV 4500 - 5 billones | Anti-HBc No detecta
Carga viral copias/mL) reactivo Positivo
No reactivas en HBsAg
Ye, X., Li, T., | Shenzhen Blood | 101 025 | Screening de donantes de sangre para HBV 455 (Reactivo) (No reactivo) (Positivo) 71 (Positivo) La prueba molecular
Zhang, R., Liu, | Center, Shenzhen, | Donantes de 157 (Reactivo) (No reactivo) (Negativo) sensible ID-NAT no
H., Zeng, J., | Guangdong sangre 2 CV <10lU/mL detecta a todos los
Hong, W., Lu, | Donantes Chinos Carga viral 30CV 10100 IU/mL | donantes portadores
L., Zhu, W., Li, 22 CV 101 1000 | del virus B durante el
S., Xu, M., Wu, IU/mL periodo de ventana
(2020) 2 CV >1000 IU/mL donde la carga viral
aun es baja
Rocha, D., | BioManguinhos, 5795424 Screening de donantes de sangre para HBV HBsAg no reactivo/reactivo | Anti-HBc Detecta en cargas virales altas Puede detectar | La introduccion del
Andrade, E., | Fundacién Oswaldo | donantes de Reactivo/no cargas virales bajas | NAT  permite una
Godoy, D. T., | Cruz (FIOCRUZ) sangre. reactive deteccion mas
Ferreira, A., | Donantes temprana de la
Brindeiro, R., | brasilefios Sensibilidad de la Plataforma 4.86 1U/mL infeccion que las
Tanuri, A., & BioManguinhos brasilefia pruebas serolégicas
(2018).
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Marcadores Serolégicos

Analisis Molecular

Recomendaciones

Estudio Institucién/Pais Muestras Mediciones HBsAg anti-HBC HBsAg anti-HBC de los autores
Corréa, A., | Centro de | 294881 Screening de donantes de sangre para HBV HBsAg no reactivo/reactivo | Anti-HBc El riesgo residual
Lamaréo, L. M., | Hemoterapia y | donantes de reactivo/no calculado por los
Vieira, P., de | hematologia de | Sangre reactive autores demostréd que
Castro, R., de | Para (HEMOPA) Carga Viral Detecta en cargas virales altas Puede detectar | la introduccién del
Almeida, N., de | Donantes del norte cargas virales bajas | NAT  permite una
Castro, J., de | de Brasil CV 50 IU/mL deteccion mas
Lima, M., temprana de la
Palmeira, M. K., infeccion que las
Meireles, A., & pruebas serolégicas
Burbano, R. R.

(2018).

Souza JC, | Fundacion de | 287,588 Screening de donantes de sangre para HBV HBsAg no reactivo/reactivo | Anti-HBc Detecta en cargas virales altas Puede detectar | Los usuarios de
Crispim  MAE, | Hematologia y | Donantes de reactivo/no cargas virales bajas | unidades de exclusion
Abrahim C, | Hemoterapia Sangre reactive confidencial se
Fraiji NA, | Hemocentro de 2154 usuarios de CUE asocian fuertemente
Kiesslich D, | Manaus con HBsAg y Anti- HBc
Stefani MMA | Donantes

(2019) Brasilefios

Palabras Clave: HBV: Virus de Hepatitis B; OBI: Infeccion oculta por el virus de Hepatitis B; (+): positivo/reactivo; (-): negativo/no reactivo; (R): Rendimiento; HBsAg: Antigeno de superficie del virus de Hepatitis B; anti- HBc: anticuerpos frente al
nucleo de Hepatitis B; NA: no amerita; NM: no menciona; CV: carga viral; MP-NAT: multiplex NAT/Mini pool NAT; ID- NAT: Amplificacion de acidos nucleicos individual; CUE: Unidad de exclusién confidencial

¢ Qué marcadores serolégicos deben ser incluidos o excluidos en el algoritmo de deteccién de la infeccion por el virus de hepatitis B en donantes de sangre?

Los marcadores serologicos anti- HBc y HBsAg no deben ser excluidos del algoritmo de deteccion para el virus de Hepatitis B, aunque la técnica de amplificacion

de acidos nucleicos NAT implementado en pool MP-NAT (muestras de 8-16) permita una deteccién mas temprana de agentes infecciosos como VIH y VHC no es suficiente

para el virus de B, debido que la gran mayoria de casos de hepatitis B con cargas virales bajas no fueron detectadas por MP-NAT y se demuestra que el excluir uno de estos

marcadores aumentaria el riesgo de transmision del virus B. También existe la presencia de donantes de sangre con infecciones ocultas por el virus de hepatitis B, la

replicacion lenta de HBV y los mutantes de HBV (MHR) interfieren con el limite de deteccion de la pruebas seroldgicas y moleculares lo que dificulta su identificacion por un

solo marcador o prueba, por otra parte, se demuestra que la combinacién de ensayos serolégicos y moleculares ayudan a evitar transmisiones postransfusionales

aumentando la seguridad en los hemocomponentes.

62




Tabla 3.2 Comparacion de técnicas de amplificaciéon de acidos nucleicos para hepatitis B

Estudio

Carga viral

Pruebas Moleculares

MP-NAT

ID-NAT

Marcadores incluidos en donantes de sangre
para determinar una seguridad transfusional

Michael P Busch, 2004

<50 copias/mL

16 -24 muestras/pool

¢)

Anti- HBc, HBsAg, Anti —HBs, MP- NAT, ID-NAT

Bouchardeau F, Girault A, Razer A,
Servant-Delmas A, Mercier M, Laperche
S, 2006

183 — 187 copias/ mL
<100 copias/mL

8 muestras/pool

Anti- HBc, HBeAg, Anti —HBe, MP- NAT, ID-NAT

Jean-Pierre Allain, Daniel Candotti, 2009

WP > 100 - 2000 Ul/mL

OBI< 100 Ul/mL

MHR >1000 UI/mL

(+1)

Anti- HBc, HBsAg, Anti —HBs, MP- NAT, ID-NAT

Stramer, S. L., Zou, S., Notari, E. P.,
Foster, G. A., Krysztof, D. E., Musavi, F., &
Dodd, R. Y. (2012)

Portadores cronicos
100- 1900 copias/mL

OBI 100 -800 copias/mL

20 copias/mL

16 muestras/pool

¢
¢)
()

Anti- HBc, HBsAg, MP- NAT, ID-NAT

Stramer, S. L., Notari, E. P., Krysztof, D.
E., & Dodd, R. Y. (2013).

WP 100- 1900 copias/mL
OBI 100 -800 copias/mL

8 — 25 copias/mL

16 muestras/pool

+)
(+)
¢

Anti- HBc, HBsAg, anti-HBs, MP- NAT, ID-NAT

Esposito, A., Sabia, C., lannone, C.,
Nicoletti, G. F., Sommese, L., & Napoli, C.
(2017)

OBI 20 — 40 copias/mL

6 — 50 muestras/pool

¢)

Anti- HBc, HBsAg, anti-HBs, MP- NAT, ID-NAT

Arora, S., Doda, V., & Kirtania, T. (2015)

WP 100 — 10000 copias/mL
OBI 100 — 1900 copias/mL

<40 - 152 copias/mL

16 muestras/pool
(+F)

¢)
()

Anti- HBc, HBsAg, anti-HBs, MP- NAT, ID-NAT

Dodd, R. Y., Nguyen, M. L., Krysztof, D.
E., Notari, E. P., & Stramer, S. L. (2018)

WP 4500 — 5 billones copias/mL
50 — 400 copias/mL

OBI 5 - 10 copias/mL

16 muestras/pool

Anti- HBc, HBsAg, anti-HBs, MP- NAT, ID-NAT
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Estudio

Carga Viral

Pruebas Moleculares

MP-NAT

ID-NAT

Marcadores incluidos en donantes de sangre
para determinar una seguridad transfusional

Ye, X, Li, T., Zhang, R., Liu, H., Zeng, J.,
Hong, W., Lu, L., Zhu, W., Li, S., Xu, M.,
Wu, S., & Chen, L. (2020)

>1000 Ul/mL
101- 1000 Ul/mL
10 and 100 Ul/mL

<10 Ul/mL

Anti- HBc, HBsAg, anti-HBs, HBeAg, anti- HBe, MP- NAT,
ID-NAT

Rocha, D., Andrade, E., Godoy, D. T,
Fontana-Maurell, M., Costa, E., Ribeiro,
M., Ferreira, A., Brindeiro, R., Tanuri, A., &
Alvarez, P. (2018).

>100 -5000 Ul/mL (FDA)

6 muestras/pool

*)

MP-NAT Biomanguinhos, ID-NAT, Anti —HBc, HBsAg

Corréa, A., Lamarao, L. M., Vieira, P., de
Castro, R., de Almeida, N., de Castro, J.,

6 muestras/pool

MP-NAT Biomanguinhos, ID-NAT, Anti —-HBc, HBsAg,
Anti-HBs

de Lima, M., Palmeira, M. K., Meireles, A., | >50 Ul/mL (+) (+)
& Burbano, R. R. (2018).
Souza JC, Crispim MAE, Abrahim C, Fraiji 6 muestras/pool MP-NAT Biomanguinhos, ID-NAT, Anti —-HBc, HBsAg,
NA, Kiesslich D, Stefani MMA (2019) Anti-HBs
>50 Ul/mL +) +)

Palabras: WP=Periodo de ventana; OBI=hepatitis B oculta; MP-NAT mini pool de técnicas de amplificacion de acido nucleico; MHR= mutantes de virus de hepatitis B, FDA

¢ Qué prueba molecular debe ser utilizada en el screening de donantes de sangre?

El nimero de muestras agrupadas en el “pool” comprometen la deteccién oportuna del virus de hepatitis B, es decir, mientras mas muestras son

incluidas en el MP-NAT la sensibilidad se reduce y la seguridad transfusional también es afectada, determinandose que la prueba molecular 6ptima a

implementarse es la prueba individual ID-NAT, sin embargo, debe realizarse una evaluacion previa de prevalencia, costo beneficio y riesgo residual para

HBV. La gran mayoria de casos de HBV son detectados en pruebas individuales de NAT puesto que el limite de deteccidn permite detectar cargas virales.

Los autores recomiendan que la implementacion de MP-NAT es factible en areas no endémicas mientras que ID-NAT en areas endémicas para HBV
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Tablas 3.3 Algoritmos de deteccion para el virus de hepatitis B

Bancos de Sangre del Ecuador

Ministerio de Salud Publica del
Ecuador (MSP)

OMS y OPS

Revision bibliografica

Las pruebas que se realizan en los bancos
del Ecuador son HBsAg y

MP-NAT, ultimamente se esta realizando la
prueba de ID-NAT en uno de los servicios
de sangre.

*Anti-HBc (solo algunas entidades)

Indica la obligatoriedad de prueba
serologica de HBsAg y la técnica
de amplificacion de acidos
nucleicos NAT a todas las
donaciones de sangre.

La organizacion
mundial de la salud
determina que se debe
realizar a cada
donacion HBsAg,
anti-HBc y NAT

Los autores recomiendan realizar el analisis de HBsAg, anti-HBc total y
la técnica de amplificacion de acidos nucleicos individual ID-NAT para
brindar una seguridad transfusional ademas de implementar estrategias
como vacunacion masiva y otros marcadores serolégicos.

Considerar la existencia de OBl en personas con antecedentes y
mayores de 50 afos.

(7]

NOTA: Se recomienda realizar el analisis de anti- HBs puesto que titulo
>100 Ul/mL confieren seguridad a los hemocomponentes

*Realizar el andlisis de HBeAg y anti - HBe permite conocer si el
hemocomponentes es altamente infeccioso.

¢ Qué marcadores serolégicos y moleculares deben ser incluidos en el algoritmo de deteccion del HBV que garantice un nivel 6ptimo de seguridad

transfusional?

Las conclusiones y recomendaciones es incluir los marcadores seroldgicos de HBsAg, anti-HBc y molecular ID-NAT para garantizar una seguridad

transfusional e incluir otras estrategias como vacunas, entrevista adecuada a los donantes de sangre y mediciones adicionales con otros marcadores

seroldgicos.
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CAPITULO IV

4.1 Discusion

El andlisis realizado a los articulos cientificos seleccionados de acuerdo a los criterios
establecidos en este estudio permiten comprender que la implementacion de uno u otros
marcadores seroldgicos y moleculares no aseguran por si solos la deteccion del virus de
la hepatitis B en donantes de sangre; es importante recordar que para la seleccion de
donantes de sangre se aplica una encuesta aprobada por la autoridad sanitaria (Ministerio
de Salud Publica del Ecuador, 2016), cuyo objetivo es determinar la existencia de factores
de riesgo y prevenir transmisién de enfermedades infecciosas, ademas se realiza un
examen clinico y respuestas colocadas en la encuesta para establecer que el donante se
encuentra en perfecto estado de salud, constituyendo asi la primera barrera para la
obtencion de una seguridad transfusional, actividad que deberia ser ejecutada por personal

competente y calificado.

El propdsito de la seleccion adecuada de marcadores serolégicos y moleculares es
ofrecer un acceso universal a sangre segura este fue planteado en la 662 Sesion del
Comité Regional de la Organizacion Mundial de la Salud realizado en el afio 2014, este
plan de accion tuvo un plazo de 5 afios para mejorar la cobertura de sangre segura uno de
los acuerdos incluye el tamizaje para VIH, HBV, HCV, sifilis y T.cruzi. (Organizacién
Mundial de la Salud, 2014-2019), con estos antecedentes se analizan los criterios de cada
autor desde el afio 2004 en que se inicia la introduccion de metodologias mas sensibles
para deteccién de HBsAg y moleculares en varias presentaciones asi Bush, 2004 en su
estudio expone claramente que el uso de un solo marcador no asegura la deteccion del
virus de hepatitis B y que la utilizacién de MP-NAT no detecta cargas virales bajas, pero
ID-NAT tampoco detecta todos los casos de infeccién, por lo que un marcador de deteccion
del HBV no excluye a otro (Busch M. , 2004). Bourchadeu. et all, confirma en su estudio
que donantes portadores de cargas virales bajas no son detectados en pruebas MP-NAT
debido al limite de deteccion que estas presentan. Alian & Candotti, también corrobora lo
de los autores anteriores, pero propone mejorar la metodologia con el aumento de
concentracion de particulas virales o la utilizacién de prueba molecular de real time
afirmando la baja sensibilidad del MP-NAT. Stramer et al., en su investigacién menciona

que MP-NAT no detecta una hepatitis B oculta (OBI) similar al estudio de Alian & Candotti,
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complicandose la deteccion del virus de la hepatitis B, por otro lado, los autores mencionan
que la vacunacion y la inclusién de varios marcadores lograron reducir el riesgo residual

de hepatitis B en donantes de sangre.

En el afio 2017, se enfatiza la deteccién de la hepatitis oculta por ser un riesgo de
transmisién de hepatitis B, Esposito et al., proponen una metodologia de deteccién en la
que juega un papel importante la presencia o ausencia del marcador serolégico anti-HBc,
molecular NAT y HBsAg para promover la identificacion de la presencia del virus B o su
respuesta inmune y que el MP-NAT no detecta a donantes OBI de igual manera. Dod et
al., menciona exactamente lo mismo confirmandose que debe utilizarse varios marcadores
y que donantes OBI solo son detectados con técnicas moleculares sensibles y anti-HBc y
aun asi no es suficiente para asegurar la transfusion sanguinea. Ye et al., también afirma
que no puede realizarse una correcta identificacion de donantes de sangre portadores de
la infeccion por hepatitis B utilizando unicamente un solo marcador seroldgico o molecular

debe ser una combinacién que permita la identificacion oportuna y evitar transmisiones.

Por otro lado, Corréa ASM, Lamardo LM, Vieira PCM, et al. proponen ademas de la
evaluacion de la introduccién del NAT nuevos estudios que demuestren que esta estrategia

ayuda a la reduccion del riesgo residual y por ende mejorar la seguridad transfusional.

Rocha D, Andrade E, Godoy DT, et al. ponen de manifiesto la importancia de un control
de calidad y verificacion de la metodologia a ser utilizada para la deteccion del HBV de esta
manera se asegura que la prueba detecte al virus y evite su transmision sumandose a la
sugerencia dada por Corréa ASM, et al. Adicionalmente Souza, J. C., Crispim, M, et al.,
similar a los dos autores anteriores proponen el uso de la autoexclusion del donante con
factores de riesgo y sumado a la introduccion de NAT y marcadores seroldgicos se puede
evitar la transmision del virus HB y lograr de esa manera evitar la transmision de infecciones

trasmitidas por transfusiones.

Por lo tanto, para obtener una seguridad transfusional no debe excluirse ningun
marcador seroldgico por un molecular sin un previo estudio del riesgo residual de la
infeccién, asi también el uso de marcadores seroldgicos y moleculares en conjunto
disminuird en lo posible una infeccion residual de hepatitis B, sin embargo, la
implementacién y uso del marcador de anti-HBc para HBV aun es de libre eleccion en
algunos paises incluido Ecuador, por otro lado debe realizarse un estudio de costo-

beneficio para la implementacién de nuevos algoritmos de deteccién de hepatitis B.
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Otras estrategias que proponen los autores es la mejora en la seleccion del donante,
uso de autoexclusién y por ultimo la verificacion del método antes de su implementacién

aspectos que deberian considerarse en el pais.

4.2 Conclusiones del estudio

La seguridad transfusional dependera de las politicas de cada pais basado en analisis
de investigaciones realizados en cada poblacién que permitan determinar la inclusion o
exclusiéon de uno de los marcadores y examinar el efecto en la disminucion de la

transmisién de hepatitis B.

La revision bibliografica permite determinar que la técnica individual de amplificacion
de acidos nucleicos (ID NAT) es la que deberia implementarse en los bancos de sangre
para la deteccion del virus de hepatitis B por la sensibilidad de deteccién de cargas virales

bajas especialmente en donantes de sangre con hepatitis oculta (OBI).

La conclusion del autor de este trabajo es que debe mantenerse el marcador seroldgico
de HBsAg, incluir en los bancos de sangre la deteccion de anti-HBc e implementar la
técnica ID-NAT.

Para establecer la implementacion o exclusion de marcadores serolégicos y molecular
para la deteccidon del virus de hepatitis B se debe realizar analisis epidemiolégicos que
establezcan la verdadera prevalencia de la enfermedad esto permitira definir qué pruebas

son las mas idoneas en la poblacion y de esa manera obtener una seguridad transfusional.
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4.2 RECOMENDACIONES

Se recomienda la implementacion de la técnica de amplificacion de acido nucleicos
individual ID-NAT para deteccion del virus de hepatitis B y el mantenimiento de la deteccién
de marcadores seroldgicos HBsAg y anti-HBc la combinacion de estas técnicas ofrece una

seguridad transfusional.

Se recomienda la verificacion de las metodologias a implementarse en el banco de
sangre para la deteccion de infecciones transmitidas por transfusiones especialmente del

virus de hepatitis B con material de referencia certificado y acreditado.

Se sugiere al Programa Nacional de Sangre del Ministerio de Salud Publica promover
y apoyar investigaciones relacionadas al tema que permitan conocer la verdadera situacion
epidemiolégica de la poblacidon en relacion con Hepatitis B, asi como estudios de riesgo
residual de este virus, costo-beneficio de implementacion de técnicas de amplificacién de
acido nucleicos y de esa manera establecer politicas especificas para los bancos de sangre

y hemocentro del Ecuador basadas en la realidad nacional.
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