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RESUMEN

Las hepatitis virales constituyen en su conjunto un serio problema de salud piiblica. Desde las primeras
transfusiones sanguineas, la transmision de hepatitis de naturaleza viral fue un evento frecuente con un
inmenso impacto en salud. Después del descubrimiento del virus de la bepatitis B (VHB), todos los donantes
de sangre son tamizados para el antigeno de superficie del virus de la Hepatitis B (HBsAg). Por otro lado,
este antigeno (HBsAg) en conjunto con un abanico de otros marcadores [Antigeno core (HB core), anticuerpos
anti-HBV, antigeno e (HBeAg) y anticuerpos contra el antigeno e {anti-HBeAg)] asociados a la infeccion
permite un seguimiento detallado de la evolucion clinica del paciente. A partir de 1991, con el descubrimiento
del genoma del virus de la Hepatitis C (VHC) y el desarrollo de test sensibles anti-VHC se permitio el
diagnostico y seguimiento de los pacientes infectados. Para el virus de la Hepatitis Delta, virus defectivo
que requiere de la ayuda del VHB para replicarse, el diagnéstico se realiza mediante la deteccion del HDAg,
asi como de IgM e IgG o el ARN VHD por técnica de biologia molecular. Otros dos virus implicados en
hepatitis pero ciuya transmision es fecal-oval son el virus de la hepatitis A y el virus de la hepatitis E.
Diversos ensayos inmunoenzimaticos y Western-blot usando proteinas recombinantes han sido desarrollados
para detectar IgM e IgG contra el virus de la bepatitis E (HEV). Respecto al virus de la Hepatitis A, el
diagndstico se realiza mediante la deteccion de IgM anti VHA por métodos de inmunoensayo.

PaLABRAS CLAVE: HEPATITIS, MARCADORES SEROLOGICOS, DETECCION, TEST SEROLOGICOS.

ABSTRACT

Viral hepatitis infections represent a serious public bealth problem. Since the beginning of blood
transfusions concomitant transmission of viral hepatitis has been frequent with an important impact in
health. After the discovery of hepatitis B virus (HBV), donors in all countries have been screened for its
surface antigen (HBsAg). This antigen is used in clinical evolution, in association with several markers, such
as Core Antigen (HB core), antibody anti-HBV, e antigen (HBeAg) and antibodies against e-antigen (anti-
HBeAg), implicated in infection. Since 1991, the discovery of the hepatitis C virus (HCV) genome and the
development of sensitive anti-HCV assays has meant that reliable detection of persistently infected HCV
patients. The Hepatitis Delta virus (HDV), a defective virus, requiring a belper function from HBV for
replication, is detected using the hepatitis Delta antigen (HDAg), and/or IgM ¢ IgG, and ARN VHD by
molecular biology tools. Two viruses are transmitted via oval-fecal: Hepatitis A virus(VHA) and Hepatitis
E virus (HEV). Several enzimatic immune assays (EIA) and Western blot using recombinat proteins have
been developed. These assays are able to detect IgM e IgG against HEV. VHA infection is established by
detecting IgM anti VHA by EIA.
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Hepamimis A

El virus de la Hepatitis A (VHA) fue
identificado en 1973 !. Esto permitié el
desarrollo de pruebas seroldgicas vy
métodos de cultivo “in vitro”, lo cual
facilitd investigar la seroepidemiologia,
patogénesis e inmunobiologia del virus.
El virus de la Hepatitis A es una particula
de cadena simple de ARN con sentido
positivo. Ha sido clasificado como la
unica especie del nuevo género,
Heparnavirus, dentro de la familia
Picornaviridae 2. El genoma del VHA es
una molécula lineal de ARN de aproxi-
madamente 7.5 kb. Como otros
picornavirus el extremo 5° terminal del
genoma comienza con una region no
codificante (5'UTR), la cual contiene una
pequena proteina (VPg) covalentemente
unida al extremo 5" terminal * y actia
como un sitio de entrada interno al
ribosoma (IRES)*. La regién codificante
del genoma consiste en un solo marco
de lectura abierta de 6681 nucledtidos.
Este ha sido arbitrariamente dividido en
tres regiones denominadas P1, la cual
codifica para 4 proteinas de la capside
(VP1 a VP4), P2 v P3, las cuales
codifican las proteinas no estructurales
requeridas para el procesamiento vy
maduracién de la poliproteina, vy la
replicacion viral ®.

El genoma del VHA es altamente
conservado, es lo que ha reportado el
estudio comparativo de la secuencia
nucleotidica de aislados procedentes de
diferentes regiones geograficas ®. Sin
embargo, la comparacion de la secuen-
cia de acidos nucleicos en la region
alrededor de la union VP1/2A de simios
v humanos aislados de diferentes
regiones ha permitido la clasificacion
de cepas de VHA en siete genotipos
distintos (I-VII) v varios subtipos 7. Pero
a pesar de la existencia de diferentes
genotipos, en los humanos existe un
solo serotipo de VHA lo cual explica la
proteccion cruzada que proporciona la
inmunoglobulina humana v la vacuna
inactivada de VHA contra la infeccién
con cepas no relacionadas de VHA &.

Entre los virus, VHA es uno de los mas
resistentes a la degradacién por las
condiciones ambientales. Esta propiedad

es probablemente el factor que deter-
mina el mantenimiento v los brotes de
VHA dentro de las poblaciones. La
infeccién por VHA es predominan-
temente transmitida por la via fecal-oral.
Tiene un periodo de incubacién de 20-
45 dias, con un promedio de 28 dias.
La duracién del periodo de incubacion
podria estar inversamente relacionado
con el titulo de VHA en el inéculo. El
virus atraviesa el intestino y una vez que
alcanza el higado se replica en el
hepatocito v es liberado al torrente
sanguineo (viremia). Al mismo tiempo
el virus esta presente en la bilis y en las
heces. El contenido del virus en las heces
y la viremia en sangre es maxima justo
antes y poco después que se inician los
trastornos de la funcién hepatica vy
termina al momento en que la inmuni-
dad humoral contra VHA es detectada *¢.
Casi al mismo tiempo en que se
desarrollan los sintomas clinicos de la
hepatitis, se pueden detectar anticuer-
pos del tipo IgM, IgG e IgA contra VHA,
esto ocurre aproximadamente 2 dias
después del inicio de la enfermedad °.
La IgM anti VHA persiste sélo de 2 a 6
meses, su deteccion es facil con métodos
de inmunoensayo, siendo referencia
“standard” para el diagnostico especifico
de VHA. La IgG anti VHA es la clase
de anticuerpos que encontramos en
mayor proporcion durante la conva-
lescencia y existe evidencia de que es
la primera defensa contra la reinfeccion.
Este tipo de inmunoglobulina persiste
durante anos ?. La hepatitis A es
subclinica o suave en ninos, y en adultos,
la enfermedad suele ser mas severa v
prolongada, con un curso bifasico o
colestasis. La hepatitis fulminante es
rara. Se han descrito casos de cronicidad
pero no es la forma clinica usual °.

El diagnostico se realiza mediante la
deteccién de IgM anti VHA por métodos
de inmunocensayo, esta inmunoglobulina
aparece tempranamente durante la
infeccion. La deteccion de IgG anti VHA
se hace para determinar inmunidad por
infeccién previa o vacunacion. El
aislamiento del VHA v deteccién de
antigenos o ARN es complicado vy
costosa por lo que no se usa para el

diagnéstico “.




HepaTiTIS B

El virus de la Hepatitis B (VHB) perte-
nece a la familia Hepadnaviridae !'. El
virion completo del VHB (particula de
Dane) tiene un diametro de aproxi-
madamente 42 nm, con una capa
externa o envoltura lipoprotéica que
rodea la nucleocapside interna (30 — 34
nm de diametro), la cual esta formada
por 180 copias de la proteina de capside
(denominada antigeno de la capside
HBcAg). La nucleocapside o core
contiene el ADN genémico, la poli-
merasa viral, unida covalentemente al
extremo 5 de la hebra negativa del ADN
viral vy el antigeno e de la hepatitis B
{HBEAQ} 12.|3.l4.15,15.1?,13l El EEanﬂ dEI
virus esta formado por una molécula de
ADN circular, pequena v parcialmente
de doble cadena. La cadena larga, de
polaridad negativa tiene un tamarno de
aproximadamente 3.2 kb, con los
extremos 5" v 3 fijos, formando un
circulo casi continuo, la circularidad esta
mantenida por puentes de hidrégeno
entre los extremos cohesivos de
aproximadamente 220 nucleétidos. La
cadena corta de polaridad positiva tiene
una longitud variable (20-80% la
longitud de la cadena negativa), con un
extremo 5° fijo, unido covalentemente
al extremo 5" de la cadena negativa.
La cadena negativa ademas esta unida
covalentemente al dominio terminal de
la polimerasa viral. Los extremos
terminales de ambas cadenas (extremos
cohesivos) situados en los extremos 5°
de cada cadena presentan una secuencia
de 11 nucleétidos que se repiten
directamente, conocidas como DR1 en
la cadena negativa v DR2 en la cadena
positiva. Dichas secuencias se encuen-
tran implicadas en la replicacion e
integracion del genoma del virus ',

El genoma de este virus codifica 7
proteinas estructurales, a partir de 4
marcos de lectura abierta (ORF)
identificados en la cadena negativa. La
sintesis de este niimero de proteinas se
logra gracias a un extensivo sola-
pamiento de sus genes. Los 4 marcos
de lectura abiertas (ORF) han sido
designados como: P, S, pre-C/C vy X. El
gen P abarca la mayor parte del geno-

ma. El gen S esta dentro del gen P. Los
genes C y X se solapan parcialmente
“upstream” vy "downstream” respec-
tivamente con el gen P 22! E| gen S
(envoltura): contiene 3 codones de
iniciaciéon en el mismo marco de lectura,
lo cual permite dividirlo desde el extremo
5" al 3" en tres regiones: Pre S1, Pre
S2 v S que codifican para la sintesis de
las proteinas Grande (L), Mediana (M) v
Pequena (S o principal) que conforman
la envoltura del VHB (HBsAg). La
proteina pequena del HBsAg, es el
componente mayoritario de las envol-
turas vacias del virus. Ciertas mutaciones
en el gen S modifican el sub-tipo del
VHB. El gen C (Capside): tiene 2
codones de iniciacion que le permite la
sintesis de 2 polipéptidos: la regiéon C
codifica la proteina de la nucleocapside
virica o core, la cual no es secretada a
la sangre por encontrarse unida al
reticulo endoplasmatico del hepatocito.
La regién Pre C/C codifica para el
antigeno e (HBeAg), el cual es secretado
a la sangre. El gen P (polimerasa):
codifica la polimerasa de ADN del virus,
tiene actividad de polimerasa depen-
diente de ARN y ADN. El gen X: codifica
una proteina X, que contiene el
promotor del gen C. Esta proteina
participa como regulador de los meca-
nismos de trascripcion v replicacion del
virus, siendo muy inmunégena detec-
tandose anticuerpos frente a ella 192,

Se han descrito 6 genotipos (A-F), los
cuales tienden a estar distribuidos
geograficamente **, El genotipo F es
autoctono de Ameérica del Sur ?*. Por
otra parte se han determinado 4
subtipos antigénicos v otros sub-subtipos
basados en las sustituciones en la
proteina S ?°. Todos los subtipos de
HBsAg del virus VHB poseen un
determinante antigénico a, que es
comun para todos, pero ademas, existen
otros dos grupos de determinantes
asociados al a y mutuamente exclu-
yentes, el grupo d/v v el grupo w/r ?;
esto origina los 4 subtipos clasicos del
HBsAg: adw, adr, ayw, ayr. Se ha
determinado la heterogeneidad del
determinante antigénico w y el deter-
minante q?’. Mas recientemente se ha
descrito un par alélico adicional, los
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subtipos i v t que corresponden a un
cambio de isoleucina en la posicion 126
por treonina **, La importancia clinica
de una variante de HBsAg puede ser
diferente dependiendo de la naturaleza
de la sustitucion. Los genotipos
aparentemente no tienen ninguna
ventaja de replicacion o potencial
patdégeno unos con respecto a otros, sin
embargo, se sugiere que el subtipo adr
podria estar frecuentemente asociado
con portadores #° y el genotipo D podria
estar asociado con hepatitis fulminante
en una proporcion mayor de lo esperado
de acuerde a su prevalencia en
portadores crénicos *°.

La hepatitis B es una infeccién universal.
Es transmitida por via parenteral. La
transmision al neonato se produce
durante el periodo prenatal, espe-
cialmente durante el 3 trimestre vy
durante el periodo postnatal. Se
transmite a través del contacto sexual,
el compartir los utensilios de aseo
personal, transfusiones sanguineas, etc.
Se consideran grupos de alto riesgo
sujetos que utilizan drogas de uso
endovenoso (drogadictos IV), homo-
sexuales, trabajadores de la salud,
especialmente los que laboran en
unidades de hemodialisis v en el area
oncolégica, cirujanos, odontologos y
pacientes con retardo mental institu-
cionalizados. La Hepatitis B tiene un
periodo de incubacién de 2 — 6 meses.
Se han definido varios patrones de
infecciobn con este virus. Muchas
infecciones primarias en adultos son
autolimitadas v revierten totalmente en
6 meses. Un elevado niimero de ellas
son subclinicas v se detectan solo por
pruebas serolégicas v otros métodos.
Una fraccion de las infecciones no se
resuelve, haciéndose persistente vy
posiblemente continua por anos,
nroduciendo complicaciones tales como
cirrosis y carcinomas hepatocelulares *'.

Las formas virales en la sangre, asi como
la respuesta inmune a los diferentes
antigenos virales constituyen marcadores
que pueden usarse para seguir el curso
de la infeccién. Estos marcadores se
modifican a lo largo del tiempo en
estrecha relacion con la evolucion
biolégica de la enfermedad, por ello su

determinacion cualitativa v cuantitativa
puede servirnos para evaluar la situacion
actual v el pronédstico futuro de la
infeccion viral, asi como conocer la
susceptibilidad en el individuo sano.

Antigeno de superficie (HBsAg)

Se sintetiza en el citoplasma del
hepatocito. Podemos encontrarlo en el
citoplasma del hepatocito v en sangre
durante el periodo de incubacién, fase
aguda de la infecciéon vy en el estadio
cronico. El HBsAg puede circular como
parte del viron o como particulas de
envoltura viral incompleta en las cuales
no se ha detectado acido nucleico (32).
Si la evolucion es favorable desaparecera
a los 3-6 meses de la enfermedad, si se
mantienen titulos elevados durante mas
de 6-8 semanas. o si no hay una
disminucién significativa de su titulo en
el primer mes de la enfermedad es
indicio de mal pronéstico y de probable
evoluciéon a la cronicidad. La positividad
de este marcador mas alla del sexto mes
de infeccion, define la situaciéon clinica
de la hepatitis cronica.

Existen diferentes métodos para la
deteccion del HBsAg como son: hema-
glutinacién pasiva reversa (RPHA),
radicinmunoensayo v el ensayo inmuno-
enzimatico (Elisa), actualmente, el mas
utilizado para el diagnostico en labora-
torios clinicos. El método confirmatorio
para el HBsAg consiste en la realizacion
de una neutralizacion especifica que
utiliza anticuerpos contra el antigeno de
superficie (anti-HBs) concentrados
capaces de producir una inhibicién de al
menos el 50 % de la muestra cuando se
compara con el control. Sin embargo, es
necesario considerar que la reactividad
aislada para HBsAg puede ser debido a:
a. Inmunotolerancia extrema, b. Estadio
precoz de la infecciébn aguda por VHB.
c. Infecciéon por cepas de VHB defec-
tivas en la expresion del HBxAg, con nive-
les de ADN virico detectables sélo por
PCR v d. Infeccién por VHB tipo 2 1%,

Antigeno de la capside (HBcAg)

Se sintetiza en el nicleo de la célula
hepatica v no es posible hallarlo aisla-
damente en el suero del paciente, sino




formando parte de la particula de Dane.
Su .poder inmunégeno induce la
produccién de los anticuerpos anti-HBc
de clase IgM e IgG.

Anticuerpos Anti-HBc

Es el primer anticuerpo que aparece en
la enfermedad, es detectable con los
primeros sintomas de la enfermedad en
la fase aguda v en la crénica. Este per-
siste por anos después de la recu-
peracién. La presencia de anticuerpos
de la clase IgM frente a estos marcadores
se interprete habitualmente como
indicador de infeccién reciente, aunque
también es detectable en los casos de
enfermedad crénica con replicacién viral
y lesién hepatica, pero en concen-
traciones menores que las encontradas
en la fase aguda. La IgM contra el core
puede ser detectada por un tiempo
variable entre 12 v 18 meses. Los
anticuerpos de la clase IgG suelen indicar
una infeccién pasada. Su positividad
confirmada vy en solitario no asegura
proteccién frente enfermedad v no
constituye un criterio de exclusiébn para
la vacunacién. La reactividad aislada
para anti-HBc, con ausencia de otros
marcadores de infeccion VHB puede
deberse a 1. Reaccion inespecifica liga-
da a componentes séricos (La especi-
ficidad debe confirmarse mediante otra
técnica serolbgica de distinto formato,
la deteccién de anti-HBe o la presencia
de ADN virico), 2. Periodo de ventana
de la infecciébn por VHB v 3. Respuesta
inmunitaria incompleta al VHB, es decir,

la incapacidad para la producciéon de
anti-HBs.

Antigeno e (HBeAg)

Este antigeno es detectable en la
mayoria de los enfermos que se
encuentran en la fase aguda v en alguna
forma de enfermedad crénica en las que
histolégicamente se corresponde con
hepatitis cronica activa. Su mayor valor
clinico se debe a su excelente correlacion
con la presencia de replicacion viral v
viremia. Su desaparicion en el curso de
una hepatitis aguda o cronica suele
indicar buena evolucién v posiblemente
su seroconversion a anti-HBe con

curacién o paso a un estadio menos
agresivo de la enfermedad. Existen casos
en los que esta seroconversion, si persiste
la replicacién viral, supone un mal pro-
nostico de la enfermedad (variante Pre-
C negativo). En algunas ocasiones, este
marcador debe ser manejado junto con
anti-HBe y DNA-HBV para poder valo-
rar la respuesta inmune frente a las
proteinas del virus v la viremia ya que
por si solo no permite predecir con certe-
za la presencia o no de replicacion viral.

Anticuerpos anti-HBe

Generalmente se detecta antes de que
desaparezca el HBsAg v persiste varios
anos después de la infeccién. En los
casos de infecciobn aguda su aparicion
es de buen pronéstico. En los casos de
infeccién crénica, en los que coexiste
con el HBsAg, suele indicar escasa
replicacién e infectividad. Sin embargo,
como se comenta anteriormente la
seroconversion anti-HBe no siempre
indica mejoria, sino que puede deberse
a la seleccion de mutantes Pre-C del
VHB que se asociase a la replicacion
virica con cuadros de hepatitis crénica
\ ClITosis.

Anticuerpos anti-HBs

Indica recuperacién de la enfermedad,
es el dltimo marcador en aparecer vy
persiste durante anos. Estos anticuerpos
son neutralizantes v confieren proteccién
a la infeccién por VHB. En individuos
vacunados es el Unico marcador que
detectamos. La reactividad aislada para
anti-HBs en personas no vacunadas
puede ser debido a reacciones sero-
légicas inespecificas, infeccion antigua
con pérdida de anti-HBc o respuesta
inmune incompleta frente a la infeccion
por VHB. La coexistencia de anti-HBs
v HBsAg puede ser debido a 1. Infec-
ciébn por variantes del VHB defectivas
de a (mutantes de escape)*' en sujetos
previamente vacunados o en pacientes
en tratamiento con interferén, 2. Infec-
ciones por el VHB tipo 2 en individuos
inmunes al VHB, 3. Fenémenos de
tolerancia inmunologica, 4. Adminis-
tracién de gammaglobulina especifica
en pacientes portadores del HBsAg.

al
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DNA del VHB

Su deteccion representa el marcador mas
sensible v especifico de replicacién viral.
El DNA virico libre en el suero puede
detectarse mediante técnicas de hibri-
dacién v por amplificaciébn mediante
PCR *°.

Variantes del VHB

El VHB presenta una tasa de mutacion
relativamente alta **, a pesar de tener
un genoma ADN, este fenémeno ha sido
atribuido al requerimiento de un paso
de transcripcion reversa en la replicacion
de su genoma utilizando una trans-
criptasa reversa que carece de actividad
correctora. Se han descrito mutaciones
en todas sus regiones génicas, que
afectah no sélo la evolucién clinica v la
respuesta terapéutica, sino que tiene
consecuencias importantes desde el
punto de vista diagnéstico (patrones
serolégicos atipicos) preventivo (evolu-
cibn de la proteccion que confiere la
vacuna) y epidemiolégico.

Variantes defectivas PRE-C

Mutuacién puntual (codén 1896) en la
region Pre-C del genoma que impide la
transcripcion de las secuencias Pre-C vy
C vy por ende la sintesis de HBeAg **.
Estudios posteriores demostraron que la
mutacién Pre-C no es selectiva en
cuanto al lugar. Pueden presentarse
mutaciones en distintos codones de la
secuencia Pre-C con las mismas
consecuencias. Estas variantes se
generan por seleccion inmunologica en
el individuo infectado con el fin de evadir
la inmunidad celular ¥. Este tipo de
variantes puede ser encontrada en
pacientes con hepatitis B crénica activa
resistente al tratamiento con interferdn.
También se asocia con carcinoma
hepatocelular y hepatitis fulminante .

Variantes defectivas a

Cepas del VHB con una mutacién en el
gen S, lo cual las hace incapaces de
expresar el determinante antigenico
comin a, del HBsAg. Esta mutacién
genera alteracion de los epitopes

inmunodominantes del determinante a,
que impide su reconocimiento con
anticuerpos monoclonales especificos.
Esto produce fracaso de la inmuno-
profilaxis en recién nacidos de madres
portadoras de HBsAg **. Las variantes
de escape del VHB pueden no ser
detectadas cuando se utilizan métodos
serologicos basados exclusivamente en
anticuerpos monoclonales frente al deter-
minante a '%.

Mutaciones en el gen X

La infeccién por cepas VHB con
mutaciones en el gen X cursa con
ausencia de marcadores serologicos de
infeccién por VHB, se asocia con
frecuencia a carcinoma hepatocelular v
hepatitis fulminante. El diagnéstico
requiere siempre técnicas de ampli-
ficacién genémica (PCR) 2.

VHB Tipo 2

El origen del tipo 2 del VHB parece
deberse a la aparicion de mutaciones
en el gen X que ocasiona que el virus se
replique v exprese de forma insuficiente,
siendo incapaz de estimular una
respuesta inmune adecuada *°. Desde el
punto de vista serologico se caracteriza
por presentar reactividad aislada al
HBsAg sin seroconversion anti-HBc vy
ausencia de HBeAg. Transitoriamente
puede detectarse anti-HBs con niveles
bajos de HBsAg y DNA virico. El
diagnéstico de esta variante implica la
introduccién de ensayos que empleen
anticuerpos policlonales v monoclonales
especificos de la region Pre S2 de subtipo
d, o mediante técnicas de PCR del gen

>

HepatiTis C

El virus de la hepatitis C (VHC) fue
identificado en 1989, E| VHC es tinico
en virologia ya que fue el primer virus
identificado puramente por técnicas de
biologia molecular v no por las clasicas
técnicas de aislamiento viral o micros-
copia electrénica. El VHC ha sido clasi-
ficado en un género separado (Hepa-
civirus) de la familia Flaviviridae %!, El
virus tiene aproximadamente 60 nm de




diAmetro vy consta de una envoltura
lipoproteica derivada de la membrana
del huésped, dentro de la cual estan
todas las glicoproteinas virales (E1 -E2)
rodeando una nucleocapside y una hebra
sencilla de ARN de polaridad positiva
de alrededor de 9.600 nucleétidos. El
genoma consiste en regiones no
codificantes 5" v 3" que flanquean un
tnico marco abierto de lectura (ORF)
que codifica proteinas estructuradas y
no estructurales. Las proteinas estruc-
turales codificadas por los genes (C, E1
v E2) son: la proteina de la nucleo-
capside (core) v las glicoproteinas de
envoltura E1 yv E2. Las proteinas no
estructurales son enzimas relacionadas
con la replicacion viral v son codificadas

por los genes NS2, NS3, NS4 y NS5 %2

Los VHC aislados alrededor del mundo
han sido separados en 6 genotipos
principales denominados con nimeros
del 1 al 6, cada tipo a su vez puede
tener algiin subtipo que se denomina
con letras minusculas *3. La existencia
del genotipo puede tener relevancia en
terminos de inmunogenicidad asi como
también en términos de distribucion
geografica, con posibles implicaciones
en el diagnéstico, historia natural vy
manejo de la infeccion %% %3-%  Otro punto
importante con respecto a este virus es
que durante la infeccién se generan las
denominadas “quasispecies” que no son
mas que variantes virales, o sea viriones
con genomas que muestran diferencias
con el virus original en la secuencia de
nucleétidos de su ARN, son producto
de mutaciones que aparecen en
periodos cortos de tiempo, durante el
lapso que dura la infeccién en un mismo
sujeto infectado v que sélo se diferencia
entre si por variaciones menores del 5
Y%. Esta alta tasa de mutaciones, lo cual
es caracteristico de los virus ARN, puede
ser atribuido a la ARN polimerasa, que
tiene la particularidad de ser poco
precisa, cometiendo frecuentemente
errores en la transcripcion y por otra
parte careciendo de mecanismos de
auto correccion. Esta tendencia del virus
a mutar v formar una gran variedad de
subtipos virales se incrementa por la
accion del sistema inmunolégico o por
los medicamentos antivirales que ejercen

presiéon selectiva favoreciendo la apari-
cion de mutantes de escape *°.

La transmision es principalmente por via
parenteral. Los grupos de mayor riesgo
lo conforman los receptores de productos
sanguineos, los drogaditos IV y los
pacientes en dialisis, asi comq el traba-
jador de la salud que esta en contacto
frecuente con sangre. La transmision
vertical es baja, aproximadamente 6%.
La transmision sexual es infrecuente pero
ocurre. Sin embargo, existe un nimero
variable de personas infectadas sin
factores de riesgos obvios %47 El periodo
de incubacion varia desde 2 semanas
hasta 6 meses con una media entre 7-
8 semanas. Aunque la infecciéon aguda
por lo general es oligosintomatica y
anictérica sélo un 15-25% de las
personas infectadas con VHC logran
eliminar por completo el virus, el restante
75-85% de las personas desarrollan una
infeccién croénica. Los pacientes
infectados crénicamente en un 10-20%
desarrollan una cirrosis y el 1-5% carci-
noma hepatocelular 7. Las manifesta-
ciones extrahepaticas de la infeccion por
VHC, pueden en determinados casos
constituir la alteracién clinica con que
se presente el paciente. Se debe princi-
palmente a la presencia de complejos
inmunocirculantes formados por anti-
genos virales y anticuerpos que junto con
el complemento tienden a depositarse
en los pequenos vasos sanguineos
provocando vasculitis a nivel de la piel,
los glomarulos renales, etc. Las diferentes
manifestaciones extrahepéticas son las
siguientes: crioglobulinemia, porfira
cutanea tardia, glomerulonefritis mem-
brano-prolifectiva, trombocitopenia,
tiroiditis, sialoadenitis, liquen plano,
linfomas, etc *.

Existen dos estrategias para el diagnos-
tico de la infeccion por VHC:

a. Deteccion de anticuerpos (Diagnéstico
Serolégico):

La infeccion por VHC genera una
respuesta de anticuerpos de diferentes
especifidades. No ha podido encontrarse
una relacion precisa entre los diferentes
patrones de respuesta inmune y el esta-
dio biologico o clinico de la infeccion *7.
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La deteccion de anticuerpos se hace en
primera linea con el ensayo inmuno-
enzimatico (ELISA). Constituye la prueba
ideal para el tamizaje en Bancos de
Sangre asi como para la poblacién
general. Es una prueba sencilla de
realizar, reproducible v de bajo costo.
Estas pruebas han evolucionado progre-
sivamente en la medida en que se han
incorporado o medificado los péptidos
sintéticos y/o proteinas recombinantes
que se utilizan para la detecciéon de los
anticuerpos. Esto se ve reflejado en un
aumento de la sensibilidad v especi-
ficidad de dichas pruebas. Actualmente
los estuches comerciales que se utilizan
en el pais son los de tercera generacién
y mas recientemente los de cuarta
generacion (incluyen en su formato
antigenos de diferentes genotipos), que
nos permiten la deteccién de anticuerpos
de tipo lgG. Es importante hacer notar
que la detecciéon de anticuerpos del tipo
[gM no ha demostrado aportar datos
claros y concluyentes sobre la biologia o
estadio de la infeccion viral. La duracién
de la respuesta IgM es habitualmente
breve pero es frecuente seguir detec-
tandola en la fase crénica de la
enfermedad **%°. Uno de los inconve-
nientes de estas pruebas para deteccion
de anticuerpos es la existencia de falsos
positivos sobre todo en la poblacién de
bajo riesgo. Este problema ha sido
parcialmente solucionado con las
pruebas confirmatorias, disenadas para
conocer individualmente que antigenos
virales son los responsables de la
reactividad obtenida mediante una
prueba de ELISA. Al igual que las
ELISA, estas pruebas confirmatorias han
sido mejoradas tanto en sensibilidad
como en especificidad. Las pruebas
confirmatorias utilizadas con mejores
resultados en la actualidad son: el inmu-
noblot recombinante (RIBA IlII) v el
ensayo inmunoenzimatico en linea
INNOLIA **. Aun con las pruebas confir-
matorias de tercera generacion se siguen
obteniendo algunos resultados indeter-
minados cuando intentamos confirmar
la especificidad de la respuesta anti-
génica. Incluso puede darse el caso de
que una muestra que con un kit de una
casa comercial presente reactividad
Gnica para un péptido tenga con otro

kit reactividad para otro peéptido
diferente o puede incluso ser clasificada
como positiva. Esto indica que la sensi-
bilidad de las pruebas confirmatorias
para diferentes anticuerpos es muy
variable v por lo tanto el poder de
clasificacion de estas es limitado o
confuso en sueros con indices de ELISA
bajo. Por lo tanto, los resultados clasi-
ficados ¢como indeterminados son al
menos cuestionables, en cuyo caso son
las técnicas de biologia molecular que
permiten la detecciéon del ARN viral las
que nos daran la palabra final. Recien-
temente se publicaron los resultados de
un prototipo de ensayo que permite la
deteccion serologica del antigeno core
del VHC. Esta prueba permitira la
detecciéon de donantes infectados con
VHC que se encuentran en periodo de
ventana %!,

b. Deteccion del ARN viral:

La identificacion del ARN viral por la
técnica de reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR) es por el momento el mejor
marcador de viremia v posiblemente de
enfermedad activa. La detecciéon del
ARN VHC puede hacerse en plasma v
tejido hepatico de pacientes seronega-
tivos durante la primera fase de la
infeccién, vy para determinar si en un
paciente con anticuerpos para VHC hay
o no replicaciéon del virus. En pacientes
con una infeccién crénica, la viremia en
plasma puede ser intermitente, por lo
que se recomienda en aquellos casos en
los cuales se observa una alteracion,
aunque sea minima, de los niveles de
transaminasas, v se sospecha infeccién
por VHC, realizar la deteccion del ARN
viral en una muestra de tejido hepético.
La cuantificacion de la carga viral permi-
te el monitoreo de la terapia antiviral, y
puede ser realizada por diferentes
métodos disponibles en el mercado.

La determinacién del genotipo puede
ser realizada de dos maneras diferentes,
una es el empleo de las diferentes técni-
cas que requieren de una PCR previa,
como lo son la secuenciacién, la digestion
de productos amplificados con enzimas
de restricciéon (RFLPs), la hibridaciéon
sobre membranas de nylon (LIPAS), PCR

usando cebadores especificos para cada




genotipo, etc. Constituyen procedi-
mientos complejos y laboriosos pero que
garantizan resultados precisos. La otra
forma de establecer el genotipo es
estudiar los anticuerpos que se generan
en una determinada persona como
respuesta a antigenos virales que son
exclusivos para cada genotipo. Estos
metodos son menos costosos, pero
también menos exactos 7. El conoci-
miento del genotipo nos aporta datos
sobre la posible respuesta al tratamiento,
evolucion clinica vy datos epidemiolégicos
de este proceso infeccioso *.

Hepatimis D

El virus de la hepatitis D (VHD) es un
virus defectivo que requiere de la ayuda
del VHB para replicarse. Las particulas
virales tienen aproximadamente 36 nm
de diametro. El VHD requiere del VHB
para la sintesis de proteinas de envoltura
(HBsAg), las cuales son usadas para
encapsular el genoma del VHD vy el
antigeno Delta (VHDAg). El genoma del
VHD esta constituido por una cadena
sencilla de ARN de aproximadamente
1.68 Kb. En base al analisis genético de
aislados procedentes de diferentes areas
del mundo, se han descrito 3 genotipos.
El genotipo | es el mas ampliamente
distribuido en el mundo; han sido encon-
trado en Europa, Norteamérica, Norte
de Africa, Medio Oriente, Pacifico Sur
v en el Oriente de Asia. La patogénesis
de la infeccion en estas areas varia desde
hepatitis fulminante hasta infeccién
hepatica subclinica. El genotipo Il ha sido
encontrado solo al oriente de Asia vy el
cuadro clinico que produce es mas suave
y con una menor tendencia a producir
hepatitis fulminante. El genotipo Il es
el mas divergente vy ha sido encontrado
solo al norte de Ameérica del Sur, donde
se han descrito brotes de hepatitis severa
con alta morbi-mortalidad 2.

El mecanismo de transmisién es similar
al de la hepatitis B, siendo la exposiciéon
percutanea la mas eficiente. La trans-
mision sexual es menos eficiente que
en la hepatitis B. La transmisién peri-
natal es rara. La infeccion por VHD puede
ser adquirida en forma de coinfeccién
con hepatitis B o como superinfeccion
en personas con infeccion crénica por

VHB. Las personas que cursan con una
coinfeccion VHB-VHD presentan con
mas frecuencia una infeccién aguda
severa y alto riesgo de hepatitis
fulminante si se compara con pacientes
que cursan solo con infeccion por VHB.
Sin embargo, se observa una menor
tendencia a la cronicidad en los pacien-
tes con una coinfeccion VHB-VHD. Los
portadores croénicos del VHB que
adquieren una superinfeccién por VHD
usualmente desarrollan una infeccién
cronica por VHD con mavor tendencia
a la aparicion de cirrosis hepatica. El
curso serolégico de la infeccién por el
VHD varia dependiendo de la forma
como se adquirié la infeccién, es decir,
como coinfeccion o como superinfeccion.
En las personas con coinfeccién VHB-
VHD es posible detectar tanto anti-
cuerpos del tipo IgM como lgG durante
el curso de la infeccion en la mayoria de
los casos. Sin embargo, cerca de un 15%
de las personas presentan solo IgM
durante la fase aguda de la enfermedad
o lgG sélo durante la convalecencia. Los
anticuerpos anti-VHD decaen, hacién-
dose indetectables, una vez que la
infeccion es resuelta (1-2 anos). El
VHDAg puede ser detectado sbélo en
25% de estos pacientes y desaparece
simultaneamente con el HBsAg. En los
pacientes que desarrollan una super-
infeccién con VHD podemos encontrar
los siguientes eventos serolégicos: el titulo
de HBsAg declina al mismo tiempo que
el VHDAg aparece en sangre, el VHDAg
vy ARN VHD permanecen detectables en
suero por la tendencia a producirse
cronicidad en estos pacientes. Altos
titulos de 1gM e IgG son detectables
indefinidamente **, El diagnostico se rea-
liza mediante la deteccion del VHDAGg,
asi como de IgM e 1gG o el ARN VHD

por técnicas de biologia molecular.

Hepatitis E

El virus de la hepatitis E (VHE), tiene un
genoma conformado por una cadena
sencilla de ARN de polaridad positiva v
7.6 Kb de longitud. Este virus carece de
envoltura y tiene un didametro de aproxi-
madamente 27-34 nm **. No se ha
logrado cultivar, por lo que los diferentes
aislados de HEV han sido mantenidos in
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vivo en primates no humanos, posterior-
mente el genoma viral ha sido clonado vy
secuenciado *. E|l VHE de acuerdo a las
recomendaciones del Comité Interna-
cional de Taxonomia de Virus pertenece
ahora a una familia separada denomi-
nada “HEV-like viruses”. El analisis de
las regiones de la ARN helicasa v la poli-
merasa dependiente de ARN del VHE vy
otros virus ARN de cadena sencilla con
polaridad positiva, muestra que el VHE,
forma un grupo filogenéticamente distin-
to, mas préximo al virus de la rubéola
(familia Togaviridae) que a los miembros
de la familia Calciviridae. Sin embargo,
una clasificacién definitiva se realizara en
la medida en que se conozcan sus
estrategias de expresion vy replicacion asi
como la naturaleza, procesamiento vy
propiedades de sus proteinas *°. El
analisis de la secuencia genética del VHE
aislado en diferentes regiones geograficas
ha permitido su clasificaciéon en tres
genotipos: genotipo |, que incluye los
subtipos asiatico y africano. Genotipo
lI, que abarca las cepas de cerdo v
humanos de Norte Ameérica; Genotipo
[l limitado al prototipo mexicanc. A
pesar de la existencia de diferentes
genotipos, un solo serotipo ha sido
identificado alrededor del mundo %°. Se
han encontrado pequenas variaciones
entre los aislados obtenidos a intervalo
de 3-4 anos de una misma region. Esta
baja tasa de variacion ha permitido
sugerir que los VHEs de diferentes areas
geograficas representan una expansion
independiente de aislados ancestrales de
VHE que se han mantenido con una
circulacién restringida en diferentes areas
del mundo %78, Este virus ha sido impli-
cado en grandes brotes de hepatitis en
paises en desarrollo, la infeccién ha sido
asociada con aguas contaminadas, su
transmision es por la via oral fecal *.

La infeccién causa una hepatitis viral
aguda. El periodo de incubacién es de
15 a 50 dias, con un promedio de 5 a 6
semanas. En los casos tipicos ocurre una
fase pre-ictérica que podria durar 10
dias y consiste en nauseas, vémitos y
dolor abdominal. La fase ictérica tiene
una duracion de aproximadamente 10
dias v la recuperacién total ocurre dentro
del primer mes, no tiende a la cronicidad.

El curso clinico de la hepatitis E es similar
al de la hepatitis A. En los brotes de
infeccién por VHE el mayor porcentaje
de enfermedad clinica evidente .se
reporta entre jovenes y adultos de
mediana edad, se piensa que el bajo
porcentaje de enfermedad en ninos
podria ser el resultado de una infecciéon
sub-clinica o anictérica **. La hepatitis E
es mas severa que la hepatitis A con un
porcentaje de mortalidad de 1-2%
comparada con 0.2% para la hepatitis
A %8 %0 En mujeres embarazadas la
mortalidad aumenta a 22%, principal-
mente cuando la infeccién ocurre en el
tercer trimestre, produciéndose una
hepatitis fulminante ®.

Las particulas virales estan presentes en
la bilis y en las heces al final del periodo
de incubacién y persisten por 1 6 2
semanas después de inciarse los sinto-
mas. El virus también esta presente en
sangre al final del periodo de incubacién,
alcanzando un pico méaximo de replica-
cion alrededor del 8-11 dia del inicio de
los sintomas para luego comenzar a
disminuir progresivamente . Los anti-
cuerpos anti-VHE de tipo IgA, IgG e
IgM aparecen durante el curso de la
enfermedad. Los anticuerpos IgM son
detectables en la fase aguda vy desa-
parecen entre 3-6 meses, los anti-
cuerpos lgG persisten entre 2 v 13 anos
%, En un 10% de pacientes en quienes
se ha detectado viremia o excrecién de
virus por heces no se detectd respuesta
de anticuerpos 293, Una explicacién para
este hallazgo es que una respuesta de
anticuerpos no es necesaria para que
ocurra una hepatitis E o para resolverla
y que algunas personas no producen una
respuesta de anticuerpos a la infeccion
por VHE. Otra explicacién es que estos
pacientes fueron infectados con una
variante que genera anticuerpos no
reconocidos con el ensayo utilizado 2.

[nicialmente la electroinmunomicros-
copia v el FABA (Fluorescent antibody
blocking assay) fueron utilizados, pero
estos métodos resultaron muy laboriosos
para ser utilizados como rutina y ademas
resultaron incapaces de distinguir entre
una infeccién presente o pasada °2.
Posteriormente, diversos ensayos inmu-
noenzimaticos vy Western-blot usando
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proteina recombinantes han sido desa-
rrollados para detectar IgM e IgG contra
el HEV. Paralelamente técnicas de biolo-
gia molecular como el RT-PCR se ha
utilizado para detectar la excresion viral
por heces asi como la viremia.
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