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I.- INTRODUCCION



I.1.- INFECCION POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS B: IMPORTANCIA Y
EVOLUCION HISTORICA.

El virus de la hepatitis B (VHB) constituye por distintas razones un importante
problemade salud piblicaen todo el mundo. Unade ellas se refiere al elevado niimero
de portadores crénicos del virus, que se calcula supera la cifra de 200 millones de
personas. Otraimportante razon es la elevada frecuencia con que dalugara la aparicion
de hepatitis agudas y ademads, se debe recordar que los portadores cronicos del VHB
puedensufrir a lo largo de suvida distintos tipos de enfermedades hepéticas, entre los
que se incluyen, junto a las diferentes hepatitis cronicas, la cirrosis hepética y el
carcinoma hepatocelular primario (CHP).

Aunque las primeras descripciones sobre la hepatitis por virus B se remontan a la
antigiiedad, el progreéo de la hepatologia fué extraordinariamente lento durante mucho
tiempo, acelerandose en los Gltimos afios, en los que pocos descubrimientos médicos
despertaron tanto interés como el del antigeno Australia.

Blumberg (1-3), en 1963, descubrid por azar este antigeno en el suerode unaborigen
australiano, cuando se encontraba estudiando las variaciones hereditarias de laslipopro-
teinas s€ricas humanas mediante un sistema de precipitacion en gel de agar, utilizando
como fuente de anticuerpos contra estas lipoproteinas el suero de pacientes
politransfundidos. El citado autor creyd, en un principio, que habia descubierto un
antigeno relacionado con la leucemia, porque en estudios posteriores hall§ dicho
antigeno en pacientes con leucemias o con predisposicién genética a padecerlas,
como son los pacientes con sindrome de Down. Pero cambié de idea cuando un nifio
con sindrome de Down, que era antigeno Australia negativo, se convirti§ en positivo
después de haber contraido una hepatitis virica.

Prince (4), en 1968, sugiriéla relacion del antigeno Australia con la hepatitis por virus
B y estudios posteriores relacionaron el antigeno Australia con el antigeno de la
superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg).

Bayer (5), en 1968 y posteriormente Dane (6), en 1970, descubrieron por
microscopia electronica, en el suero de pacientes con el antigeno de superficie positivo,



unas particulas cuya morfologia recordaba ala de los virus. Estas particulas eran de
tres tipos. Por unlado, particulas esféricas, pequefias, de 22 nmde didmetro y particulas
tubulares, de didmetro similar y longitud variable, identificadas como exceso de
materiallipoproteico de lacubierta delvirus. Por otro lado, particulas también esféricas,
pero mas grandes, de 42-44 nm de didmetro, llamadas particulas Dane, en las que se
apreciaba claramente unnicleo centralo “core” y una cubierta periférica, identificadas
como el VHB completo.

En 1972, Magnius (7) identific4, en el suero de pacientes infectados por el VHB,
un nuevo sistema antigeno-anticuerpo, llamado antigeno e (HBeAg) y su anticuerpo
(antiHBe). El citado autor (8), posteriormente observd, que las propiedades inmunol6-
gicas, €l tamafio y la densidad de este nuevo antigeno, eran diferentes a las del HBsAg.

En 1977, Rizzetto (9), descubri6 un nuevo agente virico en portadores del antigeno
de superficie del virus de la hepatitis B (VHB), que denominoé agente Delta o virus de la
hepatitis D (VHD).

En los dltimos 20 afios, los avances producidos endistintos campos de la ciencia, como

el dela biologia molecular, han permitido profundizar en el conocimiento de la hepatitis

por virus B asi como en el del agente que la produce.

1.2.- CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES.

Summers (10), describe el VHB como un virus complejo que pertenece al grupo de los
“hepadnavirus”, llamados asi por poseer un genoma constituido por 4cido
desoxirribonucleico (DNA) y ser hepatotropos.

A este grupo pertenecen también los virus de la hepatitis de la marmota (WHYV),
de la ardilla de tierra (GSHV) y el virus de la hepatitis B del pato de Pekin (DHBV).
Todos ellos tienen una estructura comin y caracteristicas muy similares. S6lamente

el VHByel WHYV pueden causar hepatitis crénica activa y carcinoma hepatocelular
(CHC).



El estudio por microscopia electrénica de sueros de sujetos infectados por el VHB,
muestra particulas de diferentes tamafiosyformas. En primer lugar se pueden observar
particulas esféricas de 42 nm de didmetro, llamadas particulas Dane, que representan
el VHB completo. Estin formadas por una cubierta externa y un niicleo denso de 27 nm
de didmetro, llamado nucleocapside. Se observan también otras particulas esféricas, de
22 nm de didmetro y otras con forma tubular, el mismo diametro y longitud variable,
formadas por material idéntico al de la cubierta externa de las particulas Dane, pero sin

estructuras centrales o nucleares.

En la cubierta externa del VHB se localiza el antigeno de superficie (HBsAg) y
en el ndcleo, se encuentran, el antigeno del core (HBcAg) y el antigeno e (HBeAg).
Ademas, existe una doble cadena circular yasimétrica de DNA virico (DNA-VHB),
y una enzima con actividad DNA-polimerasa (DNA-p), que interviene en la sintesis
del DNA del VHB. (Figura 1).

Tiollais (11,12), indica que el genoma del VHB est4 formado por una molécula de
DNA circular, con dos cadenas de diferente longitud. La cadena maés larga, llamada
L(-), tiene siempre una longitud aproximada de 3200 nucle6tidos. La segunda cadena,
llamada S(+), tiene una longitud variable que oscila entre €120-80 % de la longitud de
la cadena L(-).

Dentro de la cadena L(-) se pueden distinguir 4regiones responsables de la sintesis

de las distintas proteinas del VHB y que se describen a continuacion:

REGION S, que puede ser dividida en dos partes: pre-Sy S; a su vez, laregion pre-
S se subdivide en pre-S1 y pre-S2. La region S codifica la proteina de
la cubierta virica (HBsAg). La proteina codificada por la regi6n pre-
S2 contiene un receptor para la albimina sérica humana polimeriza-
da (pHSA). Los hepatocitos también tienen receptores para dicha
proteina, lo que hace pensar en el papel mediador de la misma en la
unién del VHB a los hepatocitos. Asimismo, la proteina codificada por

la region pre-S1 puede participar también en dicha union.

2)REGION C, que codifica la sintesis del HBcAg y HBeAg.
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FIGURA 1: Estructura del virus de la hepatitis B y sus antigenos.



3)REGION P, que codifica la sintesis de la DNA-p.
4)REGION X, que codifica la sintesis de un polipéptido no identificado. (Figura 2).

Rizzetto (13), describe el virus de la hepatitis D (VHD) como un virus defectivo
porque necesita al VHB para infectar a un sujeto. El estudio por microscopia
electrénica del suero de sujetos infectados por el VHD muestra particulas esféricas de
35-37 nm de diametro, en cuyo interior se encuentra una proteina, llamada antigeno
delta y una molécula de RNA de bajo peso molecular, todo ello rodeado de una
cubierta externa formada principalmente por HBsAg. (Figura 3).

1.3.- CICLO BIOLOGICO DEL VHB.

Ganem (14), indica que el mecanismo de replicacion del VHB difiere de forma
notable de los mecanismos utilizados por otros virus-DNA  similares. La
caracteristica principal del VHB es la utilizacién de una molécula de RNA como

intermediario en su replicacidn, incluyendo un paso de transcripcion inversa.
El ciclo replicativo del VHB consta de los siguientes pasos:

1) Elvirion o VHB completo penetra en el interior del hepatocito, y su genoma
(DNA), en el nicleo del mismo.

2) La doble cadena, circular y abierta de DNA, se completa.

3) Ladoble cadena circular de DNA se cierra por enlaces covalentes y se produce
un superenrrollamiento, seguido de la transcripcién del DNA a una molécula de
RNA, llamada pregenoma, por la accién de una RNA-polimerasa, presumible-
mente de la célula infectada.

4) El pregenoma se recubre de una nucleocapside y sale desde el niicleo al citoplasma
del hepatocito.



FIGURA 2:

region X

Estructura del genoma del VHB. El genoma del VHB esta formado por dos

cadenas circulares de DNA, una de ellas incompleta. Enla figura se indican
mediante flechas, las cuatro regiones del genoma que codifican las protei-
nas del VHB: region S, P, Cy X.



FIGURA 3: Estructura del virus de la hepatitis D



S) Se sintetiza la cadenade DNA L(-) a partir del pregenoma, por la accion de una

enzima denominada transcriptasa inversa.
6) Se sintetiza la cadena de DNA S(+).

7) La nuceocépside serodea de la cubierta externa, formando un virion que sale
del hepatocito, completandose el ciclo. (Figura 4).

I.4.- EPIDEMIOLOGIA.

La infeccién por el VHB esta presente en todo elmundo, y por ello es un problema
mundial de salud pablica. Zuckerman (15), distingue tres zonas geogréficas, teniendo en
cuenta la prevalencia del HBsAg, que indica infeccién crénica por el VHB y la
prevalencia de los anticuerpos frente al antigeno del core (antiHBc) y frente al antigeno
de superficie (antiHBs), que indican infeccién o contacto con el VHB en el pasado.
(Tabla 1).

Asi, en primer lugar, existe una zona de alta prevélencia, que incluye el Sudeste
Asiatico, Africa Subsaharianay Pacifico Occidental, con una tasa de HBsAg positivo que
oscila entre el 5-20 % y dénde el 70-95 % de la poblacion presentan evidencias de
infeccion por el VHB en el pasado. En estos lugares, la infeccion es muchas veces
subclinica y se piensa que los principales mecanismos responsables de la misma son
la transmisién materno-infantil o vertical, y la transmisién persona a persona u
horizontal, durante los primeros afios de la vida.

En segundo lugar, existe unazona de prevalencia intermedia que incluye Europa
Oriental, Oriente Préximo, Sur-Oeste Asidtico, América del Sur y Central y los paises
Mediterraneos, entre los que se encuentra Espafia, con una tasa de HBsAg positivo que
oscila entre €1 1-5 %y dénde el 20-55 % de la poblacion presentan antiHBcy/o antiHBs
positivos. En esta zona intervienen todos los mecanismos de transmision, vertical,
horizontal, parenteral y sexual, sin quese pueda atribuir una mayor responsabilidad a uno
més que a otro.



FIGURA 4: CICLO REPLICATIVO DEL VHB. El virién penetra en el interior del
hepatocito y su genoma en el nicleo del mismo (1). La doble cadena de
DNA circulary abierta, se completa (2). La doble cadena de DNA se cierra

y se produce un superenrrollamiento, seguido de la transcripcion del DNA
aunamolécula de RNA, llamada pregenoma (3). El pregenoma se recubre
de la nucleocapside y sale desde el niicleo al citoplasma del hepatocito (4).
Sesintetizala cadena deI DNAL(-) (5).Sesintetizala cadenade DNAS(+)
(6). La nucleocapside se rodea de la cubierta externa formando un virion

que sale del hepatocito (7).
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TABLA 1
PREVALENCIA DE LA HEPATITIS B

ZONA GEOGRAFICA

HBsAg

antiHBc y/o antiHBs

SUDESTE ASIATICO
AFRICA SUBSAHARIANA
PACIFICO OCCIDENTAL

5-20 %

70-95 %

PAISES MEDITERRANEOS
EUROPA ORIENTAL
ORIENTE PROXIMO
AMERICA LATINA

1-5 %

20-55 %

ESTADOS UNIDOS
CANADA, AUSTRALIA
NUEVA ZELANDA
NORTE DE EUROPA

<1%

<10 %
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Por Gltimo, existe una zona de baja prevalencia, que incluye a los paises con mayor
desarrollo econdémico y social, como Estados Unidos, Canada, Australia, Nueva
Zelanda y los paises Occidentales del Norte de Europa. En ellos, la tasa de HBsAg
positivo es siempre inferior al 1 % y menos del 10 % de la poblacion presentan evidencias
deinfeccién enel pasado por el VHB. En estos paises, los sujetos infectados pertenecen
en su mayoria a colectivos expuestos de manera especial al VHB, como los adictos a
drogas por via parenteral (ADVP), personal sanitario, homosexuales masculinos
promiscuos, prostitutas y reclusos. En estos casos, la transmision se produce

fundamentalmente por via parenteral y/o via sexual.

La infeccion crénica por el VHB incrementa el riesgo de padecer carcinoma hepa-
tocelular primario (CHP). Las observaciones clinicas y los estudios epidemiolégicos
llevados a cabo en los dltimos afios han puesto de manifiesto la estrecha relacion
existente entre el VHB y el CHP. Esta relacién se basa en los hechos que se exponen a

continuacion:

En primer lugar, Smuzness (16), ha observado una coincidencia en la distribucién
geografica, de forma que las zonas de alta prevalencia para el HBsAg muestran alta
incidencia de CHP, como son Asiay Africa. Asimismo, laszonas de baja prevalencia para
el HBsAg, son también zonas de baja incidencia de CHP, como Estados Unidos, Europa
Occidental y Australia.

En segundo lugar, el riesgo de padecer CHP entre la poblacion HBsAg positiva, en
las zonas de alta prevalencia para este antigeno, es mucho mis alto que entre la
poblacién no portadora de dicho antigeno, como muestra el estudio prospectivo llevado
acabo por Beasley (17) en Taiwan, en elafio 1981, aunque, segtin Prince (18), noexisten

suficientes datos para afirmar que ocurra lo mismo en las zonas de baja prevalencia para
el HBsAg.

En tercer lugar, Summers (19) indica la aparicién de tumores en el higado de
marmotas, infectadas por el virusde la hepatitis de la marmota (WHV), que como se

haindicado, es de caracteristicas estructurales y epidemioldgicas muy similares a
las del VHB.

Por ultimo, Shafritz (20) ha encontrado el DNA del VHB integrado en el genoma

12



de los hepatocitos en pacientes con CHP. Por otra parte, la distribucion geogréfica
del agente Delta o virus de la hepatitis D (VHD), es segiin Rizzetto (13), irregulary
algunas veces confusa. Por un lado, se ha encontrado alta prevalencia de anticuerpos
frente al antigeno delta (antiDelta) en Italia, especialmente en el Sur del pais, donde
hasta el 50 % de la poblacién HBsAg positiva, con enfermedad crénica del higado,
presentan antiDelta positivo. Ademas Rizzetto (21) y Smedile (22), han encontrado
alta prevalencia de antiDelta en los paises escandinavos, frente a la baja prevalencia

encontrada en los paises vecinos del Norte de Europa.

Los datos epidemioldgicos aportados por Rizzetto (21), indican que el VHD es
endémico en el Sudeste de Europa, Africa y América del Sur, y que se encuentra
principalmente entre la poblacién HBsAg positiva que ha estado en contacto consangre
o derivados de la misma. Asi, segiin Raimondo (23) los ADVP son, actualmente, el
colectivo con mayor riesgo de contraer la infeccién por el VHD y de transmitirla, en

Europa Occidental.

También se han observado epidemias de hepatitis Delta en diferentes partes del
mundo, como ocurrié en Népoles , en el afio 1977 (21) y en Venezuela en 1981 (24).

Por ltimo, cabe destacar el hecho de que en el Sudeste Asiatico, a pesar de la alta
prevalencia de la infeccién por el VHB, la infeccion por el VHD es poco frecuente y
hasido descrita en contadas ocasiones. Larazon de este hallazgo se desconoce, aunque
se podria pensar, que la infeccion por el VHD nose ha extendido todavia por esta zona,

0 que existe resistencia genética a la misma entre la poblacion oriental (21).

I.5.- TRANSMISION.

No se conoce ningin reservorio animal importante del VHB, aunque existen
evidencias aisladas de que algiin primate superior haya podido ser infectado; asimismo,
no hay ninguna prueba de que puedan ser fuente de infeccién para el hombre.

El tnico reservorio del VHB esta constituido por los sujetos infectados. Se sabe que

mas de 200 millones de personas en todo el mundo son portadores cronicos del VHB, y

que la mitad de la poblacién mundial contrae a lo largo de la vida una infeccién clinica o
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subclinica,, por este agente.

La via de transmisién mas importante y frecuente es la via parenteral, a través de
transfusiones de sangre, plasma, fibrindgeno y material de laboratorio como jeringas
y agujas. Dentro de esta misma via existen otros vehiculos de transmisién como son los
objetos de aseo personal (tijeras, peines), instrumental médico (aparatos de endoscopia,

odontologia y diélisis) y los insectos hemat6fagos.

El personal sanitario y los ADVP son los dos colectivos con mayor riesgo de contraer
lainfeccién porvia parenteral. Asi, para el primero de ellos, se considera la hepatitis

B como enfermedad profesional en casi todas las legislaciones, entre ellas la espafiola.

Por otro lado, se ha encontrado el HBsAg en numerosas secreciones corporales de
sujetos infectados por el VHB, como saliva, semen, sudor, orina, lagrimas, leche materna,
secreciones vaginales, bilis, liquido cefalorraquideo y liquido pleural. En todas ellas, el
HBsAg se encuentra a concentraciones mucho mas bajas que en el suero, por lo que
tedricamente se necesitarian grandes cantidades de estos liquidos biologicos para que

fuesen realmente infecciosos.

Sélo a través de la saliva y el semen se ha conseguido transmitir la infeccion por
el VHB, pero la mayoria de las veces se ha visto que la sangre sigue jugando el papel

més importante en dicha transmision.
Teniendo en cuenta las personas que transmiten la infeccidn, a quién se la transmiten

yla via utilizada, se puede hablar de dos formas de transmisién del VHB, horizontal
y vertical.

1.5.1.- Transmision horizontal.

La transmisién horizontal de] VHB esla que tiene lugar desde un sujeto infectado
a otro miembro de la comunidad.

El VHB es muy resistente a los agentes fisicoquimicos, sin embargo, la

transmisién mediada por objetos contaminados s6lo se debera tener en cuenta cuando
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la barrera cutdneo-mucosa se encuentre alterada, ya que si se mantiene integra no es
adecuada para la penetracion del VHB.

Tampoco es adecuada la via oral, aunque Ward (25) y Heathcote (26) han visto que
el HBsAg se puede encontrar en la saliva de personas que lo tienen positivo, a su vez, en
el suero. Pero losintentos llevados a cabo por Osterholm (27)y Scott (28), de transmitir
por via oral la hepatitis B a chimpancés, utilizando saliva HBsAg positiva, han
fracasado, y s6lo han tenido éxito cuando la saliva era inoculada por via parenteral,
segiin los trabajos publicados por Scott (28) y Alter (29). Por otra parte, Brotman (30),
ha observado, de forma aislada, la presencia del HBsAg en insectos hematofagos, y
aunque se cree que el VHB no sereplica en ellos, si podrian transmitir la infeccion
al hombre. Sin embargo, ésto no se ha podido demostrar y su importancia parece ser
minima. Asi, en los paises tropicales habria que buscar otros factores y vias de

transmision para justificar la alta prevalencia del HBsAg.

La importancia de la transmisién del VHB por via sexual se basa en las siguientes
observaciones:

1) Koff(31), indica, quelainfeccion porel VHB enfamiliares o personas que conviven
consujetos HBsAg positivos, es mds frecuente entre sus compafieros sexuales, que

en las personas con las que tienen otros vinculos familiares.

2) Fulford (32), senala, que lainfeccidén por el VHB en prostitutas y heterosexuales

promiscuos, es més frecuente que en la poblacion general.

3) Dietzman (33), observa, que la prevalencia de la infeccion por el VHB en
homosexuales masculinos es muy elevada.

4) Heathcote (26) y Darani (34) han demostrado la presencia del HBsAgen semen
y secreciones vaginales junto con sangre menstrual, respectivamente.

5) Scott (28) y Alter (29), han conseguido transmitir la  infeccién por €]l VHB a

chimpancés y monos, por inoculacién subcutidnea e intravaginal de semen proce-
dente de sujetos que tenian el HBsAg positivo en el suero.
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La alta prevalencia de la infeccién por el VHB entre hombres homosexuales, se
atribuye a los frecuentestraumatismos de los vasos sanguineos de la mucosarectal, que

se producen durante las practicas homosexuales.

En el caso de las parejas heterosexuales, se piensaque el VHB del semen, penetra
através de los vasos sanguineos de la mucosa vaginal, aunque los traumatismos del
tracto genital femenino son menos frecuentes que en los hombres homosexuales.

Por todo lo citado anteriormente, la inoculacién, advertida o no, de sangre, es la

principal via de transmision horizontal del VHB.

1.5.2.- Transmision vertical.

La transmisidn verticales la que tiene lugar desde la gestante o madre HBsAgpositiva

al feto o recién nacido.

Eltérmino de transmision vertical es el mds empleado por los autores, aunque existen
numerosos nombres para referirse a ella, como transmision materno-infantil o
transmision madre-hijo del VHB.

Schweitzer (35), en 1970, describid los primeros casos de transmision vertical del
VHB, y desde entonces, otros muchos casos se han descrito (36-39).

La transmisién vertical es mas frecuente en los paises que tienen ungran niimero
de gestantes HBsAg positivas, como ocurre en el Sudeste Asiatico y Africa
Subsahariana (40-46). Sin embargo, en estas dos zonas, la frecuencia de la transmision
verticales diferente. Asi, mientras que en Taiwan, Beasley (44) ha encontrado que cerca
del 40 % de los nifios portadores cronicos del VHB se infectaron por transmisién vertical,
en Africa, por el contrario, Prince (43), Whittle (45) y Marinier (46), han observado, que
la transmision horizontal, fundamentalmente durante la infancia, predomina sobre la
transmision vertical. |

En Estados Unidos y Norte de Europa, la transmision vertical es responsable de la
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infeccién por el VHB en menos del 10 % de los casos (47-50), mieptras que en
Espafa, Genesca (51) calcula que ésta ocurre entre el 15-25 %.

Esta variacién en la frecuencia de la transmision vertical en las distintas zonas
geograficas, no sélodepende del nimero de madres portadoras del virus existente
en cada zona, sino también, y fundamentalmente, del grado de infectividad de las
mismas, que estd en relacion con el HBeAg y el DNA-VHB, ya que su presencia
aumenta considerablemente el riesgo de transmision de la infeccion por el VHB (52-60).

Segtin Chen (57)y Aldershvile (55), la prevalencia del HBeAg es mayor en el Sudeste
Asiatico que en el resto de los continentes, en los que predomina el antiHBe.

En un estudio llevado a cabo por Stevens (54), en Taiwan, en €l afio 1979, se observo
que el 95 % de los hijos de madres HBeAg positivas se infectaron, y de éstos, el 83 % se
convirtieron en portadorcs crénicos del VHB. Segiin Aldershvﬂe (55), este riesgo tan
elevado, es independiente de la zona geogréfica estudiada.

En los casos de madres antiHBe positivas o madres negativas para el HBeAg yel
antiHBe, el riesgo de transmision de la infeccién, es considerablemente menor, entorno
al 12 % y 25 %, respectivamente (52,54,61,62).

El mecanismo exacto de la transmisién vertical no esté totalmente aclarado, pero
Lee (63)y Zuckerman (15) piensan que ésta se pljede producir por una contaminacién
de sangre materno-fetal, a través de roturas de la placenta, o por el contacto delnifio
en el canal del parto o poco después de nacer, con sangre O secreciones maternas

contaminadas, a través de erosiones de la piel y mucosas.

Wong (64,65), considera que la transmision verticaldel VHB, antes del parto, ocurre

s6loenel5 % del los casos, ya que el VHBno atraviesa con facilidad la placenta integra
(53,63,66,67).

Para Alexander (68), sin embargo, el VHB siatravesaria la placenta, pero debido
a que el feto recibe de forma pasiva los anticuerpos antiHBc—IgG maternos, no se
produciria replicacion viral ni expresion antigénica alguna, hasta después del nacimien-
to, una vez que dichos anticuerpos desaparecen. |
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Linneman (69) y Boxall (70), han demostrado la presencia del HBsAgenla leche
materna, sin embargo, el riesgo de que a través de la misma se pueda transmitir la
infeccion por el VHB, es minimo. Estudios realizados por Beasley (71), enel afio 1975,
yDerso (41), enel afio 1978, han puesto de manifiesto que los nifios que se alimentan

con leche materna, no estén expuestos a un mayor riesgo de contraer la infeccion.

Las recomendaciones actuales permiten la lactancia en los nifios que han recibido
inmunoprofilaxis al nacer, y se considera, que en los paises subdesarrollados, en los que
este tipo de alimentacién previene enfermedades gastrointestinalesy nutricionales,

no se debe suprimir en ningin caso (72-74).

Martino (73)y Snydman (74), también han demostrado la presencia del HBsAg en
sangre del cordén umbilical de nifios nacidos de madres HBsAg positivas. Su presencia
puede deberse a la contaminacién con sangre materna o a la infeccion por el VHB, antes

del parto o durante €l mismo.

Con frecuencia, el hallazgo del HBsAg positivo en sangre del cordon, no se confirma
en posteriores andlisis, realizados en el suero del nifio, por lo que se piensa que su

presencia puede ser debida a la contaminacién con sangre materna.

Segtin Mollica (77), también puede ocurrir que el HBsAg desaparezca en los dias
posteriores al parto, y se vuelva a detectar varias semanas después del nacimiento,
coincidiendo con el inicio de la replicacion viral, en los casos en los que la infeccién se

produjo en el momento del parto.

Si la infeccién tuvo lugar antes del parto, el antiHBc-IgM deberia ser positivo en
la sangre del cordén, pero Goudeau (78), indica que este hecho ocurre en muy pocas
ocasiones, por lo que su ausencia no debe descartar siempre la posibilidad de infeccion
del feto, posibilidad que se tendra en cuenta, segiin Wong (65), cuando el titulo del
HBsAg en el suero del nifio, durante los primeros dias de vida, sea igual o superior al
encontrado en la sangre del cordén o si el HBsAg persiste en el suero, con
independencia del titulo encontrado, a pesar de laadministracion de inmunoglobulina
antihepatitis B (HBIG) al nacer.

Los anticuerpos de clase IgG, presentes en la circulacién materna, (antiHBc,
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antiHBs, antiHBe yantiDelta), pasan al feto, al igual que otrasinmunoglobulinas
de clase IgG (76,79,80).

I.6.- FORMAS CLINICAS DE LA INFECCION POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS
B.

La infeccién por el VHB se puede manifestar condiversas formas clinicas. Una
de ellas es la hepatitis aguda, que aparece en el 20-30 % de los sujetos infectados por el
VHB. De éstos, €199 % de los casos se resuelve favorablemente y €l 1 % restante puede
sufrir una hepatitis aguda fulminante, que puede llevar a la muerte, por insuficiencia
hepética.

Por otrolado, el 60-70 % de los sujetos infectados por el VHB, tienen una infeccion
subclinica, que transcurre y se resuelve sin manifestaciones clinicas objetivas. Los
sujetos que han tenido una infeccién de este tipo se pueden identificar por la presencia
en el suero de antiHBcy antiHBs.

Porltimo, aparece infeccién crénica en el 5-10 % de los sujetosinfectados porel VHB
durante la vida adulta. Este porcentaje aumenta si la infeccion tiene lugar durante la
infancia, alcanzando suméaximo valor cuando se produce en los primeros meses de vida.
El paso a la cronicidad parece guardar relacion con la calidad de la respuesta
inmunoldgica del paciente. Si dicha respuesta no es adecuada, el VHB no se elimina
de las células (hepaticas, mononucleares y de la médula 6sea), con lo que la infeccion se
perpetia. '

Los sujetos que padecen infeccién crénica por el VHB se caracterizan por la
presencia del HBsAg en suero durante un periodo minimo de 6 meses, por ello son
llamados también portadores crénicos del HBsAg.

Teniendo en cuenta las caracteristicas clinicas, bioquimicas, seroldgicas e
histoldgicas de los portadores crénicos del HBsAg, se podrian separar en dos grupos. El
primero de ellos serfa el grupo de los “portadores sanos”, que estaria formado por las
personas con HBsAg positivo en el suero, que no presentan sintomas de enfermedad
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cronica del higado, tienen actividad normal de aminotransferasas séricas y no presentan
HBeAg, DNA-VHB ni DNA-p en el suero. La biopsia hepética, en estos pacientes,
revelaun higado normal ocon pequeiias alteraciones histologicas inespecificas. Undato
caracteristico es la presencia del HBsAg en el citoplasma de los hepatocitosy la ausencia
del HBcAg en los mismos.

Aproximadamente el 70-90 % de las personas que tienen infeccion crénica por el
VHB se pueden considerar “portadores sanos”, y tienen un riesgo mayor que el de la
poblacién normal de padecer carcinoma hepatocelular primario (CHP).

Elsegundo grupo estaria formado por las personas con hepatitis cronica tipo B, que
presentan un proceso necrético-inflamatorio del higado, con HBsAg en el suero. Estos
enfermos suelen tener actividad elevada de las aminotransferasas séricas y HBeAg,
DNA-VHB y/o actividad de la DNA-p en el suero. La biopsia hepéatica revela la
existencia de alteraciones histoldgicas de mayor o menor grado, que nos permiten
clasificar estos procesos en: hepatitis crénica persistente (HCP), hepatitis cronicaactiva
(HCA) y hepatitis crénica lobulillar (HCL), en funcién de la extension y gravedad del
proceso necrdético-inflamatorio portal y del parénquima.

Aproximadamente el 10-30 % de los sujetos coninfeccién cronica porel VHB sufren

una hepatitis cronica de uno uotro tipo (HCP, HCAyHCL)y tienen un elevado riesgo
de padecer cirrosis hepética y/o carcinoma hepatocelular primario (CHP). (Figura 5).

1.7.- MARCADORES VIRICOS EN LA INFECCION POR EL VHB.

Los tres antigenos principales del VHB (HBsAg, HBcAgy HBeAg), al penetrar en
el organismo humano, dan lugar a la aparicion de sus anticuerpos correspondientes (an-
tiHBs, antiHBcyantiHBe). Todos ellos, antigenos y anticuerpos, junto conel DNA-VHB
y la DNA-p, se denominan marcadores del VHB. La presencia de unos u otros, en el
suero de los sujetos infectados, ademas de sus caracteristicas clinicas, bioquimicas
e histoldgicas, permiten distinguir las formas agudasy crénicas de la infeccién por el VHB
y hacer un pronéstico de su evolucion.
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FIGURA 5: Representacion de las distintas formas de evolucion de la infeccion por

el virus de la hepatitis B.
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En la hepatitis aguda tipo B, con evolucion favorable, el HBsAg aparece en el
suero dos a cuatro semanas antes del inicio de los sintomas clinicos y del aumento de
la actividad de las aminotransferasas séricas, alcanzando una concentracién maxima du-
rante la fase aguda de la infeccion y disminuyendo gradualmente hasta desaparecer
al cabo de 4-6 meses. De forma simulténea o al poco tiempo de su desaparicion, aparece
el antiHBs, que puede persistir durante toda la vida, en més del 80 % de los casos.

ElHBeAgaparece enelsuero pocodespués de hacerloel HBsAg. Supresenciaindica
replicacion virica activa. Cuando el HBsAg comienza a disminuir, el HBeAg desaparece
del suero y aparece el antiHBe.

El HBcAg no se detecta en el suero por los procedimientos habituales, pero
sisu anticuerpo (antiHBc), aproximadamente a las dos semanas de aparecer el HBsAg.

El antiHBc es mayoritariamente de clase IgM, durante la fase aguda de la infeccion,
y de clase IgG durante la fase de recuperacion, persistiendo éste Gltimo, en la mayoria
de los casos, a lo largo de toda la vida.

El DNA-VHB y laDNA-p, se pueden detectar poco después de aparecer el HBsAg
y su presencia en suero constituye evidencia de replicacidn virica activa. (Figura 6).

Cuando el HBsAg persiste durante mas de 6 meses, en el suero de las personas
infectadas, se habla de infeccion crénica por el VHB o portadores cronicos del HBsAg.
En el suero de todos estos pacientes, ademéas del HBsAg y antiHBc (IgG), se puede
detectar el HBeAg (portadores cronicos sin seroconversién) o el antiHBe (portadores
crénicos con seroconversion). (Figura 7).

En uno u otro caso, el DNA-VHB puede estar presente, indicando siempre replica-

cion virica activa, cuando se detecta en el suero del enfermo.
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L.8.- INFECCION MATERNA POR EL VHB: REPERCUSIONES Y EFECTOS EN
EL NINO.

Segtin Snydman (74) y Shalev (81), la infeccién por el VHB no aumenta el riesgo de
malformaciones congénitas, muerte intraitero, abortos o retraso en el crecimiento del
feto, pero si puede incrementar el riesgo de que los nifios nazcan prematuros sila madre

se infecta durante el Gltimo trimestre del embarazo.

Cuando el feto o el recién nacido sufren infeccién por el VHB, a través de un
mecanismo de transmision vertical, las formas en las que se puede manifestar dicha
infeccion son, en lineas generales, semejantes a las descritas para los adultos que sufren
infeccion por el VHB, pero segin Beasley (82), con dos diferencias fundamentales:
los nifios se convierten en portadores cronicos del VHB con mayor frecuencia que las
personas que se infectan durante la vida adultay ademas, tienen un riesgo mayor de
padecer enfermedad hepética cronica, cirrosis o carcinoma hepatocelular primario, a
lo largo de su vida. |

El riesgo de convertirse en portadores cronicos del VHB es mayor cuanto menor
sealaedad a la cual seadquiere la infeccién. Asi, mientras en los adultos este riesgo
es del 5-10 %, enlos nifios puede llegar hasta el 80-85 %, sobre todo silamadre es HBeAg
positiva (54).

Segin Sasaki (83), el riesgo de que estos nifios sean, a su vez, HBeAg positivos, es
también mayor, cuanto menor sea la edad a la cual se adquiere la infeccion y en cuanto
al sexo, en los nifios, al igual que enlos adultos, la infeccién crénica por el VHB, junto

con la presencia del HBeAg, es més frecuente en los varones que en las hembras.

Es importante destacar, desde el punto de vista epidemioldgico, que los nifios
portadores cronicos del VHB, pueden transmitir lainfeccién a otras personas, a lolargo
de suvida, yenelcasodelas hembras, a sus propios hijos, completandose el ciclo con
nuevos casos de transmisiOn vertical.

La transmision vertical del VHB es una de las causas mas importantes de la infeccién

por este virus durante la infancia. Numerosos trabajos describen diferentes formas
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clinicas de la infeccién, que incluirfan procesos cronicos, de mayor o menor gravedad:
estado de portador sano del HBsAg, HCP, HCA, cirrosis y CHP (84-90) y procesos
agudos: formas leves, transitorias o severas de hepatitis B aguda y hepatitis fulminante
(50,91,92).

1.9.- PREVENCION DE LA INFECCION POR EL VHB.

La alta prevalencia de la infeccién por el VHB, la gravedad de algunas de sus
manifestaciones clinicas y la ausencia de pautas terapefticas para lamayoria de ellas, han
creadola necesidad de establecer medidas preventivas basadas enlos avances producidos
en el conocimiento de la epidemiologia y la biologia del VHB, asicomo en la posibilidad

de identificar a las personas infectadas o inmunizadas.

La prevencién de la infeccion por el VHB incluye medidas generales y la
inmunoprofilaxis pasiva y/o activa, tanto en los casos de exposicion accidental al virus,
como en los grupos de poblacién con elevado riesgo de infeccion.

Las medidas generales de prevencién de la infeccioén por el VHB son las siguientes:

- Extremar las medidas de higiene general.

- Evitar las inyecciones o extracciones de sangre que no sean realizadas con material
desechable.

- Evitar los tatuajes, asi como la acupuntura, que no se realicen con instrumental
correctamente esterilizado.

- Evitar el uso de drogas por via parenteral o en su defecto, utilizar material
desechable o de uso individual.

- Evitar las relaciones homo y heterosexuales anénimas y ~promiscuas o en su caso
utilizar preservativos.
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Para los sujetos infectados se recomienda el uso personal de dtiles de aseo,
instrumentos que se puedan contaminar con sangre (maquinilla de afeitar, cepillos de
dientes, etc.), higiene personal enaseo aparte, lavado de ropa independiente yen general,
todas aquellas medidas que conlleven el maximo aislamiento posible de los mismos.

Para el personal sanitario, se recomienda extremar las medidas de precaucion
durante la asistencia a pacientes infectados y con la manipulacion de material
contaminado. Estas recomendaciones incluyen:

- Evitar heridas accidentales.

- Usar dos pares de guantes y batas protectoras desechables.

- Lavar enérgicamente las manos antes y después de toda manipulacion.

- Introducir en un segundo recipiente, resistente e identificado de forma visible,
todas las muestras contaminadas que deban ser transportadas.

- Usar lejia doméstica para las salpicaduras y manchas de sangre.

- Usar jeringas yagujas desechables. Estas tltimas se depositaran, sin reencapsular,

con el fin de evitar pinchazos, en contenedores resistentes e independientes.

- Usar mascarillas cuando se manipule en el laboratorio material contaminado, que

nunca debe ser pipeteado con la boca.

- Esterilizar de forma adecuada todo el instrumental médico no desechable que vaya
a erosionar o penetrar enla piel olas mucosas de los pacientes. Como métodos
correctos de esterilizacion, se consideran el calor himedo (autoclave) a 121°C,
durante 30 minutos y el calor seco (hornosy estufas)a 170°C, durante 60 minutos.
El instrumental médico que no puede ser sometido a altas temperaturas, se
esterilizard con 6xido de etileno o glutaraldehido al 2 % durante 10 horas.

Las medidas generales comentadas hasta ahora no son suficientes por si solas para
prevenir lainfeccion por el VHB en determinados grupos de poblacion que presentan un
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riesgo elevado de infecci6n, por lo que en estos casos, se deben adoptar medidas de

inmunoprofilaxis pasiva y/o activa.

Siguiendo las recomendaciones del Centers for Disease Control (93), para la inmu-
noprofilaxis pasiva se utilizala inmunoglobulina antihepatitis B (HBIG), elaborada a
partir del plasma de sujetos antiHBs positivos y que contiene titulos de este anticuerpo
superiores a 1:100.000 (RIA).

La HBIG estdindicada en la profilaxis postexposicién, es decir, en la prevencion
de la infeccién por el VHB después de la exposicion al virus en cualquiera de las

situaciones siguientes:
- contacto accidental, a través de la piel o las mucosas, con sangre HBsAg positiva.
- contacto sexual con personas HBsAg positivas.
- contacto perinatal en nifios nacidos de madrg:s HBsAg positivas.

En las tres situaciones, la HBIG debe administrarse lo antes posible, a la dosis de 5
ml para los adultos (0,006 ml/Kg) yde 0,5 ml para los recién nacidos. En todos los casos
se debe completar la profilaxis con la administracién de la vacuna frente al VHB.

En las situaciones de preexposicion, es decir, en las personas o colectivos que
presentan un riesgo elevado de infeccién por el VHB, la HBIG no debe utilizarse, ya que
se deberia administrar una dosis cada mes para garantizar la proteccion permanente, lo
cual es poco practico, caro y no exento de riesgos. En estos casos, esta indicada la in-
munizacién activa por medio de la vacuna antihepatitis B. Los primeros estudiosllevados
a cabo para la obtencién de la vacuna frente ala hepatitis B se iniciaron a principios
de losanos 70. Asi, enelafo 1971, Krugman (94), elaboré una primera vacuna, a partir
de diluciones del suero obtenido de portadores crénicos del HBsAg, inactivado
mediante ebullicién y observé que la administracion de esta vacuna rudimentaria
protegia contra la infeccién o modificaba el curso clinico de la enfermedad, en el
70 % de los casos, tras la inoculacion de suero infeccioso.

Este estudio proporciono las bases para utilizar el suero de portadores del VHB en
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la obtencion de una vacuna inmundgena y protectora.

De esta forma, en el afio 1976, Maupas (95) en Franciay Buynak (96) y Hilleman
(97) en Estados Unidos, desarrollaron, de forma paralela, las vacunas derivadas del
plasma humano, compuestas por particulas de HBsAg inactivadas y purificadas,
conocidas como vacunas de primera generacion, autorizdndose su uso en Estados
Unidos, en el ano 1981.

El problema que presentaban estas vacunas, era su procedencia plasmatica, que
limitaba su produccién y obligaba a una elaboracién prolongada, para lograr la méxima
seguridad y eficacia.

Por ello, se iniciaron otras lineas de investigacion, basadas en técnicas de biotecnolo-
gia. Asi, mediante la recombinacién del fragmento de DNA del VHB que codifica el
HBsAg (Regién S), en células procariotas y eucariotas, se obtuvieron, por secrecion en
el medio de cultivo, pérticulas de HBsAg similares a las encontradas en el plasma de
los sujetos infectados. Para la produccién de este tipo de vacunas, conocidas como
vacunas de segunda generacién, se han utilizado principalmente, levaduras (98)y
células de mamiferos (99,100).

Finalmente, las vacunas de tercera generacién, estan basadas en la obtencién de
péptidos sintéticos, a partir de la secuencia exacta de la region S del DNA-VHB
(101,102), y estan en fase de experimentacién vacunas que utilizan conjuntamente las
regiones Sy pre-S, del DNA-VHB (103), o el HBcAg (103).

L4

En Espafa, la adquisicién, prescripcién ydispensacién de la vacunaantihepatitis
B, se efecta segin los establecido en el Real Decreto 3179/1983 del 23 de Noviembre
(104), cuyo articulo 2° dice que sélo se recomendara la vacuna a las personas que
pertenezcan a alguno de los siguientes grupos de riesgo, tras los informes clinicos,
serolégicos y epidemiol6gicos correspondientes:

- Enfermos sometidos a hemodilisis o transfusiones periddicas.

- Personal que trabaje directamente en los servicios de hemodidlisis, analisis,
quirtrgicos, dentales y laboratorios.
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- Deficientes mentales ingresados en instituciones cerradasy personal que trabaje
en ellas.

- Personal en contacto intimo con portadores cronicos del virus de la hepatitis B.

- Personas que practiquen punciones cutaneas frecuentes no controladas médica-
mente (drogadictos etc.)

- En casos concretos donde concurran especificas circunstancias que lo aconsejen.

Por otra parte, para autorizar la adquisicién de la vacuna, se exige un protocolo de
prevacunacion, en el que conste que el HBsAg, antiHBc y antiHBs son negativos.

La determinacion de estos marcadores, antes de lavacunacion, en los adultosy nifios
que no sean recién nacidos, es indispensable, para evitar inmunizaciones innecesarias
en los casos en que exista evidencia de infeccién, presente o pasada, por el VHB. En
el suero de los recién nacidos de madres portadoras, existe antiHBc-IgG, adquirido
pasivamente por via transplacentaria, y en ocasiones, HBsAg en sangre del cordon, que
no contraindica la vacunacién, sino que la hacenindispensable, y se debe vacunarlo antes
posible tras el nacimiento.

En Espana hay actualmente disponibles tres vacunas distintas:

- vacuna plasmatica (Merck Sharp Dohme) (HB-VAX)® , que se presenta en viales
de 1 ml que contienen 20 ug de HBsAg. |

- vacuna plasmatica (Pasteur) (HEVAC-B)® , que se presenta en viales de 1 ml con
5 ug de HBsAg.

- vacuna recombinante de levadura (Smith-Kline & French) (Engerix-B)® ,enviales
de 1 ml con 20 ug de HBsAg.

Las tres vacunas se administran por viaintramuscular. Enlosadultos enla region

deltoidey en los nifios pequeios y recién nacidos, en el gliteo o zona anterolateral del
muslo. |

30



La vacuna Merck se administra en 3 dosis, de 20 ug cada una de ellas, en los adultos

y niflos mayores de 10 afos, y de 10 ug en los recién nacidos y nifios menores de 10 afios.

La vacuna Pasteur se administra en 4 dosis, de 5 ug cada una, tanto en adultos, nifios
y recién nacidos.

Lavacuna recombinante se administra en 3 dosis, para losadultos y nifios, y 4 dosis para
los recién nacidos, de 20 ug cada una de ellas.

Losintervalos utilizados, cuando se administran tres dosis, son de 0, 1 y 6 meses (pauta
“americana”),ysise administran cuatro dosis, sonde 0, 1,2y 12 meses (pauta “francesa”).

Cualquiera de estas vacunas induce una respuesta de antiHBs, a un nivel protector,
en €l 92-97 % de las personas sanas e inmunologicamente normales, incluyendo a los
recién nacidos.

La duracién del efecto protector de la vacuna depende del titulo de antiHBs
conseguido tras la vacunacion. Se calcula que en la mayoria de las personas hay niveles
de antiHBs protectores durante 3-5 anos, debiendo administrarse una nueva dosis

de vacuna cuando los niveles de antiHBs estan por debajo del limite protector.

La seguridad de las vacunas antihepatitis B, tanto las de primera como de segunda
generacion, parece fuera de toda duda (105,107), y se ha demostrado que las vacunas de
procedencia plasmética estdn exentas del cualquier gérmen infeccioso  conocido,
incluido el virus de lainmunodeficiencia humana (HIV) (108).

Tan solo sehan descritoreaccioneslocales en lazonade inyeccidn, cefaleayfebricula,

enmenos del 20 % de las personas que han recibido la vacuna, tanto plasmética, como
recombinante (109).

L.10.- PREVENCION DE LA TRANSMISION VERTICAL DEL VHB.

La prevencion de la transmisi6n vertical del VHB es posible y eficaz desde hace unos
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afios, siendo necesario para ello, identificar las mujeres gestantes HBsAg positivas
mediante un “screening” de rutina que incluya a todas las mujeres embarazadas. El
“screening” inicial puede consistir en la determinacion del HBsAg o del antiHBcen
suero. En cualquier caso, se debe llevar a cabo con la suficiente antelacion para organizar
y realizar la proteccién del recién nacido inmediatamente después del parto.

La prevenci6n de la infeccién por el VHB en los hijos de  madres HBsAg positivas
puede ser realizada por inmunoprofilaxis pasiva y/o activa.

En los primeros estudios publicados (110-113), a principios de los afios 80, s6lo se
administré HBIG al recién nacido y se vi6 que se podia evitar el estado de portador
cronico del HBsAg hasta en el 75 % de los nifos, durante €l primer afio de vida, siempre
y cuando se administrase lo més precozmente posible y con sucesivas dosis durante los
tres a seis primeros meses de vida. |

Beasley (114,115), en 1981, inicié en Taiwan un ensayo a doble ciego controlado con
placebo paracomprobar la eficacia de la HBIG en la prevencién de la transmision vertical
del VHB, obteniendo niveles de proteccién del 71 %, cuando se administraban tres dosis
de 0,5mlcadauna,a los 0, 3 y6 meses devida, ydel 42 % cuando se administraba una
sola dosis de 1,0 ml tras el nacimiento. También se observd que aproximadamente el 40
% de los nifios tenian una inmunizacién “pasiva-activa”, por la administracion pasiva

de anticuerpos y la produccién activa de los mismos tras una infeccién subclinica.

Con la aparicion de las vacunas plasmaticas en 1981, se realizaron estudios para
comprobar su eficacia en la prevencion de la transmision vertical del VHB en Senegal
y Sudeste Asiatico (114-118), obteniendose resultados similares a los encontrados
tras la administracidon de dosis multiples de HBIG.

En los Gltimos afios se han realizado numerosos estudios con diferentes pautas de
vacunacion(119-121), y combinando laHBIG con lavacuna antihepatitis B (65,122-130).
Estos Gltimos han demostrado una eficacia protectora del 94-97 %, por lo que la
inmunoprofilaxis combinada (pasiva y activa) es actualmente el mejor método y el que
serecomienda enla prevenciénde la transmisidnvertical,ya que protege al recién nacido,
de forma inmediata y a largo plazo, de la infeccion por el VHB.
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La inmunoprofilaxis debe iniciarse lo antes posible tras el nacimiento, con la
administracién de 0,5 ml de HBIG y la primera dosis de la vacuna, ambas por via
intramuscular, pero en lugares diferentes. La vacunacion se continua a las dosis e
intervalos indicados en cada caso, segin el tipo de vacuna utilizada. Si la vacunacion se
retrasa, hay que seguir administrando 0,5 mlde HBIG mensualmente hasta que se inicie
la profilaxis activa. (Tabla 2).

Se debe proteger a los nifios nacidos de gestantes HBsAg positivas, por infeccion
aguda o crénica, conindependencia de la presencia en elsuero de lamadre del HBeAg,
antiHBe o la ausencia de ambos marcadores.

La profilaxis del recién nacido al principio estaba condicionada a la presencia del
HBsAg en sangre del cordén, de forma que se indicaba s6lo cuando el HBsAg era
negativo. Actualmente, se admite que la inmunoprofilaxis debe iniciarse aunque el
HBsAg sea positivo en sangre del cordon, ya que puede deberse a contaminacion con
sangre materna, infeccién en el momento de parto o infeccion intradtero con
replicacion viral. En el primer caso, la profilaxis resulta eficaz, en el segundo, puede
prevenir o modificar el curso de la enfermedady en el tercero de los casos, no previene
la enfermedad, pero tampoco resulta perjudicial para el nifio (131).

La administracién simultinea de vacuna antihepatitis B y las vacunas frente a la

difteria, tétanos, tosferina y polio no interfieren en la produccioén de anticuerpos ni
provoca reacciones anormales en los nifios (132).

I.11.- VIRUS DE LA HEPATITIS C.

Con el desarrollo de marcadores seroldgicos especificos para el VHAyel VHB,
Feinstone (133) y Knodell (134), enel afio 1975, observaron que la mayoria de los casos
de hepatitis asociada a transfusion sanguinea o hepatitis post-transfusional (HPT), no
podian ser atribuidos al VHA, VHB u otros virus hepatotropos, y ante la imposibilidad

de identificar el agente o agentes que la producian, se la denominé hepatitis no-A, no-B
(HNANB).
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TABLA 2

INMUNOPROFILAXIS EN R.N. DE MADRES HBsAg POSITIVAS

VIA DOSIS N°DOSIS | INTERVALOS
HBIG M 50 UI (0,5 ml)
VACUNAS DISPONIBLES:
HB-VAX ® (MSD) M 10 ug HBsAg 3 0-1-6 meses
HEVAC-B ® (PASTEUR) Sug HBsAg 4 0-1-2-12 meses
ENGERIX-B ® (SKF) 20 ug HBsAg 4 0-1-2-12 meses

. Repetir HBIG mensualmente si se retrasa la vacunacion.
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Actualmente se considera que la HNANB es responsable de més del 90 % de los
casos de hepatitis post-transfusional, siendo transmitida principalmente por via
parenteral, a través de la sangre o productos sanguineos contaminados, aunque, segin

Alter (135), también puede ser transmitida por otras vias (oral, sexual, cutanea, etc.)

Por otro lado, en un estudio prospectivo sobre la HNANB post-transfusional, llevado
a cabo por Dienstag (136) en el afio 1986, se indica que alrededor del 75 % de las
infecciones agudas son subclinicas, queaproximadamente, la mitad de todas las
infecciones cronifican y de éstas, alrededor del 20 % pueden evolucionar hacia una
cirrosis hepatica. Asimismo, enun trabajo llevado a cabo por Okuda (137) en el afio 1984,
se plantea que pueda existir una posible asociacion entre la HNANB y el carcinoma
hepatocelular primario.

Por todo lo dicho, laHNANB es, hoy dia, una de las principales complicaciones de las
transfusiones sanguineasy un importante problema de salud piblica en todo el mundo,
loque hamotivado, alo largode la tltima década, numerosos trabajos de investigaci(’)n,
centrados fundamentalmente en la identificacion del agente que la produce y en la

obtencion de métodos de diagndstico especificos para dicho proceso.

Como se ha citado, enlos Wltimos afios aparecen numerosos estudios que tratan de
identificar la particula virica que produce la HNANB, cuya morfologia se desconoce,
aunque ha sido posible transmitir la infeccién a chimpancés. Dienstag (138), en el
afo 1983, indica que en algunos trabajos se utilizan estos animales como modelos para
el estudio de la infeccién en humanos. Asimismo se ha comprobado que los solventes
organicos destruyen la capacidad infectiva del agente virico, porque desnaturalizan
su cubierta lipidica. También se sabe que estos virus atraviesan filtros de un diametro
inferior a 80 nm. Todo lo anterior lleva a Bradley (139) a considerar que el agente
responsable de la HNANB es un pequefio virus RNA, semejante alos de la familia de
los togavirus. No obstante, la incapacidad para identificar antigenos especificos y
acidos nucleicos asociados al virus, hace que su verdadera naturaleza permanezca
todavia en el terreno de la hipétesis.

Por otra parte, debido a la frecuencia y severidad de la HNANB, la necesidad de

desarrollar métodos de diagnéstico especificos, ha sido cada vez mas urgente. Asi,

después de miltiples intentos por estandarizar un método de deteccién del virus, como
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el llevado a cabo en el afio 1981 por Suh (140), en el afio 1989, Choo y Kuo (141) han
logrado clonar elgenoma de un agente de la HNANB, denominado virus de la hepatitis
C (VHC), y basandose en estos hallazgos, los citados autores (142) han desarrollado

un enzimainmunoensayo especifico para la determinacion de anticuerpos circulantes
frente al VHC.

Los estudios llevados a cabo a lo largo del afio 1989, en diferentes paises, por autores
como Kuoy Choo (142), Esteban (143), van der Poel (144), Kiihnl (145) yRoggendorf
(146), indican que el VHC es la principal causa (y quizés la tnica), de HNANB post-
transfusional, asi como de la HNANB adquirida en la comunidad por exposicion
parenteral, o por otras vias de transmision.
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OBJETIVOS

Existe un elevado niimero de sujetos portadores delantigeno de superficie del virus
de la hepatitis B, cuya evolucién clinica puede conducir a la cirrosis hepatica y/o
carcinoma hepatocelular primario. El estudio de estos sujetos y de los mecanismos de
transmisién del virus es de una gran importancia sanitaria.

Los OBJETIVOS del presente trabajo son los siguientes:

1°) Determinar la prevalencia del virus de la hepatitis B en una poblacion de mujeres
embarazadas, procedentes de nuestro medio (Area del Hospital Universitario
“Virgen Macarena”).

2°  Estudio de los distintos mecanismos de transmision del virus de la hepatitis B dentro
del entorno familiar.

3°  Estudio de las medidas inmunoprofilacticas adecuadas para disminuir o erradicar
la transmision del virus de la hepatitis B.

A finales de afio 1989 aparecen trabajos que permitenla deteccion de anticuerpos
frente al virus de la hepatitis C. Con el fin de completar el estudio se afiadi6 un nuevo
objetivo como era observar la presencia de dichos anticuerpos en una parte de la
poblacion estudiada.
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II.- MATERIAL Y METODOS



II.1.- GESTANTES.

Se han estudiado en la Unidad de Hepatologia del Departamento de Bioquimica
Clinica del Hospital Universitario “Virgen Macarena”, 2600 mujeres gestantes,
remitidas desde las consultas externas del Departamento de Obstetricia y Ginecologia
de dicho Hospital y otros centros de su area asistencial, durante el periodo de tiempo
comprendido entre el 1 de Enero de 1988y el 30 de Junio de 1989.

Las mujeres estudiadas presentaban edades entre los 15y 45 afnos, con una media de
26,7 afios. Su distribucién se hizo dela siguiente forma: el 14 % de las mujeres tenian
de 15a20afos, €129 % de 21 a 25 afos, €134 % de 26 a 30 afios, el 16 % de 31 a 35 afios,
el 6 % de 36 a 40 afios y el 1 % de 41 a 45 afios. (Grafica 1).

Asimismo, 122 % de las mujeres se encontraban en el primer trimestre de gestacion,

el 50 % en el segundoy el 28 % en el dltimo trimestre.

El 55 % de las mujeres residian en la ciudad de Sevillay el 45 % en pueblos de su
provincia.

I1.2.- FAMILIARES.

Se han estudiado en total a 188 familiares de mujeres portadoras crénicas del
HBsAg, distribuidos de la siguiente forma: 36 conyuges, 34 hijos (15 varones y 19
hembras), 40 padres (14 varones y 26 hembras), y 78 hermanos (39 varones y 39
‘hembras), con edades comprendidas entre los 9 meses ylos 70 afios, con una media de
29,4 afios en el grupo de los conyuges, 6,1 afos en el grupo de los hijos, 57,5 afios en el
grupo de los padres y 25,8 afos en el grupo de los hermanos. (Gréfica 2).

I1.3.- SANGRE DEL CORDON.

Se han obtenido un total de 32 muestras de sangre del cordén umbilical, de los nifios
nacidos de madres que eran portadoras cronicas del HBsAg. De estos nifios, 18 fueron
varones y 14 hembras.
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Todos los nifios nacieron con peso adecuado y no presentaron ningan tipo de

alteracion, excepto uno que nacié con el Sindrome de Down.

Todos los partos tuvieron lugar a término, excepto uno que fué alas 32semanas de

gestacién. En cuatro ocasiones se tuvo que practicar cesérea.

I1.4.- MATERIAL DE LABORATORIO.

- Ultracentrifuga, Mod. L5-HO (BECKMAN).

- Contador Gamma MULTI-CRYSTAL COUNTER LB 2104 (BERTHOLD).
- Contador LKB 1210 Ultrabeta.

- Autoanalizador Mod. CHEM 1 (TECHNICON).

- Rotor T-25 (BECKMAN).

- Microfuga (EPPENDOREF).

- Espectrofotémetros: QUANTUM TM II (ABBOT), COBAS EIA (ROCHE)y
AUTOREADER III (ORTHO).

- Incubadores y lavadores automéiticos (ROCHE, ABBOT y ORTHO).
- Agitador Mischer 5432 (EPPENDORF).

- Material fungible.

- Material desechable.

- Centrifuga , Mod. Clino (ORTHO).
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PC-640 A turbo II, Mod. N° 14CH113 (INVES).

Mezclador ATOMIXER (ATOM).

Tubos de policarbonato de 1 ml, Ref. 342646 (BECKMAN).

Filtros WHATMAN (grado 3).

Tubos de centelleo (ATOM).

Ficoll-Paque (PHARMACIA).

Solucién isotdnica de cloruro de sodio al 0.9 % (PALEX).

Sacarosa (Art. 7651, MERCK).

Nonidet P-40 (N-6507, SIGMA).

2-Mercaptoetanol (Art. 805740, MERCK).

TRIS (Hidroximetil)-aminometano (Art. 8382, MERCK).

Cl, Mg (Art. 5833, MERCK).

CINH, (Art. 1145, MERCK).

Timidina-H? fS'-trifosfato (TRK-424, AMERSHAM).

d-ATP (2'-desoxiadenosin-5'-trifosfato) (Ref. 6500, PM = 535,1 SIGMA).
d-GTP (2'-desoxiguanosin-5'-trifosfato) (Ref. 4010, PM = 507,2 SIGMA).
d-CTP (2’'desoxicitidin-5'-trifosfato) (Ref. 4635, PM = 467,2 SIGMA).

TCA (4cido tricloroacético, Art. 807, MERCK).
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Pirofosfato sodico (P, O,Na, , N-8010, SIGMA).

- Liquido de centelleo (Ref. 56920, KONTRON).

- DISOLUCION I:

- DISOLUCION II

- DISOLUCION II:

- DISOLUCION A:

I1.5.- PROTOCOLO.

A finales del afio 1987 se inici6 enla Unidad de Hepatologia del Departamento de
Bioquimica Clinica, el disefio del programa de transmision horizontaly vertical del VHB,
objeto de este estudio. Puestos en contacto con el Departamento de Obstetricia y
Ginecologia de nuestro Hospital y contando consu estrecha colaboracion, se elabor6

una ficha de peticion para que acompaiiase y sirviese de identificacion a cada muestra

Tris-HC1 0,01 M, pH = 7,4.
12,5 ul Nonidet P-40
2 ml DISOLUCION 1
25 ul 2-mercaptoetanol
900 ul Tris-HC1 0,01 M, pH = 7,1-7,2
30 ul C1, Mg 0,02 M
180 ul CINH, , 0,24 M
300 ul Timidina tritiada (d-TTP-H?,1 mCi/ml)
30 ul d-ATP 0,5 mM
30 ul d-GTP 0,5 mM

30 ul d-CTP 0,5 mM

Sacarosa 30 % / DISOLUCION 1
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de sangre venosa llegada al laboratorio para ser incluida dentro del programa citado.

En dicha ficha se hacia constar el nombre y apellidos de la gestante, edad, teléfono
odireccién, tiempo de gestacion, si habia tenido historia antigua de hepatitis o si convivia
o habia convivido con enfermo hepatico, médico que hacia la peticién y centro de
procedencia. (Figura 8).

Todas las peticiones, en el momento de su llegada, se registraban en un libro de
entrada, asigniandoseles un nimero de identificacién y a continuacion se elaboraba una
copia de la ficha de peticion, destinada a nuestro archivo.

Todas las muestras fueron procesadas por centrifugaciony el suero se separd
en tres alicuotas. Una de ellas era congelada a - 80 © C, pasando a formar parte de la
seroteca dispuesta a tal fin. Otra se utilizaba para la determinacion de las aminotransfe-
rasas séricas (AST y ALT) y en la dltima alicuota se realizaba la determinacion
del anticuerpo total del core (antiHBc), utilizando este marcador como “screening”
inicial. En funcién de los resultados encontrados en cada caso, se realizaron otras de-
terminaciones, siguiendo siempre el siguiente esquema de trabajo (Figura 9):

- Cuando el antiHBc era negativo en las muestras analizadas, no se realizaba
ninguna otra determinacion.

- Si el antiHBc era positivo, se procedia a la determinacion del antigeno de
superficie y su anticuerpo (HBsAg yantiHBs). Siambos eran negativos, osisolo era
positivo el antiHBs, se finalizaba el estudio; si el HBsAg era positivo, se continuaba
conla determinaciéndel antigeno E de la hepatitis B, su anticuerpoy elanticuerpo
frente al virus Delta (HBeAg, antiHBe y antiDelta)

En todos los casos se anotaron los resultados, tanto en la ficha de peticién como en

la copia. La ficha fué enviada al centro de procedencia y la copia archivada en el
laboratorio.

Cuando se identificaba una gestante con el HBsAg positivo, nos poniamos en
contacto con ella, concertando una primera cita en la que la mujer era informada de los
analisis realizados y del contenido del programa que se estaba llevando a cabo. A

44



S
nad op Yol B VANOIA

"uQIdL

IR, I* APELLIDO
SERVICIO DPTO. DE BIOQUIMICA 2APELLIDD
FECHA 0 19 CLINICA NOMBRE EDAD
N LABORATORID
A RELLENAR POR EL GINECOLOGO S0 DUt
_HISTORIA ANTIGUA OF HEPATITIS g 0 o
_CONVIVE 0 HA CONVIVIDO CON e — TELEFONO
ENFERMD  HEPATICO EDAD  GEST, SEMANAS _

HOSPITAL UNIVERSITARG — SEVILLA

RESULTADOS DE LABORATORID

BB Ag
HBg Ag
ApHBg
AphBy

60T
6P T

e —r—————————




antiHB,

ol

HByAg antiiB, antiDelta

FIGURA 9: Esquema del "screening"” para marcadores del virus de la hepatitis B en

mujeres gestantes.
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continuacién se realizaba el estudio de las personas que convivian con ella (conyuges e
hijos) y de los familiares directos (padres y hermanos). En todos los casos se determind
ensuero: AST, ALT, HBsAg, antiHBc y antiHBs. Sialguna persona era HBsAg positivo,
también se determinaba el HBeAg, antiHBe y antiDelta.

A cada gestante HBsAg positiva se le extrajo una nueva muestra de sangre antes
del parto (al menos unavez), obteniendo 10 mlde sangre coagulada mas 10 ml de sangre
con heparina litio. Estos Gltimos se destinaban para la determinacion de los antigenos
del VHB en células mononucleares.

Enelsuero de las gestantes HBsAg positivas también se llevOa cabola determinacion
de la actividad de la DNA-polimerasa (DNA-p) y el DNA del VHB (DNA-VHB).

En el momento de dar a luz se tomaron muestras de sangre del cordon, que una
vez procesadas, y tras determinar el HBsAg, el antiHBcy antiHBs, se congelaban a - 80
°C.

Todos los nifios recibieron el tratamiento profilactico combinado (inmunizacion
pasiva y activa) frente ala hepatitis B, con la administracién de 0,5 ml de HBIG dentro
de las primeras 24 horas tras el nacimiento y la primera dosis de la vacuna dentro de las
48 horas. Las sucesivas dosis de la vacuna, hasta un total de cuatro, les fueron
administradas a los 1, 2 y 12 meses de edad, respectivamente.

Los conyuges e hijos anteriores recibieron un total de tres dosis de la vacuna a los 0,
1y 6 meses.

En todos los casos, almes de haber recibido la ltima dosis de 1a vacuna, se investigd
la presencia del anticuerpo frente al antigeno de superficie del VHB.

La vacuna antihepatitis B, utilizada actualmente en nuestro Hospital es la llamada
Engerix-B®, obtenida poringenieria genética por los laboratorios SK & F. Se presenta
en forma de viales de 1 ml con 20 ug de HBsAg en cada uno de ellos. Su prescripciény
dispensacion se haefectuado segin lo establecido por el Real Decreto 3179/1983 del
23 de Noviembre (104).
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IL.6.- AISLAMIENTO DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFE-
RICA.

Partiendo de 10 ml de sangre con heparina - litio, se centrifugan a 500xg durante 10
min. Se extrae el plasma con pipeta Pasteur yse reconstituye €l volumen con solucién
salina. En dos tubos de plastico, en los que previamente se han echado 2,5 ml de
Ficoll-Paque (PHARMACIA), se aiiaden 5 ml de sangre diluida, en cada tubo, con
cuidado de no romper la interfase ficoll-sangre.

Los tubos se centrifugan a 400xg durante 20 minutos. Una vez centrifugados, aparece
en la zona central de cada tubo un anillo denso, donde se encuentran las células
mononucleares, que son extraidas con pipeta Pasteur. Se lavan tres veces, por
centrifugacién (400xg, 5 minutos), con 10 ml de solucién salina, en cada uno de los
lavados. A continuacién se lisanlas células por congelacién-descongelacion en medio
hipoténico (0,5 ml de agua destilada). Finalmente se afiaden 0,5 m! de solucién salina
y el lisado de células mononucleares queda preparado parala determinacion de los
antigenos del virus de la hepatitis B por los métodos de enzimainmunoensayo que se
describen més adelante.

I1.7.- ACTIVIDAD DE LAS AMINOTRANSFERASAS SERICAS.

I1.7.1.- Aspartatoaminotransferasa (AST) (EC 2.6.1.1.).

La AST es una enzima que se encuentra en muchos drganos, pero que desde el punto
de vista clinico tiene gran interés en el estudio de las hepatopatias de cualquier etiologia.
En el higado se encuentra en el hepatocito y su actividad es mitocondrial (70 %) y
citoplasmatica (30 %).

La actividad de la AST se ha determinado en un autoanalizador de flujo discreto,
de alta velocidad, modelo CHEM 1 (TECHNICON), segiin el método de Karmen
(147), modificado por Bergmeyer (148) y siguiendo las recomendaciones de la
Federacion Internacional de Quimica Clinica (IFCC) (149).
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La secuencia de las reacciones enzimaticas que tienen lugar durante la determinacion
de la actividad de la AST se inicia al afiadir el sustrato a una muestra de suero
previamente incubada con fosfato de piridoxal (PSP) a 37°C:

AST + PSP > AST activada
L-aspartato oxalacetato
AST N
+ > +
«¢ -cetoglutarato L-glutamato
oxalacetato | malato
MDH
+ > +
NADH NAD

Laactividad de la AST es directamente proporcional ala velocidad con que disminuye
la concentracién de NADH, cuya absorbancia es medidayla concentracion calculada
utilizando su coeficiente de extincién molar.

Los valores de referencia para este método se sitiian entre 6-45 U/L a 37°C.

11.7.2.- Alaninoaminotransferasa (ALT) (EC 2.6.1.2).

La ALT se puede considerar, desde el punto de vista clinico, una enzima hepato-
especifica, porque €190 % desu actividad se encuentra en el higado y concretamente en
el citoplasma del hepatocito. Se altera en cualquier tipo de hepatopatia, y su
determinacion es, hasta ahora, insustituible para determinar el grado de citolisis.

La actividad de la ALT se determinéen unautoanalizador de flujo discreto, de
alta velocidad, modelo CHEM 1 (TECHNICON), segiin el método de Wroblewski y

LaDue (150), modificado por Bergmeyer (148) y siguiendo las recomendaciones de la
IFCC (151).
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La secuencia de reacciones enzimdaticas que tienen lugar durante la determinacion
de la actividad de la ALT se inicia al afiadir el sustrato a una muestra de suero

previamente incubada con fosfato de piridoxal (P5P) a 37°C:

ALT + PSP > ALT activada
L-alanina Piruvato
ALT
+ > +
@-cetoglutarato L-glutamato
LDH

Piruvato + NADH

N

Lactato + NAD

Al igual que en la determinacidn de la actividad dela AST, la actividad de la ALT

es directamente proporcional a la velocidad con que disminuye la concentracion
del NADH.

Los valores de referencia por este método se encuentran comprendidos entre 7-
60 U/L.

I1.8.- ENZIMAINMUNOENSAYO PARA LOS MARCADORES DEL VIRUS DE LA
HEPATITIS B.

I1.8.1.- Antigeno de superficie (HBsAg)

Se ha utilizado un método de enzimainmunoensayo en fase sdlida (HBsAg EIA
“Roche”)® , basado en el principio “sandwich”.

Todas las muestras (suero, plasma o lisado de células mononucleares), son incubadas,
en un solo paso, con una esfera cargada de anticuerpos monoclonales de raton

(antiHBs) y anticuerpos policlonales de cabra (antiHBs), marcados con peroxidasa.

El conjugado de antiHBs-peroxidasa se une al HBsAgacumulado enla superficie de
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la esfera. Tras lavar para eliminar la parte del conjugado que no ha reaccionado, se
incuban las esferas con el sustrato enzimético (o-fenilendiamina). El color que
adquieren es proporcional a la cantidad de conjugado de antiHBs-peroxidasa ligado, y
por tanto, proporcional al HBsAg presente enla muestra. Posteriormente, se determina
laintensidad delcoloryse compara con la delas muestras control, positivas y negativas,
analizadas paralelamente.

‘: >— orp
| FASE  SOLIDA " MUESTRA " CONJUBADD ! coLor ¥
PROCEDIMIENTO
Pipetear
0,2 ml de muestra o control (tres controles negativos y uno positivo) a los tubos de

ensayo, y agregar

0,1 ml de soluci6én peroxidasa-antiHBs.
Introducir

lesfera cargadade anticuerpos antiHBs, en cada tubo de ensayo.
Incubar los tubos, tapados con lamina autoadhesiva, durante 1hora a 37°C.
Lavar tres veces los tubos de ensayo con agua destilada.

Preparar solucion sustrato, disolviendo
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1 compr. de o-fenilendiamina en

5 ml de tampon sustrato, por cada 19 tubos de ensayo utilizados.
Afadir a cada tubo

0,25ml  de solucidén sustrato.
Incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos y en la oscuridad.
Para detener la reaccién enzimatica, ahadir

1m] de 4acido sulfarico 1IN a cada tubo.

Medir en un fotémetro a 492 nm las absorbancias frente a un blanco.

CALCULO DE LOS RESULTADOS

Hallar el valor medio de los controles negativos y sumarle 0,05 para calcular el valor
limite.

Las muestras con valores de absorbancia por debajo del valor limite se consideran

negativas y por encima del mismo, positivas para el HBsAg.

11.8.2.- Anticuerpo total del Core (antiHBc).

Para determinar los anticuerpos dirigidos contra el antigeno del core de la hepatitis
B (HBcAg), se hautilizado un método de enzimainmunoensayo en fase s6lida (Anti-HBc
EIA “Roche”)® , de tipo competitivo.

Las esferas cargadas de HBcAg, producido por recombinacion genética, por
Burrell (152) y Stahl (153), se incuban con suero o plasma y peroxidasa-antiHBc. La
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presencia de anticuerpos antiHBc en la muestra impide la fijacion de peroxidasa-
antiHBc a las esferas.

Tras el lavado para eliminar la parte de conjugadoque no hareaccionado, se incuban
las esferas con elsustrato enzimatico. El color que adquieren es proporcional a
la cantidad de peroxidasa-antiHBc ligada. Después del cese de la reaccién enzimética,
se mide la absorbancia en un fotémetro a 492 nmy se compara con la de las muestras

control, positivas y negativas, analizadas paralelamente.

> S— (1]

| FASE  SOLIDA T MUESTRA " CONJUBADS ' cotor  §
PROCEDIMIENTO
Pipetear

0,05ml  de muestra o control (tres controles negativos y uno positivo) a los tubos de
ensayo, y agregar !

0,25 ml  de solucion peroxidasa-antiHBc.
Introducir
lesfera cargada de rHBcAg, en cada tubo de ensayo.

Tapar los tubos con ldmina autoadhesiva e incubar durante 1 hora a 37°C.
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Lavar tres véces los tubos de ensayo con agua destilada.
Preparar la solucidn sustrato disolviendo completamente
1 compr. de o-fenilendiamina en
5 ml de tampOn sustrato, por cada 19 tubos de ensayo utilizados.
Anadir a cada tubo
0,25 ml  de solucidn sustrato.
Incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos y en la oscuridad.
Para detener la reaccioén enzimatica, anadir
1 ml de acido sulftrico 1N, a cada tubo.

Medir en en fotdmetro a 492 nm las absorbancias frente a un blanco.

CALCULO DE LOS RESULTADOS

Comparar la absorbancia de las muestras con un valor limite, calculado segin la
siguiente férmula:
valor limite = (ax CN) + (bx CP) + ¢

CN = media de los controles negativos.

CP = control positivo.

a=03
b=0,7
¢=00
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El + 10 % del valor limite establece una zona de dispersion, de forma que las
muestras de reaccion débil y cuyas absorbancias se encuentren en dicha zona, deberan

ser sometidas a una nueva determinacion.

Aquellas muestras con absorbancias superiores al valor limite, se consideran

negativas y si son inferiores, positivas.

11.8.3.- Anticuerpo de superficie (antiHBs).

Para determinar los 'énticuerpos dirigidos contra el antigeno de superficie del VHB
(antiHBs), se ha utilizado un método de enzimainmunoensayo en fase s6lida (Anti-HBs
EIA “Roche”)®, basado en el principio de la neutralizacién, descrito por Wolters (154)
y Zanetti (155).

Las muestras de suero o plasma se incuban con el reactivo HBsAg. Después de la
incubacién, se anade una solucién de peroxidasa-antiHBs y una esfera cargada de
anticuerpos antiHBs (monoclonales), para determinar la cantidad de HBsAg no
ligado. Tras el lavado para eliminar los reactivos no ligados, se incuban las esferas con
el sustrato enzimatico; el color que adquieren es proporcional a la cantidad de
peroxidasa-antiHBs ligada. Tras el cese de la reaccion enzimitica se mide la
absorbancia en un fotémetro a 492 nm y se compara con la de las muestras control,
positivas y negativas, analizadas paralelamente.

Cuanto mayor es la cantidad de anticuerpos antiHBs presentes en la muestra, tanto
menor sera la absorbancia.

—< * o

® < orp

[ MUESTRA O REACTIVO © CONJugADG ' FASE  SOLIDA ' cotor |
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PROCEDIMIENTO

0,2 ml

0,02 ml

0,1 ml

1 esfera

1 compr.

5 ml

0,25 ml

1 ml

Pipetear

de muestra o control (tres controles negativos y uno positivo) a los tubos de

ensayo, y agregar
de reactivo HBsAg.

Incubar los tubos, tapados con una lamina autoadhesiva, durante 1 hora a
37°C.

Pipetear
de solucién peroxidasa-antiHBs, a todos los tubos de ensayo, y agregar

cargada de anticuerpos antiHBs.
Incubar los tubos, tapados con ldmina autoadhesiva, durante 1 hora a 37°C.

Lavar tres veces los tubos de ensayo con agua destilada.
Preparar solucidn sustrato, disolviendo completamente
de o-fenilendiamina en

de tampon sustrato, por cada 19 tubos de ensayo utilizados. Afiadir a cada
tubo

de solucién sustrato.
Incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos y en la oscuridad.
Para detener la reaccion enzimatica, afiadir

de acido sulfirico 1N a cada tubo.
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Medir en un fotémetro a 492 nm las absorbancias frente a un blanco (0,25 ml

de solucion sutrato + 1 ml de 4cido sulfirico).

CALCULO DE RESULTADOS

Comparar la absorbancia de las muestras con un valor limite calculado segin la

siguiente formula:
valor limite = (a x CN) + (bxCP) + ¢
CN = media de los controles negativos

CP = control positivo

a=0,5
b =105
c=10,0

El =+ 10 % del valor limite, establece una zona de dispersion, de forma que las
muestras cuyas absorbanciasse encuentren en dicha zona, deberin ser sometidas a una
nueva determinacion.

Las muestras con absorbancias superiores al valor limite se consideran negativas
y si son inferiores, positivas.

I1.8.4.- Antigeno E de la hepatitis B (HBeAg).

Se ha utilizado un método de enzimainmunoensayo en fase sélida (HBeAg EIA
“Roche™)® , basado en el principio “sandwich”.

Todas las muestras (suero, plasma o lisado de células mononucleares), son incubadas
en un solo paso, con una esfera cargada de anticuerpos monoclonales de ratn
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(antiHBe) y con anticuerpos antiHBe marcados con peroxidasa.

El conjugado de antiHBe-peroxidasa se une al HBeAg acumulado en la superficie de
la esfera. Tras lavar para eliminar la parte del conjugado que no ha reaccionado, se
incuban las esferas con el sustrato enzimatico (o-fenilendiamina). El color que
adquieren es proporcional a la cantidad de conjugado de antiHBe-peroxidasa ligado, y
por tanto, proporcional alHBeAg ligado. Posteriormente, se determina la intensidad de
color y se compara con la de las muestras control, analizadas paralelamente.

4
% >—x 0P

[ FASE soLiDA " MUESTRA " CONJUSADO ' cotor ¥
PROCEDIMIENTO

Pipetear
0,2 ml de muestra o control (tres controles negativos y uno positivo) a los tubos de

ensayo, y agregar
0,1 ml de solucién peroxidasa-antiHBe.

Introducir
lesfera  cargada de anticuerpos antiHBe, en cada tubo de ensayo.
Incubar los tubos, tapados con ldmina autoadhesiva, durante 2 horas a 37°C.

Lavar tres veces los tubos de ensayo con agua destilada.
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Preparar solucién sustrato, disolviendo completamente
1 compr. de o-fenilendiamina en
5ml de tamp6n sustrato, por cada 19 tubos de ensayo utilizados.
Ainadir a cada tubo
0,25ml  de solucidn sustrato.
Incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos y en la oscuridad.
Para detener la reaccin enzimética,
afnadir
1ml de &cido sulfarico 1N a cada tubo.

Medir en un fotémetro a 492 nm las absorbancias frente a un blanco.

CALCULO DE LOS RESULTADOS

Hallar el valor medio de los controles negativos y sumarle 0,05 para calcular el valor
limite.

Las muestras con valores de absorbancia inferiores al valor limite se consideran
negativas y si son superiores, positivas.

I1.8.5.- Anticuerpo E de la hepatitis B (antiHBe).

Para determinar los anticuerpos dirigidos contra el antigeno e de la hepatitis B
(antiHBe), se ha utilizado un método de enzimainmunoensayo en fase s6lida (AntiHBe
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EIA “Roche”)® , basado en el principio de la neutralizacion.

Las muestras de suero o plasma se incuban con el reactivo HBeAg, solucion de
peroxidasa-antiHBe y una esfera cargada de anticuerpos antiHBe (monoclonales), para

determinar la cantidad de HBeAg no ligado.

Tras el lavado, se incuban las esferas con elsustrato enzimatico. El color que
adquieren es proporcional ala cantidad de peroxidasa-antiHBe ligado. Tras el cese de
la reaccién enzimatica se mide la absorbancia en unfotémetro a 492 nmy se compara

con la de las muestras control, positivas y negativas, analizadas paralelamente.

Cuanto mayor sea la cantidad de anticuerpos antiHBe presentes en la muestra, tanto
menor sera la absorbancia.

—< * O
® ord

i MUESTRA ¥ REACTIVO ¥ GONJUGADD ¥ FASE  SOLIDA ' COLoR |

PROCEDIMIENTO

Pipetear

0,05ml  de muestra o control (tres controles negativos y uno positivo) a los tubos de
ensayo, y agregar

0,1 ml de reactivo HBeAg.

Anadir
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1esfera cargada de anticuerpos antiHBe a todos los tubos del ensayo. Incubar los

tubos, tapados con lamina autoadhesiva, durante 2 h. a 37°C.
Lavar tres veces los tubos de ensayo con agua destilada.
Preparar soluci6n sustrato, disolviendo completamente
1 compr. de o-fenilendiamina en
5ml de tampon sustrato.
Incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos y en la oscuridad.
Para detener la reaccidén enzimatica, afadir
1 ml de 4cido sulfiirico 1N a cada tubo.

Medir en un fotémetro a 492 nm las absorbancias frente a un blanco.

CALCULO DE RESULTADOS

Comparar la absorbancia de las muestras con un valor limite calculado segin la
siguiente formula:

valor limite = (ax CN) + (bx CP) + ¢ |
CN = media de los controles negativos

CP = control positivo

a=105
b=40,5
c=10,0
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El = 10 % del valor limite, establece una zona de dispersién, de forma que las
muestras cuyas absorbanciasse encuentren en dicha zona deberéan ser sometidas a una

nueva determinacion.

Las muestras cuyas absorbancias sean superiores al valor limite se consideran

negativas, y si son inferiores, positivas.

11.8.6.- Anticuerpo frente al Antigeno de la Hepatitis Delta (antiDelta).

Se ha determinado el antiDelta en suero o plasma mediante un método de enzimain-
munoensayo de tipo competitivo (ABBOTT ANTI-DELTA EIA Diagnostic Kit)® , en
el cual, esferas recubiertas con el antigeno delta, se incuban con la muestray con
antiDelta conjugado con peroxidasa. Después de la incubacion, el material no unido se
elimina lavando las esferas. El antiDelta presente enla muestra, competira con el
conjugado antiDelta-peroxidasa. A continuacién, se agrega a la esfera una solucién
de o-fenilendiamina (OPD), que contiene perdxido de hidrégeno. La reaccién enzima-
tica se suspende agregando 1 ml de &cido sulfarico IN. Posteriormente, se mide la
absorbancia en un fotémetro a 492 nm.

> > orp

| FASE  SOLIDA i MUESTRA CCONJUBADD : COLOR 1
PROCEDIMIENTO
Pipetear
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0,1 ml de la muestra o control (tres controles negativos y dos controles positivos), y

agregar

0,1 ml de solucién antiDelta-peroxidasa.

Afadir

lesfera cargada de antigeno Delta.

Incubar a temperatura ambiente durante 18-22 horas.

Lavar tres veces con agua destilada.

Preparar el sustrato enzimético, disolviendo

1 compr. de o-fenilendiamina en

5ml de diluyente.
Afadir
0,3 ml de sustrato enzimatico. Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente,

en la oscuridad.

Parar la reaccion enzimatica, ailadiendo

1ml de acido sulfarico 1IN a cada tubo.

Medir la absorbancia a 492 nm.

CALCULO DE RESULTADOS

Se compara la absorbancia de la muestra con un valor limite o “cutoff”. Este valor
limite se calcula a partir de la siguiente férmula:
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valor limite = 0,4(CN) + 0,6(CP)
CN = media de los controles negativos
CP = media de los controles positivos

Las muestras convalores de absorcién inferiores oigualesal valor limite se consideran

positivas.

Las muestras con valores de absorcién superiores al valor limite se consideran

negativas.

I1.9.- ENZIMAINMUNOENSAYO PARA EL VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC)

11.9.1.- Anticuerpos frente al VHC (antiVHC)

El ensayo consiste en una prueba de tres fases, realizada en un pocillo recubierto
del antigeno recombinante del VHC (rVHC). (ORTHO HCV Antibody ELISA Test
System)® .

En la primera fase, la muestra a estudiar, se diluye directamente en el pocillo y se
incuba durante un tiempo determinado. Si hay antiVHC en la muestra, se formaran
complejos antigeno-anticuerpo en la superficie del pocillo. Si el antiVHC no esta
presente, nose formaran tales complejos y las proteinas sin fijar, delsuero o plasma

sanguineo, seran eliminadas en el lavado.

En la segunda fase, se afiade al pocillo un conjugado de anticuerpo monoclonal
murino. El conjugado se fija especificamente a la porcién antiVHC de los complejos
antigeno-anticuerpo. Si éstos no se hallan presentes, el conjugado sin fijar se eliminara
en el lavado.

En la tercera fase, se agrega al pocillo del ensayo un sistema de deteccion enzimatico,
consistente en OPD y perdxido de hidrégeno. En presencia del conjugado fijado,la OPD
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se oxida, dando como resultado un producto final coloreado. Seguidamente, se afiade
4cidosulfirico paradetener lareaccion. Laintensidad del color depende dela cantidad
de conjugado fijadoy es por consiguiente funcién de la concentracion del antiVHC

presente en la muestra.

v >= > orp

| FASE  SOLIDA ' MUESTRA T coNJUBADO ' COLOR |

PROCEDIMIENTO

Colocar las tiras de pocillos necesarias en el portatiras.
Anadir

0,2 ml de diluyente a todos los pocillos.
Agregar

0,02 ml  de los controles (tres controles negativos y dos controles positivos) y de las

muestras a estudiar, en los pocillos correspondientes.

Colocar el portatiras en un agitador de placas, para que se mezclen durante
5-10 segundos.

Cubrir el portatiras con una tapa e incubar a 37°C durante 1 hora.

Lavar cinco veces todos los pocillos con PBS-polisorbato.
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Afiadir
0,2 m] del conjugado a todos los pocillos.
Cubrir el portatiras con una tapa e incubar a 37°C durante 1 hora.
Lavar los pocillos cinco veces con PBS-polisorbato.
Ainadir

0,2 ml de solucién sustrato (1 tableta de OPD en 6 ml de buffer sustrato, por cada 24
pocillos utilizados), a todos los pocillos.

Incubar en la oscuridad y a temperatura ambiente, durante 30 minutos.
Agregar
0,05ml de acido sulfdrico 4N a todos los pocillos.

Proceder a lalectura de las absorbancias a una longitud de onda de 492 nm.

CALCULO DE RESULTADOS

valor limite = CN + 0,4
(CN = media de los controles negativos)

Las muestras con valores de absorbancia inferiores al valor limite se consideran
negativas (no reactivas), y no se requieren mas pruebas.

Las muestras con valores de absorbancia superiores o iguales al valor limite se

consideran inicialmente reactivas y deben repetirse, por duplicado, antes de su
interpretacion definitiva.
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La muestra se considera definitivamente reactiva, si una de las dos determinaciones
por duplicado o ambas, son reactivas a su vez, pero si las dos determinaciones son

negativas, la muestra se considera definitivamente no reactiva.

11.10.- DETERMINACION DEL DNA-VHB.

Para la determinacién del DNA-VHB en suero, se utilizd un test radiologico de
hibridacién molecular (ABBOTT Genostics Hepatitis B DNA viral)® .

FUNDAMENTO.

Se trata de un ensayo de “hibridacién molecular en fase liquida”. Las muestrasy
controles se tratan para solubilizar y exponer el genoma delvirus de lahepatitis B. Luego,
se afiade una sonda de DNA marcadacon I'® yse deja incubar toda lanoche para permitir
la hibridacién del DNA del VHB procedente de la muestra. La mezcla se carga después
en una columnay se la deja penetrar en la matriz de ésta, agregando a continuacion un
volumen fijo de tamp6n de dilucion. Las moléculas hibridas son eluidas en este sistema,
mientras que la sonda de DNA no hibridada es retenida en la columna. El material eluido

se recolecta en un tubo y se lee seguidamente en un contador gamma.

Las muestras con tasas de contaje iguales o superiores al valor limite calculado
se consideran positivas para el DNA del virus de la hepatitis B.

PROCEDIMIENTO.

Resuspender la matriz-gel de todas las columnas, usando una varilla estéril
de acero inoxidable, unas 18-24 horas antes del uso. Dejarlas reposar
después, en posicion vertical.

Pipetear
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0,1 ml

0,1 ml

0,01 ml

0,02 ml

0,07 ml

0,3 ml

de cada muestra o control (tres controles negativos y dos controles positivos)
en un tubo de reaccién.

Agregar
del reactivo 1y afadir

del reactivo 2. Tapar los tubos y agitar vigorosamente, centrifugéndoles a

continuacion durante 1-3 segundos en una microcentrifuga.

Incubar a temperatura ambiente durante 1 hora.

Pipetear

delreactivo 3 a cada tubo, taparlosy agitarlos de nuevo, a fin de conseguir una
mezcla adecuada. Incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Mientras tanto, calentar el reactivo 4 a 65°C durante un minuto, agitarlo e
introducirlo en un baiio de agua hirviente 5 minutos, dejandolo después a
temperatura ambiente otros 5-10 minutos antes de su uso.

Pipetear

delreactivo 4, ya preparado, a cada tubo de reaccion. Tapar todos los tubos,
mezclarlos bien e incubarlos a 65°C durante 16-18 horas. Transcurridas
éstas, centrifugar durante 1-3 segundos para eliminar la condensacién en la
parte superior de los tubos.

Pipetear

del contenido de cada tubo de reaccidn, sobre la parte superior de la columna
correspondiente (de la que se ha eliminado con anterioridad el tampén de

almacenamiento).

Recolectar el material eluido en los tubos de conteo.
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Pipetear

1,3 ml del reactivo 5, sobre la parte superior de cada columna, continuando la
recoleccién de todo el material eluido hasta que cese el goteo (volumen final
recolectado = 1,6 ml). Se tapan los tubos de conteoy se llevan a un contador

gamma.

CALCULO DE RESULTADOS

La ausencia o presencia del DNA-VHB se determina comparando el niimero de
cuentas netas de la muestra con unvalor limite, calculado a partir de los valores de los
controles positivos y negativos, segin la siguiente formula:

valor limite = (0,015 x CP) + CN
CP = media de los controles positivos

CN = media de los controles negativos

Las muestras con tasas de contaje iguales osuperiores al valor limite se consideran
positivas para el DNA-VHB.

Lasmuestras contasas de contaje inferiores al valor limite se consideran negativas para
el DNA-VHB.

I1.11.- ACTIVIDAD DE LA DNA-POLIMERASA

La actividad de la DNA-polimerasa (DNA-p) se determind segin el método
descrito por Marion (156), en el afio 1980.
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PROCEDIMIENTO.

0,6 ml

0,2 ml

0,05 ml

0,025 ml

0,05 ml

0,05 ml

Pipetear
de disolucién A en tubos de policarbonato de 1 ml de capacidad, y agregar

de cada una de las muestras por duplicado, y de los controles (tres controles

negativos y uno positivo), de forma que se mantenga la interfase.

Centrifugar durante 4 horas a 4°Cy 6250xg. Retirar dos tercios del sobrena-
dante y decantar el resto.

Afadir
de disolucién II al precipitado y agregar también
de disolucién III (preparar justo antes de utilizarla).

Agitar y tapar los tubos y llevarlos a 37°C durante 3 horas. Posteriormente,

anadir

del contenido de cada tubo sobre pequeiios cuadrados de papel WHAT-

MAN grado 3, previamente cortados y numerados.
Anadir sobre cada trozo de papel
de TCA al 5 %.

Lavar los papeles de filtro en solucién de TCA 5 % durante 45 minutos. A
continuacion, lavarlos en solucién de pirofosfato sédico 0,1 M, cambiando la
solucion cada 10 minutos, 3 veces. Por dltimo, dejaren solucion de pirofosfato
toda la noche y a la mafiana siguiente lavarlos con etanol y colocarlos entre
dos laminas de papel, para secarlos bien. Introducir en viales de centelleo y
anadir
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S ml de liquido de centelleo.

Medir en un contador beta.

CALCULO DE RESULTADOS.

Hallar la media yla desviacién standard de los controles negativos y de las muestras
y comparar los resultados.

Tomar como controles negativos, sueros que no tengan ningun marcador del VHB
positivo.
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III.- RESULTADOS



I11.1.- GESTANTES

Todas las mujeres incluidas en nuestro trabajo contestaron a una serie de
cuestiones acerca de una posible relacién conel VHB. Las principales cuestiones fueron

las siguientes:
A) (Ha tenido historia antigua de hepatitis?

B) ¢Convive o ha convivido con enfermo hepéatico?

El 91 % de las mujeres manifestaron que no habfan tenido hepatitis en el pasado, el
8 % reconocieron haberla tenido, sin especificar, en la mayoria de las ocasiones, el tipo
de hepatitis padecida, y el 1 % no sabian con certeza si la habian padecido o no.

Por otro lado, el 84 % de las mujeres manifestaron que no convivian o habian
convivido con enfermos hepaticos. El 15 % respondieron de forma afirmativa, pero sin
especificar el tipo de enfermedad y el 1 % mostraron desconocimiento al respecto.(Figura
10).

Haciendo una valoracion conjunta de las respuestas a las dos preguntas formuladas,
nos encontramos que el 80,5 % de las mujeres respondieron de forma negativa a ambas
y €1 19,5 % restante, de forma afirmativa o expresaron duda a las dos o solamente a una
de ellas. (Figura 11).

Por otra parte, en todas las muestras recibidas se determino el anticuerpo total del
core (antiHBc), que fué negativo en 2253 de las muestras analizadas y positivo en las 347
muestras restantes.

Cuando el antiHBcresult6 negativo, nosellevdacabo ninguna otra determinacion,
exceptuando dos ocasiones, en las que, en la ficha de identificacién que acompafiaba
ala muestra, se indicaba que la gestante habia sido vacunada frente al VHB. En estos
dos casos se determind el anticuerpo frente al antigeno de superficie (antiHBs), siendo
positivo en las dos gestantes.
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NO 84%
NO ot%

Sl 8%

DUDA 1% 81 15%

DUDA 1%

A) LHA TENIDO HISTORIA ANTIGUA B) LCONVIVE O HA CONVIVIDO CON
DE HEPATITIS? ENFERMO HEPATICO?

FIGURA 10: Respuestas de las mujeres gestantes del estudio.
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NO (A y B)
80,5%

81 0 DUDA (A y/0 B)
19,5 %

FIGURA 11: Valoraci6n conjunta de las respuestas a las preguntas Ay B.
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De las 347 muestras positivas para el antiHBc, 40 fueron positivas a suvez para el
HBsAg, 227 fueron positivas para el antiHBs y 80 fueron negativas para ambos (HBsAg
y antiHBs).

De todo ello se deduce que el 1,5 % de la poblacion de mujeres estudiadas eran
portadoras del HBsAg. El13,1 % presentaba el antiHBc positivo, como finico marcador
seroldgico, el 8,7 % dela poblacién presentaban una inmunizacién natural activa con
antiHBc y antiHBs positivos y el 0,1 % mostraban inmunizacion artificial activa con

el antiHBs positivo como Gnico marcador serologico.

En total, el 13,4 % de las gestantes presentaban algin marcador serologico del VHB
positivo . (Tabla 3).

De las 349 mujeres que tenian algin marcador seroldgico del VHB positivo, 248
(71 %) habian respondido de forma negativa a las dos preguntas indicadas
anteriormente, mientras que 101 (29 %) habian respondido de forma afirmativa o

habian expresado duda a las dos preguntas o sélamente a una de ellas.

De las 2251 mujeres que no tenian marcadores serolégicos del VHB positivos,
1845 (82 %) habian respondido de forma negativa a las dos preguntasy 406 (18 %) lo
habian hecho de forma afirmativa o habian expresado duda a las dos o sGlamente a una
de ellas. (Figura 12).

En las muestras de todas las gestantes se determindla acitividad séricade ASTy ALT.
E198 % presentaban cifras de actividad enzimatica comprendidas dentro de los valores
de referencia para ambos enzimas (AST: 6-45 U/L; ALT: 7-60 U/L), mientras que el 2

% presentaban actividad enzimatica elevada. (Figura 13).

De las 52 gestantes con actividades séricas de AST y ALT elevadas, cuatro de ellas
fueron positivas para el antiHBcy antiHBs y tres para el HBsAg y antiHBc. El resto de
las gestantes no presentaban ningin marcador seroldgico del VHB ni del virus de la
hepatitis A (antiVHA-IgM).
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TABLA 3
SEROLOGIA DEL YHB EN MUJERES GESTANTES

MARCADOR SEROLOGICO N° GESTANTES %
HBsAg + 40 ' 1,5
antiHBc + 80 3,1
antiHBs + 2 0,1
antiHBc y antiHBs + 227 8,7

TOTAL 349 13,4
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NO

NS 82%

71%

Sl o DUDA

29% Sl o DUDA

18%

GESTANTES CON SEROLOGIA DEL GESTANTES CON SEROLOGIA DEL
VHB POSITIVA (n=349) VHB NEGATIVA (n=226l)

FIGURA 12: Relacién de la encuesta epidemioldgica y el estudio seroldgico realizado.

78



ACTIVIDAD NORMAL
‘ 08%

ACTIVIDAD ELEVADA
2%

FIGURA 13: Actividad de AST y ALT en todas las mujeres gestantes del estudio
(n=2600).
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II1.2.- GESTANTES HBsAg POSITIVAS.

De las 2600 mujeres incluidas en el estudio, se han encontrado cuarenta que eran
portadoras del HBsAg, lo que indica, que en la poblacién estudiada de nuestro medio, la
prevalencia del estado de portador del HBsAg se sitiia en el 1,5 %.

Teniendo en cuenta las respuestas a la encuesta epidemioldgica de estas cuarenta
gestantes, sevié que 23 (57,5 %) respondieron de forma negativaa las preguntas citadas
anteriormente (A y B), mientras que 6 mujeres (15,0 %) respondieron de forma
afirmativa a ambas, 3 (7,5 %) respondieron de forma afirmativa a la pregunta Ay de
forma negativa a la pregunta By por dltimo, 8(20,0 %) respondieron de forma negativa

a la pregunta A y de forma afirmativa a la pregunta B.

En las gestantes que fueron HBsAg positivas se encontré que el 90 % de ellas eran
antiHBe positivo, €12,5 % era HBeAg positivoy el 7,5 % eran negativas para ambos
marcadores. Asimismo, el 2,5 % era antiDelta positivo. (Tabla 4).

Durante el transcurso del estudio se observd en la gestante n° 4 la desaparicion en
el suero del antiHBe al mes de dar aluz. Enla gestante n°5, el antiHBe desaparecid
a las 32 semanas de gestacion. En la n® 8 el HBeAg desapareci6 al mes de dar a luz, y por
ultimo, en la gestante n° 31, el HBsAg desaparecio mientras que apareci6 el antiHBe en

suero a las 36 semanas de gestacion.

Todas las gestantes HBsAg positivas presentaban cifras de actividadde ASTyALT
dentro de los valores de referencia citados, excepto en las gestantesn®8, 37y 38, en las
que estas cifras fueron elevadas de forma persistente en todas las determinaciones
llevadas a cabo a lo largo del estudio. (Gréfica 3).

Asimismo, se llevéa cabo la determinacion de antigenos del VHB (HBsAgy
HBeAg), en células mononucleares de las gestantes HBsAg positivas. E1 HBsAg fué
positivo en todas ellas, excepto en los casos n° 5, 6, 7, 11, 22, 25,27y 35. EIlHBeAg fué
negativo en todas, excepto en el caso n° 8. (Tabla 5).
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TABLA 4
SEROLOGIA DEL VHB EN GESTANTES HBsAg POSITIVAS
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GRAFICA 3: Actividad de AST/ALT en gestantes HBsAg positivas.
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TABLA §
ANTIGENOS DEL VHB EN CELULAS MONONUCLEARES
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En el cason®31, el HBsAg desapareci6 de las c€lulas mononucleares a las 36 semanas
de gestacién y al mismo tiempo se habia observado su desaparicion en suero.

Enelcason®8, el HBeAg desaparecid de las células mononucleares al mes de dar a

luz, momento en el cual se habia observado su desaparicion en suero.

En todas las muestras de las gestantes HBsAg positivas, se llevd a cabo la
determinacién del DNA-VHB. Todas las determinaciones se hicieron por duplicado.
Los valores obtenidos se hanrelacionado con unvalor limite ya descrito, de forma que,
los resultados expresados en cpm, que se encuentran por encima de este valor, son
indicativos de la presencia del DNA del VHB en la muestra de suero analizada.

De las 40 gestantes HBsAg positivas, 21 de ellas presentaban DNA-VHB en suero.
Los resultados aparecen reflejados en la Tabla 6y representados en la Gréfica 4, dénde

se observa que los casos n° 8, 17 y 38 presentan cpm bastante elevadas.

Los valores de actividad enzimatica de la DNA-p, en las gestantes HBsAg positivas,
se encontraron dentro del mismo rango que los obtenidos para los controles negativos

empleados en la determinacién de la misma.

II1.3.- SANGRE DEL CORDON.

En el momento del parto se obtuvo sangre del cordén de los hijos de madres HBsAg
positivas. S6lo se pudo realizar la extraccién en 32 casos, ya que el resto de las madres
dieron a luz fuera de nuestro control, por lo que no se pudo obtener la muestra
correspondiente.

En todas las muestras se lleva cabo ladeterminaciéndel HBsAg, antiHBc(total),
antiHBc(IgM) y antiHBs. Si el HBsAg resultaba positivo, se determinaba el HBeAg,
antiHBe y antiDelta.

En las 32 muestras analizadas, el antiHBc(total) fué positivo y el antiHBc(IgM)
negativo, aligual que el antiHBs.
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TABLA 6
DNA - VHB EN GESTANTES HBsAg POSITIVAS

N¢® cpm
1 26,5
2 27,5
3 20,8
4 7,6
5 9,1
6 11,0
7 15,7
8 243,3
9 22,5
10 30,5
11 29,6
12 17,9
13 17,2
14 15,5
15 12,7
16 20,0
17 457,5
18 3,3
19 18,5
20 2,8
21 18,3
22 8,5
23 8,2
24 15,1
25 10,9
26 10,5
27 9,0
28 11,8
29 6,3
30 9,2
31 26,3
32 33,1
33 16,5
34 13,4
35 6,3
36 2,5
37 7,1
38 202,5
39 9,8
40 10,3

(Valor limite = 12,7)
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GRAFICA 4: DNA - VHB en gestantes HBsAg positivas.
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El HBsAg fué negativo también en todas ellas, menos en los casos n® 3, 10, 14,36y
40.Enestos altimos, el HBeAg yantiDelta fueron asuveznegativosy el antiHBe positivo.

Siempre que el HBsAg fué positivo, se repitio la determinacién en el suero delnifio
al mes de edad, encontrandonos que habia desaparecido en todos ellos, menos en
el caso n° 10, en el que se repitid la determinacion a los dos meses de edad, siendo

entonces negativo. (Tabla 7).

IT1.4.- FAMILIARES DE GESTANTES HBsAg POSITIVAS

Se han estudiado en total 188 familiares de 36 gestantes HBsAg positivas,
distribuidos de la siguiente forma: 36 conyuges, 15 hijos, 19 hijas, 14 padres, 26 madres,
39 hermanosy 39 hermanas, y se han encontrado los siguientes datos para el VHB (Tabla
8): '

- HBsAg positivo: 1 cényuge, 1 hijo, 3 padres, 2 madres, 4 hermanos y 12 hermanas,

arrojando un total de 23 familiares HBsAg positivos (12,2 %).

- antiHBc positivo: 5 conyuges, 2 hijas, 2 padres, 5 madres, 6 hermanosy 1 hermana,

arrojando un total de 21 familiares antiHBc positivos (11,2 %).

- antiHBc y antiHBs positivos: 9 cdnyuges, 2 hijos, 1 hija, 5 padres, 16 madres, 10
hermanos y 16 hermanas, arrojando un total, para los dos marcadores, de 59 casos
positivos (31,4 %).

Se ha visto que en total, 103 de los familiares (54,8 %), tenian algiin marcador
serologico del VHB positivo.

En los 23 familiares HBsAg positivos se determiné el HBeAg, antiHBe y antiDelta,

obteniéndose los siguientes resultados (Tabla 9):

- HBeAg positivo: 1 hijo, 2 hermanos y 1 hermana, arrojando un total de 4 familiares

HBeAg positivos.
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TABLA 7
SEROLOGIA DEL VHB EN SANGRE DEL CORDON

N° HBsAg antiHBc antiHBc antiHBs HBeAg antiHBe antiDelta
(total) (IgM)

W oW N

10
11
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
31
32
33
34
35
36
39
40
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TABLA 8

MARCADORES SEROLOGICOS DEL VHB EN FAMILIARES

GRUPO antiHBc ALGUN Ne°
FAMILIAR HBsAg antiHBc zntiHBs MARCADOR | CASOS
CONYUGES 1 5 9 15 36
HIJOS 1 0 2 3 15
HIJAS 0 2 1 3 19
PADRES 3 2 5 10 14
MADRES 2 5 16 23 26
HERMANOS 4 6 10 20 39
HERMANAS 12 1 16 29 39
TOTAL 23 21 59 103 188
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TABLA 9
HBeAg/antiHBe/antiDelta EN FAMILIARES

HBeAg antiHBe antiDelta
CONYUGES | 0 1 0
HIJOS 1 0 0
PADRES 0 5 _ 0
HERMANOS 3 12 0
TOTAL 4 18 0
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- antiHBe positivo: 1 conyuge, 3 padres, 2 madres, 2 hermanos y 10 hermanas,

arrojando un total de 18 familiares antiHBe positivos.

- antiDelta positivo: No se encontrd ningin familiar con antiDelta positivo en suero.

Asimismo, se determind la actividad sérica dela ASTy ALT, en todos ellos, y se vid
que era normal en 175 casos, mientras que era elevada en: 2 conyuges, 2 hijos, 1 hija, 1
madre, 5 hermanos y 2 hermanas, arrojando un totalde 13 familiares con actividad sérica
de AST y ALT elevadas.

De estos 13 familiares, 2eran HBsAg y antiHBe positivos, 4 eran HBsAgy HBeAg
positivos, 2 eran antiHBc positivos, 2 eran antiHBc y antiHBs positivos y €l resto no
presentaban ningin marcador seroldgico del VHB.

Por otro lado, se ha realizado un estudio comparativo de la prevalencia de los

marcadores serolégicos del VHB en los diferentes grupos familiares.

En primer lugar, se ha comparado el grupo de conyuges con cada uno de los grupos

restantes (hijos, padres y hermanos).

Asi, se ha visto que entre conyuges e hijos no existen diferencias significativas en

la prevalencia de marcadores seroldgicos del VHB (Tabla 10).

Entre coOnyuges y padres no existen diferencias significativas en cuanto a la
prevalencia del HBsAg, pero silas hay en lo que se refiere a la prevalencia de
anticuerpos frente al VHB (antiHBc y/o antiHBs). (Tabla 11).

Entre cOnyuges y hermanos existen diferencias significativas en cuanto a la
prevalencia del HBsAg y no existen diferencias significativas en la prevalencia de
anticuerpos frente al VHB. (Tabla 12).

También se ha comparado el grupo de los cdnyuges con el resto de los familiares en
conjunto (hijos, padres yhermanos) y se ha visto que existen diferencias significativas,

en la prevalencia del HBsAg, no asi en la prevalencia de anticuerpos frente al VHB.
(Tabla 13).
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TABLA 10

NUMERO‘ antiHBc ALGUN
GRUPO CASOS HBsAg o HEs MARCADOR
CONYUGES 36 128) 14(38,9) 15(41,7)
HIJOS 34 1(2,9) 5(14,7) 6(17,6)
P NS NS NS

TABLA 11

NUMERO antiHBc ALGUN
GRUPO CASOS HBsAg e HEs MARCADOR
CONYUGES 36 1(28) 14(38,9) 15(41,7)
PADRES 40 5(12,5) 28(70,0) 33(82,5)
p NS < 0,05 < 0,001
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TABLA 12

NUMERO antiHBc ALGUN
GRUPO CASOS HBsAg Z\,/notiHBs MARCADOR
CONYUGES 36 1(2,8) 14(38,9) 15(41,7)
HERMANOS 78 16(20,5) 33(42,3) 49(62,8)
p < 0,05 NS NS

TABLA 13

NUMERO antiHBc ALGUN
GRUPO CASOS HBsAg ZilOtiHBs MARCADOR
CONYUGES 36 1(2,8) 14(38,9) 15(41,7)
HIJOS
PADRES Y 152 22(14,5) 66(43,4) 88(57,9)
HERMANOS
p < 0,05 NS NS
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Por otro lado, se ha visto que entre el grupo de hijos y €l de hermanos, existen
diferencias significativas en la prevalencia del HBsAg, asi como enla prevalencia de

anticuerpos. (Tabla 14).

Asimismo, se han comparado los familiares que conviven en el momento actual
con la gestante HBsAg positiva (conyuges e hijos), con los familiares que convivian
con ella anteriormente (padres y hermanos), encontrando que existen diferencias sig-
nificativas, tanto en la prevalencia del HBsAg, como en la prevalencia de anticuerpos
‘frente al VHB. (Tabla 15). |

En relacién con la edad, se ha visto que la prevalencia de marcadores del VHB
ha sido del 25,0 % en el grupo més joven (0-9 afios), ydel 81,1 % enel grupo de mas edad
( > 50 afios). (Tabla 16).

En relacién con elsexo, se hacomprobado que no existen diferencias significativas
en la prevalencia de marcadores del VHB entre los hijos € hijas (Tabla 17), padres y
madres (Tabla 18), mientras que siexisten diferencias significativas en la prevalencia

del HBsAg entre hermanos y hermanas (Tabla 19).

En términos globales, la prevalencia de marcadores del VHB ha sido, en nuestro
estudio, superior en las hembras que en los varones. (Tabla 20).

Por otra parte, se ha comprobado que no existen diferencias significativas en la
prevalencia de marcadores seroldgicos del VHB entre los familiares de gestantes
HBeAg positivas, familiares de gestantes antiHBe positivas y familiares de gestantes
negativas para ambos marcadores. (Tabla 21).

Asimismo, se ha visto que tampoco existen diferencias significativas en la prevalencia
de marcadores del VHB entre los familiares de mujeres con DNA-VHB en el suero y

familiares de mujeres que no presentan este marcador. (Tabla 22).

Por dltimo, tampoco existen diferenciassignificativas en cuanto ala prevalencia
del VHB en los familiares de las mujeres portadoras, atendiendo al nlimero de personas
integrantes de cada familia. (Tabla 23).
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TABLA 14

NUMERO antiHBc ALGUN
GRUPO CASOS HBsAg z/notiHBs MARCADOR
HIJOS 34 1(2,9) 5(14,7) 6(17,6)
HERMANOS 78 16(20,5) 33(42,3) 49(62,8)
p < 0,05 < 0,01 < 0,001

TABLA 15

NUMERO antiHBc ALGUN
GRUPO CASOS HBsAg Z/notiHBs MARCADOR
CONYUGES 70 2(2,9) 19(27,1) 21(30,0)
E HIJOS
PADRES Y 118 21(17,8) 61(51,7) 82(69,5)
HERMANOS
p < 0,01 < 0,01 < 0,001
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TABLA 16

antiHBc ALGUN
. y/o
EDAD (ANOS) | N°FAMILIARES | HBsAg antiHBs MARCADOR
0-9 28 2(7,1) 5(17,9) 7(25,0)
10-19 23 3(13,1) 5(21,7) 8(34,8)
20-29 54 8(14,8) 24(44,4) 32(59,2)
30-39 37 5(13,5) 16(43,2) 21(56,7)
40-49 9 1(11,1) 4(44,5) 5(55,6)
> 50 37 4(10,8) 26(70,3) 30(81,1)
p NS < 0,01 < 0,001
TABLA 17
NUMERO antiHBc ALGUN
GRUPO CASOS HBsAg Z/notiHBs MARCADOR
HIJOS 15 1(6,7) 2(13,3) 3(20,0)
HIJAS 19 0 3(15,8) 3(15,8)
p NS NS NS
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TABLA 18

NUMERO antiHBc ALGUN
GRUPO CASOS HBsAg Z/notiHBs MARCADOR
PADRES 14 3(21,4) 7(50,0) 10(71,4)
MADRES 26 2(7,7) 21(80,8) 23(88,5)
p NS NS NS

TABLA 19

NUMERO antiHBc ALGUN
GRUPO CASOS HBsAg Z/notiHBs MARCADOR
HERMANOS 39 4(10,2) 16(41,0) 20(51,2)
HERMANAS 39 12(30,8) 17(43,6) 29(74,4)
p < 0,05 NS < 0,05
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TABLA 20

antiHBc ALGUN
y/o
N° FAMILIARES HBsAg antiHBs MARCADOR
VARONES 104 9(8,6) 39(37,5) 48(46,1)
HEMBRAS 84 14(16,7) | 41(48;8) 55(65,5)
p NS NS < 0,05
TABLA 21
NUMERO ALGUN
GRUPO CASOS MARCADOR
FAMILIARES
DE GESTANTES 3 1(33,3)
HBeAg +
FAMILIARES
DE GESTANTES 180 98(54,4)
antiHBe +
FAMILIARES DE
GESTANTES HBeAg 5 4(80,0)
y antIHBe -
p NS
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TABLA 22

NUMERO ALGUN
CASOS MARCADOR
FAMILIARES
DE GESTANTES 9N 51(55,4)
DNA-VHB +
FAMILIARES
DE GESTANTES 9 52(54,2)
DNA-VHB - _
p NS
TABLA 23
TAMANO NUMERO antiHBc ALGUN
ylo |
FAMILIAR FAMILIARES HBsAg antiHBs MARCADOR
2-4 PERSONAS 38 4(10,5) 15(39,5) 19(50,0)
5-8 PERSONAS | 119 17(14,3) 46(38,6) 63(52,9)
> 9 personas 31 2(6,4) 19(61,3) 21(67,7)
P NS NS NS

99




II1.5.- VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC)

Con el fin de estudiar la prevalencia de anticuerpos frente al virus de la hepatitis C
(antiVHC) en las gestantes incluidas en nuestro estudio, se ha llevado a cabo la
determinacion de este anticuerpo en un total de 265 mujeres distribuidas en cuatro
grupos:

GRUPO I: 45 gestantes conactividades de AST y ALT elevadas y ninglin marcador
serologico del VHB, ni del VHA.

- GRUPO 1II: 80 gestantes con actividades de AST y ALT dentro de los limites de
referencia y positivas para el anticuerpo del core del VHB.

- GRUPOIIL: 40 gestantes HBsAg positivas, identificadas a lo largo del estudio, cuyas

caracteristicas seroldgicas y bioquimicas se han comentado anteriormente.

- GRUPO 1IV: 100 gestantes con actividades de ASTy ALT dentro de los limites de

referencia y sin ningGn marcador seroldgico del VHB positivo.

Se han encontrado en total, 8 mujeres con el antiVHC positivo, lo que equivale auna

prevalencia de este anticuerpo del 3,0 %.

De las 8 mujeres, dos pertenecian al Grupo I, tres al Grupo 11, dos al Grupo IIl y una
al Grupo IV. (Tabla 24).
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TABLA 24

NUMERO
GRUPOS antiVHC CASOS
I 2(4,4) 45
II 3(3,7) 80
III 2(5,0) 40
v 1(1,0) 100
p NS
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I.- DISCUSION



La prevalencia de marcadores del VHB en el suero de los familiares de las mujeres
gestantes, portadoras del HBsAg, ha sido en nuestro estudio, del 54,8 %.

Los estudios realizados por Gonzalez (157) y Genesca (158) en familiares de
portadores, varones y hembras indistintamente, del VHB, indican unos porcentajes del
33 % y 33,8 %, respectivamente; como se aprecia, estos datos son inferiores a los

encontrados en nuestro trabajo.

Esta diferencia se puede explicar porque el grupo estudiado por nosotros es mas
homogéneo, puesto que se refiere Gnicamente a familiares de un grupo de gestantes
portadoras del VHB.

Asimismo, creemos que puede jugar algin papel en esta discordancia, la zona
geogréfica concreta y el sitio puntual en el que nuestro trabajo se ha llevado a cabo.

Por otra parte, estudios llevados a cabo por Acero (159), y Vargas (160), investigando
marcadores del VHB en una poblacion heterogénea y supuestamente sana, citan
porcentajes del 0,6 %y 1,8 %, respectivamente. Dichos datos son asimismo inferiores
a los nuestros. De todo ello se puede deducir la importancia que en general tiene la
transmision del VHB dentro del nicleo familiar.

Elmecanismo de transmision del VHB en la familia no esta definitivamente aclarado,
aunque se barajan diferentes hipGtesis, como son la transmision horizontal en sus
diferentesaspectosy la transmisidn vertical, comose vera més adelante. Siguiendo en esta
linea, aparecen en la bibliograffa trabajos que indican que la via sexual juega un papel
importante en la transmisién del VHB, como indican Wright (161), Alter (162), Heun
(163) y Tassopoulos (164). Asi, encontramos que el 41,7 % de los cOnyuges presentan
algin marcador del VHB positivo en elsuero. Dicho porcentaje essimilar al encontrado
en los trabajos de Genescé (158)y Ramalho (165) que citan valores del 45 %y 45,5
%, respectivamente. Se puede considerar que si la via sexual tuviera un papel
predominante sobre otros tipos de transmisién del VHB, cabria esperar una mayor
prevalenciade marcadores enlos conyuges, en comparacion con elrestode los familiares
(padres, hermanos e hijos). Sin embargo, nuestros datos indican que la prevalencia de
marcadores del virus en los conyuges es menor que en los padres (Tabla 11), hermanos
(Tabla 12) y mayor que en los hijos (Tabla 10), aunque en estos dos dltimos casos las
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diferencias no son significativas.

De estos datos se deduce que la transmisioén sexual del VHB parece que no juega
un papel fundamental en la propagacién del virus dentro de la familia y puedan tener
més importancia otras vias de transmision.

Destaca en nuestro trabajo la baja prevalencia del HBsAg en el grupo de conyuges
estudiado, de forma que sdlo el 2,8 % era HBsAg positivo, mientras que Genesca (158)
no presenta ningdn caso positivo para el mismo marcador. Este autor sugiere que el
mecanismo de transmision se lleva a cabo a través de la sangre de la mujer portadora
del virus (menstruacion, erosiones vaginales, etc.), conla aparicion frecuente en los
cényuges de antiHBc y/o antiHBs. Por lo tanto, pensamos que el hecho de que en pocas
ocasiones los cényuges desarrollen el estado de portador crénico del VHB puede estar
relacionado con la observacién formulada por Stevens (54), Beasley (82) y Sasaki (83)
de que la posibilidad de que un sujeto cualquiera se convierta en portador crénico del
VHB, esmayor cuanto menor eslaedadalaque se produce lainfeccion, habida cuenta
de que es posible que el VHB infecte al grupo de cOnyuges en la edad adulta y

suponiendo la ausencia de marcadores en los mismos con anterioridad.

Por otra parte, se havistoque el 17,6 % de los hijos tenian algiin marcador del VHB
positivo. Esta cifra es similar a la citada por otros autores como Szmuness (166) y
Bernier (167) para zonas de baja incidencia en la infeccién por el VHB, e inferior al 31
%, 42,3 % y 66,7 % indicados para nuestra zona geografica (157,158,165).

Con respecto a los hermanos de las mujeres portadoras, se observa que el 62,8
% tienen algiin marcador del VHB positivo. Se han citado en la bibliografia porcentajes
similares (157,165,167). A la vista de estos datos se puede deducir que la transmision
vertical del VHB no se considera un mecanismo importante en la difusién de la infeccion
dentro de la familia, mientras que si parece serlo la transmision horizontal del virus. Por
lo tanto, consideramos que la infeccién por el VHB se transmite fundamentalmente
por una via horizontal, mientras que, aunque la transmisién vertical no es trascendente,
si que es importante el posterior contactoy convivencia del nifio con la madre portadora.
Bernier (167)y Gonzélez (157) concluyen que la transmisién horizontal tiene una gran
repercusion en la difusién del VHB en la familia, mientras que por otro lado, existen

autores que indican que el mecanismo de transmision vertical es el principal
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responsable del contagio de los hijos de mujeres portadoras y calculan
aproximadamente que entre un 15 % yun 25 % de los portadores de nuestro medio

se han infectado verticalmente (158).

Ante estos hechos y teniendo en cuenta los datos de la Tabla 14, consideramos que
apenas existe en nuestro estudio transmisién vertical, mientras que si se da la
transmisién horizontal. Ello viene apoyado en los porcentajes encontrados para el
HBsAg enlos hijos,un 2,9 %, que hablan en contrade una transmision vertical, mientras
que los encontrados para loshermanos de las mujeres portadoras sondeun 20,5 %, dato
que habla en favor de un mecanismo de transmisién horizontal en la familia. Todo
lo citado se ve respaldado por la mejora evidente de las condiciones higienico-sociales

de una generacion a otra.

Por otra parte, se ha visto que el grupo de padres de las mujeres HBsAg positivas es
el de mayor prcvalencié de marcadores del VHB (82,5 %), seguido por el grupo de los
hermanos (62,8 %), cényuges (41,7 %) e hijos (17,6 %). Coincidiendo con nuestros
datos, Szmuness (166) y Bernier (167), encuentran una prevalencia de marcadores del
VHB en los padres y hermanos superior a la de los conyuges, y en los hijos inferior ala
de todos ellos, mientras que Bruguera (168) encuentra que los marcadores del VHB
son mas frecuentes en los hermanos e hijos que en los padres y que ninguno de estos

grupos supera la prevalencia encontrada en los conyuges.

Pensamos que la mayor prevalencia de marcadores del VHB en los padres, se puede
relacionar con el hecho de que este grupo es el de masedad y por tanto, el que
supuestamente ha estado méas tiempo expuestoal VHB. Asi, en la Tabla 16, se observa
que la prevalencia de marcadores del VHB es del 25,0 % en el grupo mas joven (0-9
anos), y del 81,1 % en el grupo de més edad (> 50 afios). Asimismo, en la citada tabla,
también se puede ver que la prevalencia de anticuerpos frente al VHB aumenta con la
edad, mientras que la prevalencia del HBsAg s6lo aumenta hasta la tercera décaday
comienza a disminuir a partir de los 30 afios.

Este hecho podria explicarse en parte, por la tendencia natural a eliminar el virus
que muestran los portadores del VHB.

La prevalencia de marcadores del VHB ha sido en nuestro estudio, en términos
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globales, superior en las mujeres que en los hombres (Tabla 20). Asi, la prevalencia de
anticuerpos frente al VHB, siempre es mayor en las hermanas, hijas y madres que en

los hermanos, hijos y padres (Tablas 17, 18y 19).

Sinembargo, aunque la prevalenciadel HBsAgtambiénes mayor enlas hermanas que
en los hermanos, no sucede asi en los otros grupos, enlos que encontramos una
prevalencia superior en los hijosy padres que en las hijas y madres, aunque en estos

dos ultimos casos, las diferencias no son significativas.

Nuestros datos no coinciden con los citados en la bibliografia (157), donde se indica
una prevalencia del HBsAg superior en los familiares del sexo masculino, atribuyéndolo
aque las mujeres eliminan con masfacilidad el VHB que los hombres debido auna mayor
capacidad de respuesta inmune, segin la teorfa expuesta por London (169).

En el presente estudio no se ha podido comprobar este hecho, pese a la amplitud del

mismo.

La presencia del HBeAg, antiHBe o la ausencia de los dos marcadores, en el suero
de las mujeres HBsAg positivas de nuestro trabajo, parece que no ha influido de forma
significativa sobre la presencia de marcadores del VHB en sus familiares, seglin se
observa en la Tabla 21, y coincidiendo con los trabajos realizados en este sentido

(157,158,165), en los que tampoco se encuentran datos significativos a este respecto.

Este fendmeno podria ser debido a que algunas mujeres fueron HBeAg positivas
cuando infectaron a sus familiares o que su replicacion viral fué importante en aquel
momento. Para definir la infectividad de la mujer, con independencia del sistema E,
seria necesariala presencia en sangre circulante de DNA-VHB. No obstante, de nuestros
datos se deduce que la presencia del DNA-VHB en el suero de las mujeres portadoras
crénicas no influye de forma significativa en la aparicion de marcadores del VHB en sus
familiares (Tabla 22). Por todo lo cual consideramos que deben existir factores que
actuen de una forma determinante en la transmisién del VHB en la familia, como la
higiene personal, habitabilidad y limpieza de la vivienda, costumbres y habitos
familiares, nivel cultural y econémico, etc. Todo lo citado jugaria un papel de gran

importancia, dentro de la familia, a la hora de valorar la prevalencia en su seno de
marcadores del VHB.
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Coincidiendo con algunos resultados publicados en el afio 1988 (157), de los datos
de nuestro estudio se puede comprobar que no existen diferencias significativas en
cuantoala prevalencia del VHB en los familiares de las mujeres portadoras, atendiendo
al nimero de personas integrantes de cada familia (Tabla 23). Aunque existe algin
autor que discrepa en este punto. Asi Bernier (167) encuentra diferencias significativas
en lo que se refiere a la prevalencia de marcadores del VHB en general, segin fuese la
familia de 2 a 4 miembros, de 5 a 8 y de 9 0 mas miembros.

También hemos observado algunosdatos que nos indican que hay familias conun gran
namero de miembros de lasmismas con marcadores para el VHB, llegandose en algiin
momento al 100 % de los familiares que conviven en el hogar. Esto puede sugerir,
ademas de los habitos higiénicos-sociales citados, la posible existencia de ciertos
factores genéticos determinantes de la infeccion por el VHB. En este sentido hablan
también otros trabajos (157,168,170).

Con el fin de llevar a cabo el estudio generacional, disponemos de un total de 36
nicleos familiares, y en cada uno de ellos se estudian tres generaciones, abuelos, padres
e hijos. '

El criterio de seleccién de las familias se ha realizado incluyendo inicamente a las
mujeres portadorasde nuestro estudio, que se corresponden con las mujeres portadoras

de la segunda generacidn, las cuales no pertenecian a ningln grupo de riesgo.

Los datos obtenidos a escala generacional se refieren Gnicamente a aquellas familias
conalta probabilidad de infeccién por el VHB, yen ninglin caso a los grupos familiares

del resto de las mujeres incluidas en el estudio.

En los nifios nacidos a lo largo de nuestro trabajo, no ha habido indicios de infeccién
por el VHB, mientras que en los 34 hijos nacidos con anterioridad al inicio del estudio
(37 generacion), se ha detectado un portador del HBsAg.

Se ha hecho, asimismo, dentro de cada generacién, una clasificacion de la siguiente
forma: sujetos sin marcadores del VHB, sujetos con marcadores del VHB y sujetos
portadores del HBsAg. De este modo quedanreflejados los sujetos que no hantenido
contacto con el VHB (sin marcadores), los que han tenido contacto con €l VHB (con
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marcadores) y los portadores del antigeno de superficie del VHB.

En la Tabla 25 se expone el resumen de los datos hallados para la primera, segunda
ytercera generacion, con elfin de observar el estado seroldgico de las tres generaciones.
Asi, de los 40 miembros de la primera, 5 son portadores del HBsAg (12,5 %), 28 tienen
marcadores del VHB (70 %)y 7 no tienen ningin marcador (17,5 %). De los 114 sujetos
pertenecientes a la segunda generacion , 52 son portadores del HBsAg (45,6 %), 33
tienen marcadores del VHB (28,9 %) y 29 no tienen ningiin marcador (25,4 %). De los
34 sujetos pertenecientes a la tercera generacion, 1 es portador del HBsAg (2,9 %), 5
tienen algin marcador del VHB (14,7 %) y 28 no tienen ningtin marcador (82,3 %).

Si observamos estos datos, en lo que respecta a portadores del HBsAgenla 17, 22
y 32 generacion, las variaciones son del 12,5 %, 45,6 % y 2,9 %,respectivamente.
Estos cambios ponen de manifiesto una sensible reduccion entre la 2y 32 generacion,
aunque pensamos que ésta no es tan acusada porque el concepto de sujeto portador en

la 22 generacion ha sido el criterio determinante en la realizacion del presente estudio.

Al comparar la 12 y 32 generacién y observar los datos correspondientes, la
disminucién que se observa puede ser debida a un descenso real del niimero de

portadores en el colectivo estudiado, entre otros factores.

Con el mismo criterio se puede contemplar elporcentaje de sujetos conmarcadores
del VHB enlas tres generaciones motivo de esta discusion. Asi, los cambios observados
entre las generaciones son del 70 %, 28,9 % y 14,7 % para la 1%, 2% y 3? generacion,
respectivamente. El porcentaje de sujetos sin marcadores del VHB ha pasado del 17,5 %
al 82,3 % de la 12 a la 3° generacion.

Estas variaciones reflejan, en su conjunto, que el contacto con el VHB en cada
generacion se va reduciendo, de forma espontanea, en un porcéntaje cercano al 50 %,
de una generacion a otra. Todos estos hechos se justifican, como ya se ha citado
reiteradamente, porla mejora de los habitos higiénicos, sociales, culturales, etc., asi como
a la disminucién en el nimero de portadores encontraday se podrian atribuir, en parte,
a la diferencia de edad entre las tres generaciones, este es un dato que podra ser
comprobado cuando los nifios recién nacidos, vacunados en los dos ultimos afos,

alcancenla edad adecuada pararealizar un estudio similar al que nosotros hemos llevado
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- TABLA 25
MARCADORES DEL VHB EN LAS TRES GENERACIONES

CON SIN

GENERACION N° | HBsAg | MARCADORES MARCADORES
1 40 | 5125) 28(70,0) . 7(17,5)
22 114 | 52(456) 33(28,9) 29(25,4)
32 34 | 129 5(14,7) 28(82,3)
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a cabo. Esperamos que entonces, la prevalenciadel VHB haya disminuido, en relacion

a la que existe en la actualidad.

Por otra parte, todas las mujeres de nuestro estudio contestaron a una serie de
cuestiones, acerca de una posible relacién con €l VHB, y que nosotros hemos

comparado con los resultados serologicos obtenidos.

Las mujeres con serologia positiva para el VHB, habian contestado negativamente
a las dos preguntas el 71 %, como se citd con anterioridad. Los marcadores
encontrados en este grupo de mujeres, expresado en porcentajes, fueron los siguientes:
HBsAgyantiHBc: 6,6 %, antiHBc: 15,8 %, antiHBcy antiHBs: 47,8 %y antiHBs: 0,6 %,
mientras que las que contestaron afirmativamente o expresaron dudas conrespecto alas
cuestiones planteadas presentaban unos porcentajes de los marcadores serologicos en el
suero de: HBsAgy antiHBc: 4,9 %, antiHBc: 7,1 %, antiHBc y antiHBs: 17,2 %.

En el grupo de mujeres con serologia negativa la respuesta fue negativa asimismo
en el 82 % de los casos, mientras que las contestaciones afirmativas o dudosas
alcanzaban el 18 %.

Todo lo anterior nos lleva a plantear que ante un nimero elevado de mujeres que
decian desconocer cualquier antecedente en relacion con el VHB y sus formas clinicas,
y que por tanto, segin Gunby (171), Wetzel (172) y Baker (173), habrian de ser
excluidas como posibles transmisoras-portadoras del VHB, se encuentra que existen
marcadores en el suero, lo cual indica que han estado o estan en contacto con el VHB
y en consecuencia, se plantea la necesidad de realizar estudios serologicos seriados en
todas las mujeres gestantes, en coincidencia con lostrabajos de Snydman (74)y Foschini
(112).

Por otra parte, en el estudio seroldgico practicado en las mujeres que componen
nuestro grupo de trabajo, se ha encontrado que el 1,5 % eran portadoras del HBsAg
y antiHBc¢ total. Este valor, con independencia de que se puede comparar al obtenido
parala poblacion general del drea mediterranea, enla que se encuentra incluida Espaiia,
es similar al encontrado por otros autores como Gonzilez (174) en Palma de Mallorca,
Genesca (51) en Barcelona y Castillo (175) en Granada, con porcentajes del 1 %, 1,2 %
y 1,6 %, respectivamente.
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Se deduce pues, que €l 98,5 % de las gestantes de nuestro estudio, no presentaban
el HBsAg positivo, no obstante y teniendo en cuenta que en nuestro trabajo se ha
realizado la determinacién del antiHBc total como método de “screening”, se ha podido
observar que el 3,1 % de las mujeres presentaban antiHBc positivo como Ginico marcador
seroldgico del VHB, mientras que en el 8,7 % del total se encontraron el antiHBcy
antiHBs positivos en el suero. Finalmente, el 0,1 % mostraron el antiHBs positivo como
unico marcador.

De lo anterior se deduce también, que no basta con hacer la encuesta epidemiolégica,
siempre expuesta a una serie de dificultades derivadas del nivel cultural, social, etc,
sino que se debe hacer un estudio serolégico rutinario, en relacion con el VHB, en todas

las mujeres en periodo de gestacion.

Nosotros pensamos que se debe iniciar dicho estudio con la realizacién del antiHBc,
puesto que, siendo un marcador seroldgico discutido actualmente, enloque se refiere
a su interpretacién, es cierto que todas las personas que han estado alguna vez en su
vidaoestan enlaactualidad encontacto con el VHB, lo pueden presentar positivo. Como
la positividad de dicho anticuerpo, indica en la mayoria de los casos, contacto con el VHB,
se debera continuar el estudio de la mujer, realizando en el suero de la misma, la
determinacion del HBsAgy antiHBs.

En el caso de que el HBsAg sea positivo se debe seguir el estudio con la
determinacion del HBeAg, antiHBe y antiDelta.

McMahon (176), enelafio 1987, utiliza asimismo, ladeterminacion delantiHBc como
“screening” en un programa destinado a frenar la propagacion de la infeccion por el
VHB enla poblacién de Alaska. Igualmente, Lok (177), en el afio 1988, indica que una
forma de identificar a las personas susceptibles de vacunacion y sujetos inmunizados, asi
como portadores del VHB, podria ser la determinacion inicial del antiHBc; este autor
ha encontrado en una zona de alta prevalencia del HBsAg, como es Hong-Kong, la
presencia del antiHBc como tnico marcador seroldgico del VHB, en el 11,9 % de la
poblacion, mientras que en nuestro estudio ha sido del 3,1 %, valor muy préximo al

encontrado por otros autores como Hadler (178)y Tedders (179), que lositiian entre el
2yel3 %.
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Asimismo, en nuestro trabajo hemos encontrado positivos el antiHBc y antiHBs en
el 8,7 % de las gestantes estudiadas, lo que indica que estas mujeres han estado en
contacto con el VHBy quizés se encuentren inmunizadas frente al mismo.

Pensamos, a diferencia de Rull (180) y Dominguez (181) que el examen serolégico
rutinario no se deberia realizar iinicamente en grupos de riesgo como drogadictas,
prostitutas, etc, sino que pocoa poco, tendria que abarcar a toda la poblacion, aunque
enelcaso de lavacuna frente al VHB se tengan que realizar todavia estudios previos
que analicen los costesy el grado de inmunizacion, entre otros factores. No obstante,
las mujeres gestantes se deben incluir dentro de un programa que contemple la
determinacién de marcadores serol6gicos del VHB en todas ellas, y proceder, en su
caso, a la profilaxis del recién nacido y de las personas que convivan en el hogar. En
este punto, coincidimos con los estudios de Descos (182), Martino (73),y Foschini (112),
hechos en Italia y Francia, dado que estos dos paises se encuentran enlazona geografica
mediterranea, igual que Espafia, en relacién con la distribucion geografica del VHB ya

indicada anteriormente.

En naciones con alto nivel socialy econdmico, como Estados Unidos, se recomienda
la determinacién de marcadores del VHB a todas las embarazadas segin citan
diferentes autores como Summers (183), Kumar (184), McQuillan (185) y Stevens
(186).

En nuestro hospital se vienen realizando rutinariamente estas determinaciones
desde Enero de 1988 y han sido incluidas dentro de los anélisis asistenciales normales
de nuestro laboratorio, con el fin antes mencionado.

Por otra parte, y como se ha citado con anterioridad, el 2,5 % de las gestantes
estudiadas por nosotros tenian el HBeAg positivo en el suero. Este hecho no concuerda
exactamente con lo citado por Dragosics (187), Lohiya (188) y Szmuness (189), que
indican unos porcentajes de positividad para el HBeAgde: 7,5 %, 16 % y 9,1 %,
respectivamente. Enlo que se refiere al antiHBe, el 90 % de las mujeres portadoras de
nuestro estudio presentaban dicho anticuerpo positivo en el suero, porcentaje que
concuerda con los citados por Dragosics (187) y Szmuness (189), que indican cifras
similares, 90 %y 90,1 %. No sucede asi con el estudio llevado a cabo por Lohiya (188),

dado que se realizé en una institucién para enfermos retrasados mentales, parte de
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los cuales padecian un sindrome de Down y se conoce que estos pacientes presentan
alteraciones importantes del sistema inmune que,evidentemente pueden alterar
la casuistica encontrada (antiHBe: 78 %). Asimismo, los resultados de nuestro estudio
no concuerdan con los de los autores citados en lo que se refiere ala ausenciadel HBeAg
yantiHBe en elsuero. De nuestro trabajo se deduce un porcentaje del 7,5 % para este
punto, mientras que para Dragosics (187) es del 2,5 %, para Lohiya (188) es del 6 %'y
elde Szmuness (189) es de un 0,8 %. Los datos de concordancia ydiscrepancias citados
pueden provenir de los distintos origenes de los sujetos estudiados. Asi, nuestra
poblaciénse puede considerar homogénea, mientras que €l resto presenta variaciones

de edad, sexo, razay algin otro factor, ya mencionado (S. de Down).

Teniendo en cuenta la descripcion del virus Delta ya realizada y las caracteristicas
poco comunes del mismo, como son la asociacién al VHB para producir infeccion
asociada, en forma de coinfeccidn o sobreinfeccion, segin infecte al mismo tiempo que
el VHB o lo haga en un portador crénico del mismo, y habida cuenta de la escasa
bibliografia que de cste'agente viral existe en relacién con la transmisién materno-fetal,
en nuestro estudio se ha llevado a cabo la determinacién de anticuerpos antiDelta en
todas las gestantes HBsAg positivas, como ya se ha indicado. Del total de mujeres
estudiadas se ha encontrado positivo el anticuerpo antiDelta en suero, enel2,5 %. Este
2,5 % positivo para el antiDelta, era a suvez HBeAg positivo. Estos datos son similares
alos encontrados por Arico y Rizzetto (190) en un estudio llevado a cabo en donantes
de sangre, enelque encuentra un5 % de sujetos con el anticuerpo antiDelta positivo. En
el trabajo citado se indica que la presencia de antiDelta en suero identifica una
subpoblacidn de portadores sanos del HBsAg con unriesgo de dafio hepatico cuatroveces

mayor que los portadores antiDelta negativo.

Por otra parte, Smedile (191), en un trabajo publicado en el afio 1981, sobre
infeccién por el VHD en portadores crénicos del HBsAg, incluyea cinco nifios nacidos
de madres HBsAg positivas que presentaban a suvez anticuerpos antiDelta positivos en
suero. Los nifios nacidos de las madres que eran antiHBe positivas no mostraron
evidencias de infeccién ni por el VHB ni el VHD ysi, en cambio, presentaban en suero
los anticuerpos de clase IgG adquiridos de forma pasiva a través de la madre: antiHBc,
antiHBe y antiDelta.

Por otro lado, el nifio nacido de la Gnica madre que era HBeAg positiva, si mostrd
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evidencias de infeccién por el VHBy el VHD, tras el hallazgo del HBsAgy antiDelta de
clase IgM en el suero del mismo. El citado autor concluye que la transmision vertical del

VHD ocurre bajo las mismas circunstancias que la transmision vertical del VHB.

En nuestro trabajo, sin embargo, no se han observado evidencias de infeccion ni por
el VHB ni por el VHD en el tinico caso encontrado de un nifio nacido de madre con
HBeAg y antiDelta positivos en suero.

Quizés sea debido a que en esta mujer se llevd a cabo una cesarea con lo que se evito
el parto, como posible fuente de infeccién viral. La cesarea fue indicada con criterios
exclusivamente ginecologicos.

Por otra parte, se puede observar que el porcentaje total de DNA-VHB en las
mujeres portadoras de nuestro estudio es del 52,5 %, dato que no concuerda con el
obtenido por Genesca (192) que encuentraun 5 % y Negro (193) que encuentra un 26,4
%, mientras que Scotto (194) encuentra DNA-VHB en sujetos portadores, enel 38,7 %
de los casos.

Al comparar los valores obtenidos en el presente trabajo, para el DNA-VHB en
relacion, conel HBeAg yantiHBe, con los encontrados en la bibliografia, parala misma
determinacién, podemos observar también datos discordantes. Asi, en nuestro trabajo,
el 100 % de las mujeres HBeAg positivas presentaban DNA-VHB elevado ensuero, al
igual que las mujeres que no presentaban HBeAg ni antiHBe. Asimismo, el 47,2 % de
las mujeres que tenian positivo el antiHBe, también mostraban unos valores elevados
para el DNA-VHB. Genesca (192) no cita ningiin caso de antiHBe positivo con DNA-
VHB positivo; Negro (193) indica un porcentaje de antiHBe positivo con DNA-VHB
positivo del 26,4 %. Este autor tansélo ha estudiado sujetos con el HBsAgy elantiHBe
positivos en suero. Scotto (194) no cita porcentaje alguno sobre los datos encontrados
pero si indica que existe un gran nimero de portadores de HBsAgy HBeAg con DNA-
VHB positivo, lo cual no quiere decir que no exista DNA-VHB libre en el suero de sujetos
conantiHBe, y que es evidente que en los casos que son HBeAg positivos, et DNA-VHB
esta presente, asi como en otros, que son antiHBe, aunque en estos Gltimos la concentra-
cion del DNA-VHB sea menor que en los anteriores.

Los resultados analizados y comparados con los datos bibliograficos en lo que se
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refiere al DNA-VHB y al sistema antigeno-anticuerpo E, no concuerdan, como ya se
ha citado. Una explicacion posible seria la diferente metodologia empleada para la
determinacién del DNA-VHB, asi como en el resto de los marcadores séricos del VHB.
Hay que resaltar, ademés, que el estudio que hemos llevado a cabo se ha hecho en
un grupo homogéneo, a diferencia de los trabajos citados en la bibliografia. Esta
caracteristica se basa en que todos los casos eran mujeres, adultas, embarazadas, de
la misma raza y residentes en la misma zona y no pertenecientes a ningun grupo de
riesgo.

De los datos obtenidos para el DNA-VHB en las mujeres embarazadas, se puede
deducir que este resultado esindependiente, en nuestro estudio, del HBeAg, antiHBe,
como ocurre a veces en hepatopatias crénicas en fase replicativa.

Asimismo, la actividad de la DNA-p en el suero delas mujeres portadoras de nuestro
trabajo, fué€ negativa, mientras que algunos estudios (195), indican que la actividad
DNA-p encontrada en portadores asintomaéticos, era de un 6 %, indicando que los
pacientes con HBeAg positivo en suero presentaban la DNAQp elevada enel 80 % de
los casos, mientras que los sujetos con antiHBe positivo lo hacian s6lo en un 9 %.

Ante estos valores pensamos que la actividad de DNA-p es negativa en nuestras
mujeres portadoras del HBsAg, porque, como se hacomprobado en unestudiorealizado
ennuestra Unidad, cuando el DNA-VHB esta elevado, la actividad de la DNA-pesta
disminuida, y porque ademas pensamos que las mujeres que no tienen el DNA-VHB
libre en el suero, no presentan en ese momento replicacion viral, con lo que no existe
actividad alguna de DNA-p. |

Se ha creido de interés determinar el anticuerpo frente al virus de la hepatitis C
(antiVHC), habida cuenta de la parecida similitud que parece guardar dicho virus con
el de la hepatitis B.

De nuestros datos se obtiene una prevalencia de antiVHC en el total de las mujeres
del3 %, mientras queen las mujeres portadoras del HBsAg se observa un porcentaje

del 5 % y en las no portadoras un 2,7 %.

Estos datos difieren de los citados en la bibliografia. AsiEsteban (143) indica,
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en una poblacién de mujeres gestantes portadoras del HBsAg, un porcentaje para el
antiVHCdel 1 %, y enlas mujeres no portadoras, unacifra del 1,4 %. La prevalencia total
segun el trabajo citado es del 1,2 %.

De lo anterior se deduce que en el estudio realizado por nosotros en Sevilla existe una
mayor prevalencia de antiVHC que en el llevado a cabo en Barcelona (143). Esta
diferencia, aunque pequefia, puede ser debida a las caracteristicas de nuestra
poblacién, como son la edad, sexo, procedencia, etc. Aunque es posible también, que en

nuestra zona, por razones geogréficas, se de una mayor prevalencia para este virus.

Asimismo, hay que destacar el hecho de que en un estudio realizado en donantes de
sangre por Ercilla (196), en el afio 1989, Espaiia es el pais donde se observa una mayor
prevalencia para el antiVHC (2,2 %), en comparacion con los datos presentados por
otros paises como Estados Unidos (0,6 %), Finlandia (0,23 %), Suiza (0,34 %),
Alemania (0,42 %), Dinamarca (0,42 %), Holanda (0,72 %), Italia (1,5 %) y Hungria
(1,73 %).

Estas cifras han sido presentadas en el transcurso del First International Symposium
Hepatitis C Virus, celebrado el mes de Septiembre delafio 1989, en Roma, y apoyan la

hipétesis citada por nosotros con anterioridad.

No se pueden olvidar algunos comentarios de autores en los que se mencionan que
conlatécnica actual para ladeterminacion de anticuerpos frente al virus de la hepatitis
C, podrian aparecer porcentajes no despreciables de resultados positivos falsos para
dicho anticuerpo. Este problema se resolvera cuando sea posible confirmar los datos
serologicos del VHC, determinando otros marcadores del virus.

Ante la falta de datos bibliograficos sobre la prevalencia de antiVHC en mujeres
embarazadas con actividad de ALT elevada en el suero y antiHBc positivo, se ha
recurrido a la comparacion de los valores encontrados en el grupo de mujeres de

nuestro estudio con una poblacién de sujetos donantes de sangre.
En nuestro trabajo se encuentra un porcentaje de mujeres con ALT elevaday

antiVHC positivo de un 4,4 %, mientras que las mujeres antiHBc y antiVHC positivas
eranun 3,7 %. Los valores para la ALT-antiVHC concuerdan con los presentados por
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Aneloni (197) para Italia, mientras que no coincide con los datos aportados para el
antiHBc y antiVHC (7,3 %). La discordancia en este punto, quizas sea debida a la
heterogeneidad ya citada de los grupos comparados.

Aunque es cierta la similitud que se observa entre la hepatitis B y la hepatitis C, en
loque se refiere a transmision del virus, formas clinicas, tendencia a la cronicidad, etc.,
quedan todavia muchos interrogantes sobre la epidemiologia, estructuray otros muchos
aspectos del VHC, y estamos seguros que en un breve espacio de tiempo podréan ser
conocidos y aplicados a la clinica. Desde los afos 70 se piensa que pueda existir una
posible transmision vertical para el virus de la HNANB. Asi, Gupta (198), en el afio 1978,
describe un casode transmisién materno-fetal de una posible HNANB en el que la madre
yelnifio presentaron toda la serologia virica negativaen elsuero y en el tejido hepatico,
con aminotransferasas séricas elevadas y una sintomatologia evidente de hepatitis
aguda. Este hecho podria indicar una posible transmisién vertical del VHC, aligualque
sucede con el VHB.

Dado que el desarrollo de la Medicina Preventiva en lo que se refiere a la profilaxis
delrecién nacido de madre portadora del HBsAg, es hoy muy claro, ya que tratan de
proteger, de forma activa y pasiva a todos los recién nacidos, sea cual sea su estado
serologico, en el momento del nacimiento, tiene poco interés enla actualidad el estudio

de la sangre de corddn a fin de establecer algin criterio preventivo respecto al nifo.

A pesar de ello, se harealizado el estudio de los marcadores serologicos del VHB en
32 muestras obtenidas de sangre del cordén de los correspondientes recién nacidos.
Nuestros resultados no concuerdan con los encontrados en la bibliografia, dado que
estos estudios se llevaron a cabo en regiones distintas a la nuestra en cuanto a la
prevalencia del VHB. Asi, hemos encontrado un 15,6 % de casos positivos para el
HBsAg, €l 100 % de antiHBc-IgG, 0 % de antiHBc-IgM y 0 % de antiHBs. Se pudo
observar que el titulo de HBsAg en sangre del cordén era inferior al maternoy que
asimismo, el HBsAg desapareci6 en todos los casos al mes de edad, excepto en un caso
que lo hizo a los dos meses. Todo ello puede indicar, entre otras cosas, que el HBsAg
provenga de la madre o que haya podido desaparecer a consecuencia de la
administracion de la HBIG.

Wong (65), encontrd positivo el HBsAg en sangre del cordén en el 67,4 % de las

117



muestras analizadas y no indica ninguna relacién entre estos datos y el estado de portador
crénico. Marinier (46), en un trabajo realizado en Senegal, indica que no aparecen
marcadores del VHB en las 1358 muestras de sangre de cord6n que estudi6; ninguno de
los nifios fué HBsAg positivo antes de los cinco meses de edad, lo cual desecha la

existencia de transmisiOn vertical para el citado autor.

Por otra parte, Panda (199) encuentra titulos elevados de antiHBc-IgG en sangre
del cordén de nifios nacidos de madres portadoras del HBsAg, lo cual coincide con
nuestros resultados para dicho marcador. En este estudio se encuentra positivo €l
antiHBc-IgM en sangre del cordén en el 7,5 % de los casos. Para Stevens (200), entre el
15 y €120 % de los nifios nacidos de madres HBsAg positivas presentan dicho antigeno
en la sangre del cordén e indica que este hecho supone, casi siempre, una
contaminacion a partir de la sangre materna. Botha (201) encuentra un 80 % de HBsAg
positivo en sangre del cordény lo atribuye también a una posible contaminacién por la
sangre de lamadre, aunque carece de datos ulteriores que confirmen este hecho. Hyams
(202) encuentra, asimismo, un 54 % de HBsAg positivo en sangre del cordon, sin la
presencia de antiHBc-IgM en ningan caso. Por dltimo, Papaevangelou (76) encuentra
un 20 % de HBsAg, 0 % de antiHBs y 100 % de antiHBc-IgG, en sangre del cordon,
ysus casos con HBsAg positivo en sangre del cordén no presentaban este antigeno en

el suero de los nifios a los 3 meses de edad, como sucede en nuestro estudio.

Como puede observarse, existe una gran disparidad de pdrcentajes entre nuestros
datosy los encontrados en la bibliografia, referentes a laserologia del VHB en lasangre
del cordén. Hoy dia, se desecha esta determinacion, habida cuenta de los criterios pre-

ventivos que se han impuesto practicamente en todos los hospitales.

Las madres de los cinco nifios que tenian el HBsAg positivo en sangre del cordén,
presentaban a su vez, actividad normal de las aminotransferasas séricas, €l antiHBe
era positivo en el suero de todas ellasy el DNA-VHB s6lo era positivo en tres de los casos
(N°3, 10 y 14).

Deducimos que siendo el DNA-VHB el pardmetro por excelencia de replicacion
del VHB, noinfluye de forma decisiva, en nuestro estudio, sobre la presencia del HBsAg
en lasangre del cordon, a diferencia de Virgilis (59), que indica que la transmision de

lainfeccion por el VHBen los recién nacidos esta en estrecha relacién con la presencia
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del DNA-VHB en el suero de las madres.

Llaman la atenci6n los casos 8 y 17, porque en la sangre del cordon no presentan
HBsAg, a pesar de los altos niveles de DNA-VHB detectados en el suero de las madres.
Elcaso 8, se puede considerar excepcional, puesto que se trata de un nifio con el antiHBc-
IgG y antiDelta positivos en sangre del cordon, mientras que su madre presentaba
HBsAg, HBeAg, antiHBc, antiDelta y DNA-VHB positivos, junto con actividad

elevada de las aminotransferasas séricas ( AST y ALT).

En resumen, los hallazgos serolégicos en la sangre del cordon no arrojan ninguna luz
sobre lainfeccién porel VHB en el recién nacido, dadala gran discrepancia encontrada
en la bibliografia a este respecto. Si hemos de sefalar que, como se indica en otros
trabajos, el antiHBc encontrado procede, la mayoria de las vece's, de la madre portadora,
al igual que sucede con el resto de los anticuerpos (antiHBe y antiDelta) y
probablemente con el HBsAg.

De las 40 mujeres embarazadas, portadoras del HBsAg, 32 dieron a luz en nuestro
hospital y sus hijos recibieron el tratamiento profildctico combinado (inmunizacion
pasivay activa) frente a la hepatitis B, segiin lasrecomendaciones del Immunization
Practices Advisory Committee (Centers for Disease Control) (203). Las personas
que conviven con dichas mujeres (cOnyuges e hijos anteriores) recibieron también el

correspondiente tratamiento profilactico.

Los datos conlos que contamos hasta el momento, indican la presencia del antiHBs
ensuero, enel 100 % de los recién nacidos, 83,3 % de los conyuges y el 100 % de los hijos
anteriores.

La tasa media de seroconversion, después de la administracion de la vacuna, es muy

proxima al 100 %, lo que garantiza la proteccion frente a la infeccion por el VHB en las
familias estudiadas. Ello supone un paso adelante en el control de la hepatitis B.
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V.- CONCLUSIONES



: De las 2600 mujeres gestantes estudiadas en el presente trabajo, el 1,5 % son
portadoras del antigeno de superficie del virus de la hepatitis B.

: La prevalencia de marcadores del virus de la hepatitis B en el suero de los familiares
de las mujeres portadoras ha sido elevada (54,8 %).

: El porcentaje de portadores encontrado en la segunda generacién, con respecto a
la tercera, indica que la transmisién horizontal es, en nuestro estudio, mucho mas

frecuente que la transmision vertical.

: Existe una disminuci6n evidente, en lo que se refiere al estado de portador crénico
y a la presencia de marcadores del virus de la hepatitis B, entre la primera, segunda
y tercera generacion. Asimismo existe un aumento en cuanto a la ausencia de
marcadores del virus de la hepatitis B entre las tres generaciones citadas.

: El contacto con el virus de la hepatitis B en cada generacién se va reduciendo
espontdneamente, en un porcentaje aproximado al 50 %. Quizés este hecho sea
debido a la mejora de las condiciones higiénico-sociales, a lo largo de la vida

de las tres generaciones estudiadas.

: La determinacioén del DNA del virus de la hepatitis B en las mujeres portadorasy su
presencia 0 ausencia, no influye en la prevalencia de marcadores del virus de la
hepatitis B de sus familiares. Asimismo no se ha relacionado con el antigeno E de

la hepatitis B y su anticuerpo.

: Con respectoa la determinacién de anticuerpos frente al virus de la hepatitis C, se ha
encontrado que un 3 % de las mujeres estudiadas presentaban este marcador
positivo.

: Es necesario, a la vista de la poca informacién aportada por la encuesta
epidemioldgica, realizar elestudio seroldgico del virus de la hepatitis B en todas las
mujeres embarazadas. Dicho estudio se debe comenzar con la determinacién del
anticuerpo frente al antigeno del core delvirus de la hepatitis B, y se continuaré segin
los criterios ya citados a lo largo del presente trabajo. Por el contrario, el estudio

serologico de la sangre del corddn no resulta de utilidad a la hora de enjuiciar o
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adoptar medidas inmunoprofilacticas.
Esta por lo tanto indicado el tratamiento profilactico de los recién nacidos, dado el

alto porcentaje deseroconversion observadoen los mismos, aligualque enlos familiares

que conviven con la mujer portadora.
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