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Resumen

La infeccion residual por el virus de la hepatitis B (VHB)
se produce ante la ausencia del antigeno de superficie del
VHB (AgsHB) y la presencia de anticuerpos dirigidos contra
la capside viral (anti-HBc), con deteccion de bajos niveles de
replicacién viral determinado por la presencia de ADN del VHB.
Objetivo: Evaluar la presencia o ausencia de infeccion residual
del VHB en pacientes con VIH referidos al INHRR. Métodos: Se
analizaron un total de 71 muestras a nivel serolégico mediante
la determinacion de AgeHB, anticuerpos anti-HBe y anti-HBs,
y a nivel molecular a través de la presencia de ADN del VHB
mediante PCR, utilizando cebadores especificos de las regiones
gendmicas Sy C del virus. Resultados: Del total de las muestras
evaluadas un 7% (5/71) resultaron positivas para la presencia
de ADN correspondiente a la regién C del VHB, no encontran-
dose AgeHB en estas muestras. Conclusiones: Se encontré una
endemicidad intermedia de hepatitis residual por VHB (7%)
en las muestras evaluadas proveniente de pacientes infectados
por VIH. Se evidenci6é que estos plasmas con ADN del VHB
se encontraban en una etapa tardia de la hepatitis crénica,
demostrado por la ausencia de AgeHB en estas muestras. El
presente estudio constituye el primer trabajo de investigacion
de infeccién oculta en pacientes con VIH en Venezuela.

Palabras clave: Hepatitis B, infeccién residual, coinfec-
cion, VIH.

Abstract

Hepatitis B residual infection is produced in absence of
hepatitis B surface antigen (HBsAg) and anti-hepatitis B core
antigen (anti-HBcAg) antibodies present with viral replication
low levels detected by HBV DNA. The objective of this study
was to evaluate presence or absence of hepatitis B residual
infection in HIV infected patients. HBsAg-negative HBcAg-
positive plasma samples from 71 HIV seropositive patients
were tested by others hepatitis B serologic markers (HBeAg,
anti-HBe and anti-HBs antibodies) and nested PCR with viral
S and C genomic region specific primers. HBV DNA positivity
was found in 7% (5/71) corresponding to C gene. HBeAg no
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was detected in these plasma samples. In conclusion,
HBV residual infection intermediate endemicity was
found in plasma samples from HIV infected patients.
HBV DNA positive patients were found in late phase
of chronic hepatitis, evidenced by HBeAg absence in
their samples. The present study is the first investiga-
tion work about HBV occult infection in HIV infected
patients in Venezuela.

Key words: Hepatitis B, residual infection, coinfec-
tion, HIV.

Introduccién

La infeccién por VHB produce una enfermedad
aguda del higado y un estado de portador hastaen 10%
de los casos, siendo la causa mas comuin de viremia
crénica con un estimado de 200 a 350 millones de per-
sonas crénicamente infectadas a nivel mundial. EI VHB
es considerado como el segundo agente carcinogénico
en humanos conocido después del tabaco, siendo la
causa de aproximadamente el 80% de los casos con
carcinoma hepatocelular primario. En su fase de croni-
cidad, la hepatitis B esta asociada a cirrosis y hepatitis
delta. Se estima que a nivel mundial se presentan méas
de 250 mil muertes anuales asociadas con VHB."

Actualmente, se ha reportado que el VHB presenta
una variabilidad genética mayor que la de otros virus con
genoma de ADN debido a su mecanismo de replicacion
que involucra la actividad de una transcriptasa reversa
(TR),® carente de una capacidad correctora, lo cual per-
mite la introduccién de mutaciones en el genoma viral y
en consecuencia, la aparicion de infecciones ocultas que
cursan con patrones serolégicos atipicos asociados por lo
general a persistencia viral en el hospedero.®* Tal es el
caso de las infecciones residuales y silentes, las cuales se
caracterizan por ser crénicas y asintomaticas. Su desarrollo
parece estar asociado a variantes virales del VHB, cuya
presencia se ha sugerido que se relaciona con bajos niveles
de replicacion viral.® La hepatitis B silente se produce
en ausencia de marcadores seroldgicos del virus.®® En
contraste, la infeccién residual se genera en ausencia del
antigeno de superficie del VHB (AgsHB) y en presencia
de anticuerpos contra la capside viral (anti-HBc).” La
presencia de anticuerpos anti-HBc sin otro marcadores se-
rolégicos del virus ha sido reportada en diversas partes del
mundo frecuentemente asociada a infeccién pasada por el
VHB. Sin embargo, numerosos estudios han encontrado
una asociacion entre la presencia de viremia y la detec-
cién de anticuerpos anti-HBc como marcador exclusivo,
evidenciando la existencia de una infeccion residual por
VHB, lo cual se ha registrado inclusive en Venezuela.®

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) cons-
tituye el agente responsable de la primera pandemia
ocurrida en la segunda mitad del siglo XX. Se estima
que aproximadamente 52,5 millones de personas en el
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mundo entero son portadoras de este virus y cerca de
22 millones de pacientes han muerto a causa del SIDA.
En América Latina, se estima que aproximadamente 1,5
millones de personas (adultos y nifios) se encuentran
infectados por el VIH. En general, estas cifras revelan
que a partir de su primera identificacién, hace més de
veinte afios, la incidencia de VIH/SIDA se ha elevado
vertiginosamente en la poblacién mundial, excediendo
las expectativas de su impacto en cuanto a niimeros de
pacientes infectados y severidad de la enfermedad.®

A menudo, las personas infectadas por el VIH sufren
un problema afadido que dificulta su recuperacion: se
trata de la aparicion de nuevas enfermedades asociadas,
como las hepatitis viricas, en especial las hepatitis By C
con las que comparten mecanismos de transmision. La
mortalidad atribuible a enfermedad hepatica es mayor
en pacientes coinfectados por el VIH y el VHB que en
monoinfectados por el VHB. Por otro lado, en estudios
transversales se ha demostrado un aumento de los casos
de cirrosis en los pacientes coinfectados y adicional-
mente se ha presentado con mucha frecuencia (en torno
a un 10%) hepatotoxicidad por antirretrovirales.®

Asi mismo, la emergencia creciente de infecciones
atipicas por el VHB que cursan con patrones serolégi-
cos inusuales, como los casos descritos de hepatitis
B residual en poblacién general podria contribuir a
disminuir la calidad de vida del paciente infectado
por VIH. Se ha descrito en diversos estudios a nivel
mundial una elevada incidencia en la deteccion de
anticuerpos contra la capside viral (anti-HBc) en
ausencia de AgsHB en pacientes con VIH.®

En Venezuela, aparentemente no existen reportes
sobre infeccién residual del VHB en pacientes positivos
para el VIH. De alli, la importancia de evaluar la presen-
cia o no de infeccién residual por VHB en una poblacién
de pacientes infectados por VIH, referidos al INHRR.

Materiales y método

El presente estudio fue de tipo prospectivo. Se
utilizé un programa llamado EasyQuery en conexién a
la base de datos del INHRR, la cual recibe el nombre
de Sistema Operativo Diagndstico del INHRR.

Poblacién de estudio

Se evaluaron 71 plasmas sanguineos provenientes
de pacientes infectados crénicamente por VIH, referidos
al INHRR durante el periodo: 2003 — 2006 para des-
pistaje seroldgico de hepatitis B cuyos resultados fueron
positivos para la presencia de anticuerpos anti-HBc y
negativos para AgsHB. Estas muestras fueron seleccio-
nadas aleatoriamente tomando en cuenta el volumen y
la calidad de la muestra (muestras no bemolizadas ni
lipémicas) para su evaluacién serolégica y molecular.

Evaluacion seroldgica

Las 71 muestras pertenecientes a la poblacion
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evaluada fueron nuevamente analizadas para la deter-
minacion de los marcadores seroldgicos especificos del
VHB: AgsHB y anticuerpos anti-HBc para confirmar los
resultados obtenidos previamente para estos marcado-
res serolégicos. El despistaje serolégico de AgsHB fue
llevado a cabo a través de un ELISA comercial (Dade
Behring, Enzignost) de tipo directo. La determinacion
de anticuerpos anti-HBc se realizo mediante un sis-
tema de ELISA comercial (Biomerieux, Hepanostika)
basado en el principio de inhibicién competitiva. Se
determind la presencia de AgeHB y anticuerpos anti-
HBe a través de un ensayo inmunodiagndéstico comer-
cial (Enzygnost HBe monoclonal) y de anticuerpos
anti-HBs por un inmunoensayo de tipo (ETI-AB-AUK-3,
Diasorin). Las muestras se mantuvieron congeladas a
-20°C hasta su uso.

Extraccion del ADN del VHB

Los 71 plasmas de la poblacién en estudio, fueron
sometidos a un proceso de extraccion de ADN viral
mediante la implementacién de micro-columnas de
Silica-Gel (QIAGen QIAmp Viral DNA Mini Kit), de
acuerdo a las instrucciones del producto.

Los controles negativos utilizados fueron plasmas de
individuos negativos para la presencia de los marcadores
seroldgicos de la infeccién por VHB, procesados de la
misma manera que las muestras. Los controles positivos
fueron plasmas de individuos altamente positivos para
AgsHB, AgeHB y anti-HBc, los cuales habian presentado
ADN del VHB por PCR en ensayos anteriores.

Los plasmas que resultaron positivos para la pre-
sencia de ADN del VHB por PCR fueron repetidamente
reevaluados a través de esta técnica.

Ensayos de amplificacion por PCR

Para evitar la contaminacién, las diferentes etapas
del ensayo: la extraccion del ADN, la preparacién de
la mezcla de reaccién del PCR, la amplificacion del
ADN vy la electroforesis en geles de los productos del
PCR fueron realizados por separado en 4 ambientes

distintos. En cada serie de experimentos, se analizaron
por PCR 6-12 de las muestras en estudio.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron introducidos en el
programa de Excel 2003. La incidencia de coinfec-
cién hepatitis B oculta/VIH se expres6 en términos
de porcentaje, asi como la frecuencia de marcadores
serolégicos especificos del VHB: AgHBe, anticuerpos
anti-HBe y anticuerpos anti-HBs. La correlacién entre
los marcadores serolégicos y la viremia del VHB en la
poblacién evaluada, se realizé a través de la prueba
de Fisher.

El presente estudio fue aprobado para su ejecu-
cién por la Comisién Cientifica y Etica del INHRR, no
existiendo conflicto de intereses.

Resultados

Se confirm6 la ausencia del AgsHB y presencia
de anticuerpos anti-HBc en un 100% de los plasmas
sanguineos previamente seleccionados.

Los 71 plasmas de la poblacién estudiada fueron eva-
luados para la presencia de otros marcadores serolégicos
especificos del VHB, detectandose AgeHB en un 2,8%
(2/71) y anticuerpos anti-HBe en un 50,7% (36/71). En
cuanto a los anticuerpos anti-HBs solo fueron evalua-
dos 47 y se detecto un 61,7% (29/47), estas fueron
cuantificadas y se obtuvo (fig. 1) que un 38% (11/29)
presentaron concentraciones de anticuerpos anti-HBs
en un rango comprendido 100- 500 UI/L, un 34% pre-
sentaron concentraciones menores a 99 UI/L, un 14%
entre 500y 1000 UI/L y un 14% mayor a 1000 UI/L.

Se evalu6 el ADN del VHB en las 71 muestras de
la poblacién evaluada ediante PCR, usando cebadores
conservados de las regiones Cy Svirales. EI 7% (5/71)
de las muestras analizadas resultaron positivas para la
presencia de ADN del VHB, utilizando cebadores con-
servados de la region C viral (tabla 2). Los productos de

Tabla 1. Secuencias oligonucleotidicas de los iniciadores especificos para la determinacion del ADN del VHB usados en este estudio

Region Secuencias nucleotidicas de los cebadores | Posicion Polaridad Especificaciones de la PCR
Genomica utilizados
Region S S1 ACATCAGGATTCCTAGGACCCCT 167-445 Sentido Desnaturalizacion: 96°C por 1 min
S2N CATAGCAGCAGGATGAAGAGGAA Antisentido Alineamiento: 58°C por 1 min
94°C por 1 min
Extension: 72°C por 1 min
72°C por 10 min
No Ciclos Ronda: 35
12 ronda
HBV F1 TTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGG 1735-1759 | Sentido Desnaturalizacion: 95°C por 5 min
HBV F2 TCTGCGACGCGGCGATTGAGA 2274-2294 | Antisentido 95°C por 1 min
Alinemiento: 55°C por 1 min
Region C Extension: 72°C por 2’30 seg
72°C por 7 min
HBV F3 CCTTGGGTGGCTTTGGGGCA 1884-1904 | Sentido 22 ronda Especificaciones idénticas a las seguidas en la 1% ronda
HBV F4 AGGATAGGGGCATTTGGTGGTCTATA | 2274-2295 | Antisentido
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Figura 1. Determinacion cuantitativa de anticuerpos
anti-HBs en plasmas sanguineos de pacientes
infectados por VIH referidos al INHRR.

amplificacién obtenidos fueron de 411 pb, los cuales
se evidenciaron a través de la presencia de bandas en
geles de agarosa al 2%, visualizadas por tincién con
bromuro de etidio bajo luz U.V (fig. 2). Los 5 plasmas
con ADN del VHB fueron repetidamente positivos para
la presencia del ADN genémico en ensayos de PCR
sucesivos. Se demostro la ausencia del ADN del VHB
en las 71 muestras evaluadas, utilizando cebadores
conservados de la region S viral (fig. 3).

Se correlacionaron los niveles de anticuerpos anti-
HBs y ADN del VHB y se encontr6 que el 12,5% (1/8
plasmas) de las muestras con niveles de anticuerpos
anti-HBs < 30 UI/L, resultaron positivas para la pre-
sencia de ADN del VHB, no observandose diferencia
estadisticamente significativa (P=0,15) con aquellas
muestras que resultaron positivas para la presencia
de ADN del VHB con niveles de anticuerpos anti-HBs
> 30 (19%), utilizando la correlacién de Fisher.

Discusion

El curso clinico de la infeccién luego de la expo-
sicién del organismo del individuo al VHB determina
la aparicién de marcadores serolégicos definidos en
casos de hepatitis aguda, fulminante o crénica. Sin
embargo, se ha descrito la aparicién de infeccién oculta
por el VHB, tal es el caso de infeccién residual la cual
cursan con patrones serolégicos atipicos asociados por
lo general a bajos niveles de ADN genémico."® Este tipo
de infeccién es generalmente crénica, asintomatica y
esta asociada a fenémenos de persistencia viral."” En
este tipo de hepatitis B atipica, se observa la presencia
de anticuerpos anti-HBc en ausencia de AgsHB.

En el presente estudio se confirmé la ausencia del
AgsHB en todas las muestras sanguineas positivas para
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2% teiiido
con bromuro de etidio de plasmas de humanos evalua-
dos mediante la técnica de PCR para la determinacion

de ADN del VHB correspondiente a la region C del virus.
Los carriles corresponden como sigue: 1), 2), 3), 4), 5) plasmas
humanos positivos para la presencia de ADN del VHB. Se sefala
el producto de 411pb; 6) Control negativo, consistente en una
muestra negativa para marcadores del VHB; 7) Control positivo
para la presencia del ADN del VHB y 8) Marcador de peso mo-
lecular de ADN (DNA M.W marker, 100 pb).

J

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiidos
con bromuro de etidio de plasmas humanos evaluados
mediante la técnica de PCR para la determinacion de

ADN del VHB correspondiente a la region S del virus.
Los carriles corresponden como sigue: 1), 2),3),4),5) plasmas
humanos negativos para la presencia del ADN del VHB; 6) Plas-
ma negativo para marcadores seroldgico del VHB, utilizado como
control negativo; 7) Plasma positivo para marcadores serolégicos
del VHB y la presencia de ADN del VHB, utilizado como control
positivo. Se sefiala producto de 250pb correspondiente al ADN
genémico viral; 8) Marcador de peso molecular de ADN (DNA
M.W Marker, 100 pb).
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anticuerpos anti-HBc. Se ha reportado que portadores del
VHB, en el momento de la seroconversién de AgsHB a anti-
cuerpos anti-HBs, pueden disminuir el AgsHB a niveles muy
bajos para ser detectados, de manera tal que las muestras
de estos pacientes siguen siendo infecciosas (bajos niveles
de portador).™” Por otro lado, los individuos con hepatitis
B aguda pasan por un periodo cuando el AgsHB no es
detectado, antes del desarrollo de anticuerpos anti-HBs
en la circulacién (periodo de “ventana”).”® Dado que los
anticuerpos anti-HBc son inducidos tempranamente en la
etapa aguda de la infeccion y persisten en los portadores
del VHB,"? |a presencia de este marcador serolégico en au-
sencia del AgsHB pueden estar asociados con: 1) un estado
de portador crénico, en el cual el AgsHB no es detectable;
2) una infeccion remota con perdida de anticuerpos anti-
HBs; 3) transferencia pasiva de anticuerpos anti-HBc o 4)
reaccion cruzada inespecifica de anticuerpos, dando origen
a resultados falsos positivos de anticuerpos anti-HBc."?
Numerosas investigaciones han reportado receptores de
unidades de sangre positivas sélo para anticuerpos anti-
HBc, quienes se han infectado con VHB." Igualmente,
se ha demostrado que donantes de higado, positivos para
anticuerpos anti-HBc solamente, tienen un riesgo potencial
de transmitir la infeccién por VHB."

En el presente estudio se detecto la presencia de ADN
del VHB en un 7% de la poblacién evaluada, es decir, 5
de 71 plasmas estudiados lo cual evidencia actividad de
replicacion del VHB. La presencia de ADN del VHB de-
tectado en la poblacién evaluada no se correlacion6 con
bajos o elevados niveles de anticuerpos anti-HBs. Algunos
estudios que han evaluado la inmunizacién inducida por
vacunas contra el VHB han demostrado que niveles de an-
ticuerpos anti-HBs de 10UI/L inducidos por estas vacunas
en humanos pueden ser capaces de conferir proteccion
contra la infeccion. Por otra parte, niveles por debajo de
10 UI/L son insuficientes para prevenir la misma."® Los
resultados del presente trabajo respecto a la cuantificacion
de anticuerpos anti-HBs fueron comparados con aquellos
obtenidos en un estudio anterior."” En el mencionado tra-
bajo se observé que 43% de los 258 plasmas evaluados
provenientes de donantes de sangre presentaron niveles
>100 UI/L de manera similar a los resultados obtenidos
en el presente estudio donde 38% (11/29) presentaron
niveles de anticuerpos anti-HBs >100 UI/L. Sin embargo,
4% de la poblacion evaluada en el estudio referido present6
ADN del VHB, no observandose correlacion alguna entre la
presencia de ADN gendmico y elevados o bajos niveles de
anticuerpos anti-HBs, lo cual coincide igualmente con un
estudio anterior y con el presente trabajo, sugiriendo que
niveles mayores de 30 UI/L no protegen contra hepatitis B
oculta."® Estos resultados indican que elevados titulos de
anticuerpos anti-HBc parecen estar asociados a la presencia
del ADN del VHB." Por otra parte, en otras investigaciones
hechas en poblaciones de donantes con baja prevalencia,

Tabla 2. Evaluacion seroldgica de pacientes VIH positivos re-
feridos al INHRR con infeccion residual del VHB y su relacion
con la presencia de ADN del VHB por PCR

Evaluacion Seroldgica PCR
N Ficha :«Illln;::- AgsHB Al(lltjll-llz;ss AgeHB A|-|I:3t:g Reglon Reglon
193840 + - 100 - - +
190834 + 86 +
196572 + 0 +
197979 + 210 +
207657 + 75 - + +

no se ha detectado ADN del VHB en individuos positivos
para anticuerpos anti-HBc y negativos para AgHBs.?”

En adicion, los resultados del presente trabajo coinci-
den con otros estudios realizados donde se determiné la
frecuencia de hepatitis B oculta en pacientes con VIH, en
el Centro de Enfermedades Infecciosas de la Universidad de
Cincinnati, Ohio (EE UU). Se encontr6 que de 909 pacien-
tes sin antecedentes de infeccién por VHB 6 enfermedad
hepatica no viral, 4,7% (43/909) tenian ADN del VHB, 12
de ellos (1,3% del total de pacientes) tenian hepatitis B
oculta sin AgsHB detectable. En este grupo, 4 pacientes
resultaron positivos tanto para anticuerpos anti-HBs y ADN
del VHB, 3 presentaron anticuerpos anti-HBc detectables,
pero no anticuerpos anti-HBs y 5 resultaron negativos para
todos los marcadores sanguineos del VHB. Se empleé para
dicho estudio un ensayo de PCR en tiempo real para ampli-
ficar la deteccién del ADN del VHB.?" En otro trabajo, se
analizaron 179 pacientes con VIH y AgsHB indetectable,
pero anticuerpos anti-HBc detectables, elegidos al azar
de 699 participantes en el hospital de la Universidad de
Pensilvania (EE UU). En este grupo, el 10% (17/179)
de los pacientes tuvieron niveles detectables de ADN del
VHB, empleando un ensayo altamente sensible de PCR,
sefialando una hepatitis B oculta. Los anticuerpos anti-HBs
estuvieron presentes en proporciones similares en pacientes
cony sin infeccién oculta por VHB (41% vs. 58%, respec-
tivamente).?? En otra investigacion de tipo prospectiva de
115 pacientes infectados por el VIH con AgsHB negativo,
sin tratamiento previo al inicio de su seguimiento, se pro-
cedié a monitorear las modificaciones en la replicacion del
VHB y el desarrollo de citélisis hepatica. De la poblacién
evaluada, 86 pacientes completaron un periodo minimo de
6 meses, de los cuales 31 presentaron anticuerpos anti-HBc
como marcador exclusivo evidenciandose presencia de ADN
del VHB en un 35,5% y 28 casos de citélisis hepatica en
pacientes con infeccién oculta por VHB.??

La determinacién de AgeHB ha sido utilizada a nivel
diagnéstico como un marcador de infectividad y replica-
cién viral activa en portadores de AgsHB. Asi mismo, la
seroconversion de AgeHB a anticuerpos anti-HBe ha sido
considerado como un marcador pronéstico favorable 6 como
un indicador de efectividad en la terapia antiviral en hepatitis
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B crénica.” Se evidencié que los plasmas con ADN del VHB
pertenecientes a los pacientes VIH positivos se encontraban
en una etapa tardia de la hepatitis crénica, demostrado por
la ausencia de AgeHB en estas muestras. La presencia de
anticuerpos anti-HBe en casi la mitad (40%) de los plasmas
con infeccién residual en ausencia del AgeHB coinciden con
un estudio anterior, en el cual 11 plasmas con ADN del VHB
resultaron negativos para la presencia de AgeHB, mientras
que 63,6% de estas muestras (7/11 plasmas) fueron posi-
tivas para la presencia de anticuerpos anti-HBe."”

El estado de replicacién del VHB en la hepatitis cro-
nicay en las infecciones atipicas asociadas a persistencia
viral es un importante parametro en el estudio de la pro-
gresién de la enfermedad, en la evaluacion del tratamiento
y eleccion de la terapia antiviral.

En conclusién, se encontré una endemicidad interme-
dia de hepatitis residual por VHB (7%) en las muestras
evaluadas proveniente de pacientes infectados por VIH.
Se evidencio que estos plasmas con ADN del VHB se
encontraban en una etapa tardia de la hepatitis cronica,
demostrado por la ausencia de AgeHB en estas muestras. Se
demostré una vez mas que niveles de anticuerpos anti-HBs
> 30 UI/L no protegen contra la infeccion residual por VHB
al no observarse diferencia estadisticamente significativa
entre la presencia de ADN del VHB y bajos o elevados
niveles de anticuerpos anti-HBs. Este hallazgo sugiere la
aplicacion de esquemas de vacunacién contra el VHB en
pacientes infectados por VIH. En general, los resultados
obtenidos en el presente estudio constituyen el primer
reporte sobre anélisis molecular de la infeccion oculta del
VHB en pacientes infectados por VIH en Venezuela.
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