
Universidad Nacional de San Martín 
Administración Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud 

“Dr. Carlos G. Malbrán” 
Maestría en Microbiología Molecular 

 
 
 
 

ESTUDIO DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B EN 
DONANTES DE SANGRE DE LA PROVINCIA DE 

MISIONES ENTRE LOS AÑOS 2007 Y 2013: 
PREVALENCIA, DISTRIBUCIÓN, PRESENCIA 

DE INFECCIÓN OCULTA, VARIABILIDAD 
GENOMICA Y MUTACIONES. 

 
 
 
 
 
Tesista: Bqco. Williams René Pedrozo 
 
 
Directora de Tesis: Dra. Mirna Marcela Biglione 
Co-Director de Tesis: Dr. Richard Malán 
 
 
 
 
Lugares de Trabajo: Banco de Sangre Tejidos y Biológicos de la Provincia de 
Misiones. Instituto de Investigaciones Biomédicas en Retrovirus y SIDA 
(INBIRS, UBA), Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires.  
 

 

2016

1 
 



2 
 

 



RESUMEN 

 

ESTUDIO DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B EN DONANTES DE SANGRE DE 
LA PROVINCIA DE MISIONES ENTRE LOS AÑOS 2007 Y 2013: 

PREVALENCIA, DISTRIBUCIÓN, PRESENCIA DE INFECCIÓN OCULTA, 
VARIABILIDAD GENOMICA Y MUTACIONES 

 

Existen actualmente más de 2.000 millones de personas infectadas con el Virus de 
la Hepatitis B (HBV) de las cuales 240 millones son portadores crónicos. HBV causa 
780.000 muertes cada año constituyendo un importante problema de salud a nivel mundial. 
La infección oculta por HBV (OBI) presenta una distribución mundial heterogénea con 
impacto epidemiológico y clínico. 

En esta tesis de maestría nos propusimos determinar las características 
epidemiológicas de la infección por HBV y caracterizar los casos de infección oculta en 
una población de donantes de sangre de la provincia de Misiones, Argentina. 

Para ello, se llevó a cabo un estudio descriptivo trasversal que incluyó a todos los 
donantes de sangre que concurrieron voluntariamente al Banco de Sangre Tejidos y 
Biológicos durante el período 2007-2013 que fueron calificados para realizar la donación. 
Se realizó el diagnóstico inmunoserológico y molecular para el HBV. Se pesquisaron los 
casos de OBI, a partir de los cuales se determinaron los genotipos, la diversidad genética y 
la presencia de sustituciones aminoacídicas en la proteína del Core de los aislamientos 
detectados.  

Sobre un total de 53247 donantes (repetidos y de primera vez) y considerando los 
criterios de inclusión y exclusión establecidos en el estudio, se incluyeron para el análisis 
final 42887 donantes de sangre. La edad media fue de 34,7±11,1 años, el 70,4% 
correspondió al sexo masculino, el porcentaje de repetición de las donaciones fue de 
19,5%. La prevalencia de infección por HBV por marcadores inmunoserológicos HBsAg 
y/o anticuerpos anti-HBc fue del 8,4% (IC95%= 8,2-8,7%), correspondiendo 7,7% 
(n=3293) al Ac anti-HBc, 0,1% (n=64) HBsAg y 0,6% (n=265) para ambos, con una 
disminución en los últimos años de 9,3% hasta valores de 5,7%. En los donantes de sangre 
masculinos la prevalencia de infección por HBV fue significativamente superior y la 
misma se asoció a una mayor edad de los donantes de sangre. La mayor parte de la 
provincia de Misiones presentaba cifras de prevalencia correspondiente a baja endemicidad 
(HBsAg<2%), sin embargo en tres departamentos del Noreste -San Pedro, Guaraní y Gral. 
Manuel Belgrano- que limitan Brasil la endemicidad clasificó como intermedia (HBsAg de 
2 a 8%). Se halló una prevalencia de casos OBI del 15,6% en muestras con anti-HBc 
reactivo de donantes de sangre, algunos de ellos con reactividad para los anticuerpos anti-
HBs. Todos los aislamientos correspondieron al genotipo HBV D3 y presentaron las 
mutaciones A1762T, G1764A, A1846T y G1899A y en diferentes regiones de los epítopes 
para linfocitos T de la proteína del Core.  

Los datos obtenidos evidencian la necesidad de establecer al HBV como una 
prioridad en salud pública y plantean la importancia de afianzar el modelo de donación 
voluntaria y repetida en adultos jóvenes.  

 

Palabras claves: Hepatitis B, Donadores de Sangre, Prevalencia, Infección Oculta (OBI), 
Genotipos y Mutaciones.
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ABREVIATURAS 
 

aa: aminoácidos. 

ADN: ácido desoxirribonucleico. 

ADNccc: ácido desoxirribonucleico circular covalentemente cerrado. 

ADV: adefovir dipivoxil. 

ALT: alaninoaminotransferasa. 

anti-HBc: anticuerpos anti antígeno del core del virus de la hepatitis B. 

anti-HBe: anticuerpos anti antígeno “e” del virus de la hepatitis B. 

anti-HBs: anticuerpos anti antígeno de superficie del virus de la hepatitis B. 

ARN: ácido ribonucleico. 

ARNm: ácido ribonucleico mensajero. 

AST: aspartatoaminotransferasa. 

BCP: promotor basal del core del inglés Basal Core Promotor. 

BE: brazo espaciador. 

BSTB: Banco de Sangre Tejidos y Biológicos de la provincia de Misiones. 

C-terminal: carboxilo-terminal. 

DS: donantes de sangre. 

EIA: enzimoinmunoensayos. 

ETV: entecavir. 

GRE: elemento de respuesta a glucocorticoides del ingles Glucocorticoids Response 

Element. 

HBcAg: antígeno del Core del virus de la hepatitis B. 

HBeAg: antígeno soluble "e" del virus de la hepatitis B.  

HBsAg: antígeno de superficie del virus de la hepatitis B. 

HBV: Virus de la Hepatitis B. 

HCC: hepatocarcinoma celular. 

HCV: Virus de la Hepatitis C. 

HIV: Virus de la Inmunodeficiencia adquirida Humana. 

HTLV: Virus Linfotrópico T Humano tipo I y II. 

IC95%: intervalo de confianza del 95%. 

IFN-γ: interferón gamma. 

IgG: inmunoglobulina G. 
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IgM: inmunoglobulina M. 

ITT: infecciones transmisibles por transfusión. 

ji2: prueba de ji-cuadrado. 

LB: linfocitos B. 

LMV: lamivudina. 

LTc: linfocitos T citotóxicos. 

LTh: linfocitos T colaboradores. 

NAT.: test de detección de ácidos nucleícos del ingles Nucleic Acid Testing. 

NJ: Neighbor-joining. 

NK: células Natural Killers. 

NKT: células Natural killer T. 

n-PCR: nested PCR. 

NTCP: polipéptido co-transportador de sodio-taurocolato. 

N-terminal: extremo amino-terminal. 

OBI: infección oculta por HBV del ingles Occult hepatitis B Infection. 

OMS: Organización Mundial de la Salud. 

ORF: marco de lectura abierto del ingles Open Reading Frame. 

P: polimerasa 

pb: pares de bases. 

pC: polipéptido C. 

PCR-C: reacción en Cadena de la Polimerasa de la región del preCore/Core. 

PCR-S: reacción en Cadena de la Polimerasa de la región parcial del gen S/P. 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa. 

pgARN: ácido ribonucleico pregenómico. 

PMT: modificaciones postraduccionales. 

PT: proteína terminal. 

RHP: región hidrofílica principal. 

TDF: tenofovir. 

TEL: telbivudina. 

TLR: receptores toll-like. 

TNF-α: factor de necrosis tumoral alfa. 

U: prueba U de Mann Witney. 

UDIs: usuarios de drogas inyectables.
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VIRUS DE HEPATITIS B  

 

1- Estructura 

 

El Virus de la Hepatitis B humano (HBV) pertenece al género Orthohepadnavirus, 

familia Hepadnaviridae, que comprende virus hepatotropos de ácido desoxirribonucléico 

(ADN) capaces de infectar mamíferos y presentan una cápside icosaédrica y una envoltura 

lipoproteíca con antígenos de superficie (Figura 1) [1]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura del HBV. 

 

2- Genoma 

 

El genoma de HBV consiste en ADN circular parcialmente de doble cadena. La 

cadena L o negativa está unida covalentemente al dominio proteína terminal de la 

polimerasa viral en el extremo 5´ y la cadena S o positiva lo hace a un oligómero de ARN. 

El genoma es de aproximadamente 3.200 nucleótidos de longitud, y contiene cuatro 

marcos abiertos de lectura (Open Reading Frame: ORF) que se superponen parcialmente, 

pre-C/C, pre-S/S, P y X. El ORF preC/C, codifica el antígeno del núcleo (HBcAg) y el 

antígeno soluble "e" (HBeAg). El ORF S, codifica la tres proteínas de superficie virales, 

preS1 (L o grande), preS2 (M o mediana), y S (pequeña) que corresponde al HBsAg. El 

ORF P codifica la proteína terminal (TP) y la polimerasa viral que posee la ADN 

polimerasa, la transcriptasa inversa, y las actividades ARNasa. El ORF X codifica la 

proteína X, reguladora esencial para en la replicación viral y capaz de transactivar la 
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expresión de numerosos genes celulares y virales (Figura 2). Los procesos 

transcripcionales del genoma de HBV están regulados por dos potenciadores (enhancer I: 

enhI y enhancer II: enhII), cuatro promotores (el promotor basal del core, el de preS2/S, el 

de preS1 y el de X), un elemento silenciador, un elemento de respuesta a glucocorticoides 

(Glucocorticoids Response Element: GRE), y un elemento CCAAT (que es una caja de 

inicio de la transcripción) [2]. 

 

 
 

Figura 2. Esquema del genoma de HBV describiendo la ubicación de los genes yuxtapuestos. 
 

3- Proteínas virales y regiones regulatorias  

 

3.1.1- Promotor basal del core (BCP), Proteínas pC y HBcAg 

 

Las proteínas preCore (polipéptido C: pC) y Core (antígeno del Core: HBcAg) se 

encuentran codificadas por el ORF preC/C, nucleótidos antes del mismo se encuentra el 

promotor basal del core (BCP: en inglés BCP por Basal Core Promotor). El mismo 

contiene dos codones de iniciación (ATG) ubicados en fase, de ahí que los dos 

polipéptidos codificados son idénticos en parte de su extensión, difiriendo solamente entre 

sí por la presencia de 29 aminoácidos (aa) adicionales en el extremo amino-terminal (N-

terminal) del polipéptido pC y por la deleción peptídica del HBcAg en el extremo 

13 
 



carboxilo-terminal (C-terminal). El HBcAg es el principal componente de la nucleocápside 

de HBV. Es una fosfoproteína de 22 kDa, de aproximadamente 185 aa (dependiendo del 

genotipo viral), que se autoensambla in vivo formando partículas esféricas. Cada una de 

ellas constituye una subunidad de la nucleocápside viral. La microscopia electrónica 

demuestra que estas cápsides se encuentran predominantemente en el núcleo de los 

hepatocitos; no se secretan a la circulación libres sino rodeadas de la envoltura viral. El pC 

es rico en arginina en su extremo C-terminal y tiene por función la unión al ADN viral. En 

el otro extremo N-terminal se encuentra la secuencia necesaria para el autoensamblaje. 

Diecinueve de los primeros 29 aa del extremo N-terminal del pC funcionan como una señal 

de secreción que dirige la molécula naciente hacia el retículo endoplásmico desde donde, 

luego del clivaje de los extremos N- y C-terminal por una peptidasa aportada por la célula 

hospedadora infectada, se dirige al aparato de Golgi para ser secretado a la circulación 

como un antígeno soluble de 16 kDa denominado Antígeno “e” (HBeAg). El pC no es 

imprescindible para la replicación viral, por lo que se lo considera un polipéptido accesorio 

(Figura 3) [2]. 

 

 
Figura 3. Esquema de Core con el promotor basal del core y el ORF preC/C que codifica para el 
HBcAg, la proteína del Core y el HBeAg. 

 

3.1.2- Variantes en BCP, pC y HBcAg 

 

Las mutaciones en la región BCP y pC influyen en la producción del HBeAg. La 

detección simultánea de mutaciones pC y HBcAg es muy frecuente, se estima que 

aparecen en primer lugar las mutaciones del HBcAg y tras la seroconversión de anti 

antígeno “e” (anti-HBe) sobrevienen las mutaciones en la región del pC. La existencia de 

estas cepas mutantes tiene importantes implicaciones clínicas, ya que se ha demostrado que 

las mutantes pC provocan una inflamación hepática más agresiva y, en algunos casos, una 
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insuficiencia hepática aguda, además de asociarse con resistencia al tratamiento con 

interferón-α, una mayor probabilidad de pérdida del injerto después de un trasplante de 

hígado e incluso con el desarrollo de hepatitis fulminante. Sin embargo, dichas mutaciones 

también se han encontrado en portadores asintomáticos [3-6]. 

Si bien, un grupo de ocho mutaciones dentro de esta región génica (G1613A, 

C1653T, T1753V, A1762T, G1764A, A1846T, G1896A y G1899A) han sido asociadas 

frecuentemente con el hepatocarcinoma celular (HCC), cuatro de estas (C1653T, T1753V, 

G1764A y A1846T) han sido reconocidas como factores decisivos para el desarrollo de 

dicho cáncer. Además, mutaciones que decrecen la producción del HBeAg también pueden 

disminuir la eficiencia de la replicación viral [7,8]. 

 

3.2.1- Proteínas de envoltura: L-, M- y S-HBsAg 

 

Estas proteínas son el producto de la traducción del ORF S que se divide en tres 

dominios: preS1, preS2 y S. Cada uno de ellos presenta un codón de iniciación de la 

traducción diferente ubicado en fase y un idéntico codón de terminación, obteniéndose así 

las tres proteínas de envoltura: L-HBsAg, M-HBsAg y S-HBsAg, siendo esta última la más 

abundante (Figura 4). Las tres proteínas son traducidas a partir de distintos ARNm y 

comparten el mismo extremo C-terminal, por lo tanto pueden ser detectadas mediante los 

inmunoensayos convencionales utilizados para el diagnóstico de la infección por el HBV. 

L-HBsAg sólo se encuentra glicosilada, mientras que, M-HBsAg y S-HBsAg pueden 

estarlo como no. El L-HBsAg contiene una secuencia consenso que interactúa con el 

receptor para permitir la entrada al hepatocito. Variaciones en este epítope, así como en 

secuencias adyacentes, tendrían significativas implicancias tanto en el tropismo celular, 

como en la especificidad de especie en la infección por HBV. L-HBsAg cumple un rol 

importante en el ciclo de replicación del HBV, por ser esencial tanto para el ensamblaje del 

virus como para las primeras etapas de la infección de la célula blanco [9-12]. 

Recientemente, se ha propuesto que la proteína de transmembrana celular, 

denominada polipéptido co-transportador de sodio-taurocolato (NTCP) es la que media la 

entrada del virión a la célula blanco [13]. 

El HBsAg contiene una alta cantidad de puentes disulfuro que estabilizan su 

estructura secundaria. Posee una región hidrofílica principal (RHP) (100 al 160 aa), dentro 

del cual se encuentra el determinante “a” (107 a 147 aa), considerado como el más 

importante blanco para los anticuerpos neutralizantes anti-HBs que confieren protección 
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contra la infección (y/o reinfección) con cualquiera de los nueve genotipos (A-H, J) del 

virus (Figura 4). Esta región altamente inmunogénica se expone en la superficie de los 

viriones y de las formas sub-virales, y se encuentra sometida a la presión de selección del 

sistema inmune del hospedador [9-11]. 

 

 
 

Figura 4. Descripción del ORF S y los tres antígenos de envoltura. Se muestra la posición 
aminoacídica de la región hidrofílica principal (RHP) en la región S y dentro de ésta, el 
determinante “a”. 
 

3.2.2- Variantes en preS1, preS2 y S  

 

La infección con cepas de HBV que presentan deleciones en preS1 y/o preS2 o 

mutaciones en el codón de inicio de preS2 favorecen la progresión al hepatocarcinoma 

(HCC) [14-17]. Según estudios in vitro ciertas mutaciones específicas en dichos genes, 

como la mutación en el codón de inicio de preS2, afectan considerablemente la síntesis de 

las proteínas de superficie del HBV con la consiguiente disminución en la producción y 

secreción del HBsAg [18]. Mutaciones en S-HBsAg son de suma importancia, debido a 

que pueden alterar la síntesis y la estructura conformacional del mismo afectando la unión 

HBsAg/anti-HBs. Por ejemplo, mutaciones en las cisteínas afectan la formación de puentes 

disulfuro y pueden modificar la estructura conformacional del HBsAg [19]. Por otro lado, 

estudios in vitro permitieron demostrar que la mutación E164D reduce la unión del 

HBsAg/anti-HBs y produce una disminución en la secreción del virión, mientras que la 

mutante G145R escapa al reconocimiento de los anticuerpos neutralizantes preexistentes 

originados por profilaxis activa (vacuna) [20-22]. Subsiguientemente, se fueron reportando 

mutantes de escape inducidas por profilaxis activa y/o pasiva (gammaglobulina específica) 

con cambios en aa dentro y fuera del determinante “a” [23-25]. Si bien actualmente la 

importancia clínica de estas mutaciones se continúa investigando, algunas variantes como 
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L95W, I126S, T131N, M133T y V173L se han descripto asociadas a exacerbaciones de la 

hepatitis B crónica [26]. 

 

3.3.1- Polimerasa Viral  

 

La polimerasa viral es una enzima multifuncional de 845 aa que presenta cuatro 

dominios funcionales: dominio proteína terminal (PT), un brazo espaciador (BE), el 

dominio llamado “rt” y un dominio que contiene actividad ARNasa-H. Esta proteína 

cumple un rol fundamental en la replicación viral, llevando a cabo las siguientes funciones: 

1) encapsidación del ARN pregenómico (pgARN); 2) iniciación de la síntesis de ADN; 3) 

transcripción inversa del pgARN; y 4) degradación del pgARN debido a su actividad de 

ARNasa-H asociada. También es blanco de distintas drogas antivirales utilizadas en el 

tratamiento de la hepatitis B crónica. El dominio PT actúa como cebador de la síntesis de 

la cadena L mientras que se desconoce la función del dominio BE. El dominio rt tiene 

actividad de transcriptasa inversa/ADN polimerasa-ADN dependiente y la síntesis de la 

segunda cadena del ADN viral; y posee un motivo altamente conservado (YMDD) que 

forma parte del sitio catalítico. Se cree que este motivo es el sitio de la enzima donde se 

produce el reconocimiento de los distintos nucleótidos necesarios para llevar a cabo su 

función en la replicación viral. Por último, el dominio ARNasa-H, degrada el intermediario 

RNA-DNA. Esta enzima viral presenta una alta tasa de error (aproximadamente 1.4-3.2 x 

10-5 sustituciones nucleotídicas por sitio por año), superior al resto de los virus a ADN, 

debido a que carece de la posibilidad de correcciones si hubiere incorporación errónea de 

bases nucleotídicas. La alta tasa de error genera mutaciones en el genoma del HBV, 

sumadas a las inducidas por las enzimas celulares APOBEC y ARN pol II. Si bien las 

mutaciones se generan espontáneamente durante el curso de la infección natural del HBV, 

lo hacen con especial frecuencia y eficacia en un ambiente de presión selectiva, propiciado 

por el uso de las inmunoprofilaxis activa y pasiva o el tratamiento antiviral [5]. 
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3.3.2- Variantes de la polimerasa viral  

 

En los últimos años las opciones terapéuticas de la hepatitis B crónica han 

aumentado, pero el fallo en los tratamientos antivirales se debe fundamentalmente a la 

presencia de mutaciones en la polimerasa (P), que son las responsables de la resistencia de 

dicha enzima a los fármacos. Las cepas de HBV resistentes al tratamiento antiviral 

presentan mutaciones puntuales en los subdominios A, B o C de la P. Dentro del 

subdominio C, las mutaciones puntuales en el motivo YMDD, son las más frecuentes y son 

clínicamente significativas, dado que la mayoría son seleccionadas durante el tratamiento 

antiviral. Actualmente, 5 análogos de nucleósidos/nucleótidos son utilizados para el 

tratamiento de HBV crónica: lamivudina (LMV), adefovir dipivoxil (ADV), entecavir 

(ETV), telbivudina (TEL) y tenofovir (TDF). La mutación rtM204V/I, más común de las 

variantes, está asociada con la resistencia al tratamiento con LMV y se situada en el motivo 

YMDD. La variante rtL180M por sí sola, no afecta el tratamiento a LMV pero cuando se 

asocia con la mutación rtM204V/I ambas aumentan considerablemente la replicación viral. 

Estas mutaciones hacen que la unión entre la LMV y la P no se produzca por un 

impedimento estérico [5,27,28]. Otra mutación es la rtV173L que altera el ambiente 

alrededor del sitio catalítico de manera de aumentar la eficiencia de polimerización [29]. 

Además, se han descripto mutaciones como rtD206E y rtV207I asociadas a la resistencia 

de este fármaco in vitro y en pacientes chinos [28,30-32]. La resistencia a ADV se asocia 

con la presencia de las mutaciones rtN236T y/o rtA181V/T. La primera está compartida 

con el TDF y cambia la configuración del bolsillo de unión a las drogas [33]. Además 

pueden aparecer otras mutaciones secundarias como rt181T, rtV214A y rtQ215S. Las dos 

primeras son mutaciones compensatorias que se pueden encontrar en pacientes con 

resistencia a LMV [34]. Hasta el momento únicamente se han observado cepas resistentes 

a ETV (rtI169T, rtT184S, rtS202I, rtM250V) en pacientes que presentaban también 

mutaciones relacionadas con resistencia a LMV [29,35,36]. La resistencia a TDF fue 

hallada en pacientes con la mutación rtA194T [37], mientras que la rtM204I se asoció a 

TEL [5]. 
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3.4- Proteína X y sus variantes 

 

La proteína X o HBxAg es un polipéptido multifuncional con actividad reguladora 

que modula la transcripción de genes virales y celulares afectando, de forma directa o 

indirecta, la replicación y proliferación del virus [38]. Diversos autores han documentado 

que las cepas mutantes K130M y V131I exhiben una actividad transactivadora mayor que 

la cepa salvaje, lo que implica que estas mutantes pueden contribuir significativamente a la 

progresión de HCC [39]. Más aún, recientemente se ha determinado que la triple mutante 

I127-N-S-T/K130M/V131I es uno de los factores decisivos en el desarrollo del HCC [7]. 

 

4- Ciclo de replicación 

 

El ciclo de replicación de HBV presenta características muy particulares que pueden 

ser resumidas esquemáticamente. (a) La interacción del virus con receptores de superficie 

celular, aún sin identificar. Se ha postulado como receptores potenciales los receptores 

toll-like (TLR) y dos proteínas de membrana plasmática, Anexina V y Apolipoproteína H. 

[40,41]. La unión al receptor depende de un dominio principal de la porción preSl del L-

HBsAg, específicamente el epítope QLDPAF [42] (b) La liberación de la nucleocápside 

central en el citoplasma y su transporte a la membrana nuclear. (c) Descarga del genoma 

del HBV en el núcleo y su conversión en ADN circular covalentemente cerrado (ADNccc); 

[43,44] (d) La transcripción de ADNccc por la ARN polimerasa II de la célula anfitriona 

en todos ARN mensajero (ARNm) viral, incluyendo un ARN pregenómico (pgARN); (e) 

Translocación de los transcritos del HBV al citoplasma, donde se realiza la traducción de 

la envoltura viral, núcleo, "e", polimerasa, y proteína X. (f) El montaje de nucleocápside y, 

dentro de ellos, la síntesis de ADN viral de novo desde el pgARN por polimerasa en su 

función de transcriptasa inversa viral. (g) Recubrimiento de la mayoría de las 

nucleocápsides con sus glicoproteínas de superficie virales de envoltura en el retículo 

endoplásmico y/o aparato de Golgi, para su posterior liberación de viriones maduros. (h) El 

reciclado de una pequeña porción de la nucleocápside en el núcleo para mantener el 

depósito de ADNccc estable (Figura 5). Por otro lado, en algunos pacientes con hepatitis 

B crónica y –habitualmente– en aquellos con HCC, el ADN viral se integra al genoma 

celular. La integración parece ser mayoritariamente un evento al azar que ocurre en 

19 
 



diversos cromosomas celulares y puede interferir en algunos casos en el proceso de 

inmortalización celular [45].  

El HBV se ha clasificado como un pararetrovirus porque tiene alguna similitud con 

los retrovirus. De hecho, el ADN del virus se replica a través de la transcripción inversa a 

partir del pgARN que representa su forma intermediaria replicativa. Similares a los 

retrovirus, el ADN de HBV puede integrarse en el genoma de las células huésped hepáticas 

pero, a diferencia de lo que sucede para los retrovirus, la integración no tiene ningún papel 

en el ciclo de replicación de HBV y sólo intervienen los segmentos del genoma viral. El 

HBV integrado puede persistir para siempre en las células hepáticas de los individuos 

infectados, incluso cuando presentan HBsAg no reactivo [46]. 

 

 

Figura 5. Ciclo de replicación de HBV [45]. 

 

 

5- Patogenia del HBV 

 

El HBV es un virus no citopático en hepatocitos de individuos inmunocompetentes, 

que causa un amplio espectro de enfermedades hepáticas que comprenden desde la 
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hepatitis aguda (incluyendo la falla hepática fulminante) hasta la hepatitis crónica, cirrosis 

y HCC. El eventual desarrollo y severidad de la infección por HBV depende de una 

variedad de factores tanto virales como del hospedador. En general, se acepta que la injuria 

hepatocelular está dada por el reconocimiento de antígenos virales expresados en la 

superficie del hepatocito por parte de Linfocitos T citotóxicos (LTc) CD8+ específicos, 

bajo la influencia de los Linfocitos T colaboradores (LTh) CD4+ Th1, con la consiguiente 

inducción de la apoptosis de las células infectadas [47]. Precedentemente, también se ha 

documentado que la eliminación viral ocurre fundamentalmente mediante mecanismos no 

citolíticos mediados por el interferón gamma (IFN-γ) y factor de necrosis tumoral alfa 

(TNF-α) secretados por células CD8+, células Natural Killers (NK) y células Natural killer 

T (NKT); a los que sucede una fase complementaria mediada por la actividad citotóxica de 

dichas células [48]. A su vez, bajo la influencia de LTh CD4+ Th2, los Linfocitos B (LB) 

sintetizan anticuerpos necesarios para la eliminación del HBV circulante. Durante la 

infección aguda autolimitada, la patología es moderada y la replicación viral es 

efectivamente controlada por la respuesta inmune del hospedador, dado que éste desarrolla 

una respuesta inmune vigorosa, policlonal que es dirigida contra múltiples epítopes de 

todas las proteínas virales, con resolución de la hepatitis. Excepcionalmente, esta respuesta 

inflamatoria está marcadamente exacerbada por factores virales o determinantes del 

hospedador -algunos aún no conocidos- dando como resultado una injuria masiva 

hepatocelular y una hepatitis fulminante.  

Por otro lado, la hepatitis crónica resulta de la continua injuria hepática como 

consecuencia de una eliminación viral poco efectiva. La respuesta inmune es débil y 

dirigida contra uno o pocos epítopes (respuesta inmune mono u oligo-específica). Los 

pacientes infectados crónicamente con HBV presentan una respuesta de los LT CD4+ y 

CD8+ específicos para epítopes virales significativamente disminuida. Por lo tanto, la 

respuesta de LT tiene doble significado en la infección por HBV: si es vigorosa permite la 

eliminación viral, mientras que si es poco efectiva resulta en una injuria hepatocelular 

crónica. Por último, en portadores asintomáticos la tolerancia a antígenos del HBV produce 

escaso o ningún daño en el hígado infectado mediado por el sistema inmune [47]. 

 

 

6- Curso clínico de la infección 
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Las vías de transmisión del HBV son la horizontal, la vertical perinatal y la 

parenteral; con un periodo de incubación que varía entre 4 a 6 semanas post-infección. Un 

individuo se puede contagiar a través de sangre, semen u otros líquidos corporales de una 

persona infectada por el virus, siendo la vía de transmisión perinatal (de madre a hijo) la 

más común en zonas de alta endemicidad y la sexual la más importante en países de baja 

prevalencia, como la Argentina (50%), y le continúa en importancia la transmisión 

parenteral por el uso compartido de materiales (jeringas, agujas, etc) por parte de los 

usuarios de drogas inyectables (15%) y también los casos en que la cocaína es inhalada 

(canuto) [49]. 

La infección por HBV puede ser aguda o crónica. En los recién nacidos la infección 

tiende a la cronicidad (98%), en cambio en los adulto se dan principalmente las formas 

agudas. El espectro de la infección aguda por el HBV varía de infección asintomática y 

auto-limitada a hepatitis fulminante dependiendo de varios factores relacionados con el 

virus y el huésped. La infección aguda por HBV sintomática es rara en neonatos y en los 

adultos se presenta en un tercio de los pacientes. Por otro lado, la infección crónica puede 

presentarse asintomática o producir hepatitis crónica asociada o no a la cirrosis y al HCC; 

raramente se manifiesta como hepatitis fulminante (Figura 6) [49]. 
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Figura 6. Evolución clínica del HBV. 
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6.1- Infección aguda  

 

La infección aguda cursa de forma asintomática en un 70% de los casos, 1-4% 

desarrollan hepatitis aguda severa y 0,1- 0,5% hepatitis fulminante. El 95% de las formas 

agudas son autolimitadas y sólo 1-5% desarrollan infección crónica. Entre las 6-10 

semanas post-infección comienzan a hacerse detectables los marcadores HBsAg y HBeAg, 

mientras que el ADN viral se puede encontrar en suero desde los 21 días antes de la 

aparición de los antígenos mencionados. Posteriormente, el individuo infectado exhibe un 

incremento de los niveles séricos de las transaminasas hepáticas (alaninoaminotransferasa 

(ALT) y aspartatoaminotransferasa (AST)) y alrededor de la semana 10 pueden aparecer 

síntomas inespecíficos (fatiga, náuseas, ictericia, etc.). En esta etapa comienzan a 

detectarse en suero anticuerpos IgM anti-HBc. En la fase de recuperación, los niveles de 

transaminasas hepáticas retornan a sus valores normales y se produce la seroconversión 

hacia anticuerpos anti-HBs y anti-HBe. Cuando los niveles de IgM anti-HBc comienzan a 

declinar, los niveles de anticuerpos IgG anti-HBc aumentan, permaneciendo por más 

tiempo en circulación que los anti-HBs. Estos últimos son los que permiten la eliminación 

de los viriones circulantes. Durante el breve período que corresponde a la seroconversión 

de HBsAg a anti-HBs, no se detectan dichos marcadores serológicos. Se conoce a este 

lapso como período de ventana inmunológica. El diagnóstico en este período sólo puede 

hacerse en función de otros marcadores, como por ejemplo mediante la detección de 

anticuerpos anti-HBc y/o también pueden detectarse anticuerpos anti-HBe (Figura 7) [49]. 

 

 

Figura 7. Evolución de marcadores serológicos y virológicos de infección aguda por HBV. 
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6.2- Infección persistente o crónica 

 

La presencia del HBsAg en suero por más de 6 meses indica progresión de la 

infección hacia la forma persistente o crónica (Figura 8). En la infección crónica se 

reconocen cuatro fases, sin embargo no todos los individuos atraviesan estas 4 etapas. (a) 

Inmunotolerancia o replicación activa, que puede durar 30 años o más en donde hay una 

elevada carga viral en plasma (>105 copias/ml), HBeAg reactivo y normalidad de las 

transaminasas séricas. El HBV induce inmunotolerancia mediante la secreción de HBeAg, 

dado que este antígeno inhibiría la respuesta inmune del hospedador. (b) 

Inmunoeliminación por una activa respuesta inmune, la cual se caracteriza por la presencia 

del HBeAg asociado a altos o fluctuantes niveles de carga viral de HBV, persistente o 

intermitente elevación de las transaminasas séricas e inflamación activa del hígado. (c) 

Inmunocontrol (portador crónico inactivo) reducción estable de los títulos virales, 

reflejando el control inmune sobre la replicación viral (d) Inmunoescape donde se observa 

una reactivación de la replicación del HBV en ausencia del HBeAg, la detección de 

anticuerpos anti-HBe, elevados y fluctuantes niveles de ADN viral y de transaminasas, en 

presencia de continua lesión necroinflamatoria. La tasa de seroconversión espontánea del 

HBsAg en infección crónica es de 0,5-0,8% por año. Aproximadamente un tercio de los 

pacientes con hepatitis crónica B desarrollan a largo plazo cirrosis o HCC, siendo la 

incidencia anual de 2,1% y 3-6%, respectivamente [49]. 

 

 

 
Figura 8. Evolución de los marcadores serológicos de la infección crónica por HBV. 
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7- Diagnóstico de la infección por HBV 

 

El diagnóstico del HBV se realiza mediante la pesquisa de los marcadores 

inmunoserológicos de infección HBsAg, anticuerpo IgM anti-HBc o totales y anti-HBs, en 

el suero o plasma de pacientes mediante la aplicación de técnicas de 

enzimoinmunoensayos (EIA). En el caso de detectarse la presencia del HBsAg, se debe 

continuar con el estudio del HBeAg, anticuerpos anti-HBe y la detección o medición de la 

carga viral del ADN genómico. El HBcAg solo se puede detectar en los hepatocitos y no 

en el suero, debido a que no circula en forma libre. La presencia de anticuerpos (IgM o 

IgG) indica la exposición al virus, actual o pasada. Por otra parte, la detección de 

anticuerpos anti-HBs puede indicar vacunación previa o señalar la resolución de la 

infección, debido a que estos son los anticuerpos neutralizantes. La presencia del HBeAg 

indica que el individuo es altamente infectivo. La seroconversión a anticuerpos anti-HBe 

se asocia en general con una menor infectividad del paciente, y con un buen pronóstico de 

la infección, implicando habitualmente que el virus dejó de replicar y que el paciente está 

comenzando a resolver la infección. Sin embargo, en algunos individuos que son negativos 

para el HBeAg pero positivos para anti-HBe se les detecta replicación viral activa. La 

ausencia del HBeAg en estos casos puede deberse a mutantes de preCore y/o del BCP, y se 

denominan cepas HBe-minus [49]. 

En bancos de sangre se utilizan equipos de EIA con alta sensibilidad, tanto para 

antígenos virales como para anticuerpos. Es importante mencionar que las pruebas 

inmunoserológicas detectan la presencia de antígenos o anticuerpos libres en circulación, y 

no los que están formando inmunocomplejos. A pesar de la implementación de estas 

determinaciones inmunoserológicas la transmisión puede ocurrir, fundamentalmente al 

principio de la infección, cuando ningún marcador inmunoserológico es detectable aún.  

La detección de ADN del HBV es el marcador más sensible y específico de 

replicación viral. Puede hallarse tanto en suero como en tejido hepático, médula ósea y 

células mononucleares de sangre periférica. Su detección puede realizarse en forma 

cualitativa o en forma cuantitativa (carga viral de HBV). Los métodos cualitativos 

comerciales tienen aplicación exclusiva en el testeo de ácidos nucleídos en sangre y 

hemoderivados y no tienen aplicación clínica, salvo en algunos casos ante la sospecha de 

HBV oculta. En la Argentina, se ha comenzado a utilizar una técnica denominada NAT 
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(Nucleic Acid Testing) que se basa en la detección de ácidos nucleídos virales a partir de 

un pool de sueros que se realiza con equipos comerciales [49].
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Tabla 1. Distribución de los marcadores serológicos de infección para el HBV según los tipos y 
etapas de la infección 
 

 

 

 

8- Infección oculta por HBV (OBI) 

 

Se ha descripto la infección oculta por el HBV (Occult hepatitis B Infection: OBI), 

definida por la Asociación Europea para el Estudio del Hígado, como la presencia de 

ADN viral en el hígado (detectable o indetectable en el suero) de individuos con resultados 

no reactivos para el HBsAg, en base a la evidencia aportada por Cacciola y colaboradores 

que detectaron la presencia de ADN del HBV en las biopsias hepáticas. El ADN HBV 

cuando es detectable en suero su concentración es muy baja (<200 UI/ml o 1200 

copias/ml) [50,51]. Esta condición se relaciona esencialmente con persistencia intra-

hepática duradera de los genomas virales completos como formas episomales libres y, en 

particular a la persistencia de ADNccc viral, como un episoma, estable en el núcleo de las 

células infectadas [52]. OBI se asocia significativamente con la presencia de anticuerpos 

anti-HBc y/o anti-HBs (OBI seropositivos). Sin embargo se estima que aproximadamente 

un 20% de los individuos con OBI no presentan ningún marcador de HBV detectable (OBI 

seronegativos) [53].  

Factores virales y del huésped están implicados en los posibles mecanismos de 

presencia de OBI.  
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8.1- Factores virales implicados en la presencia de OBI 

 

8.1.1- Variabilidad del HBV: la falta de HBsAg detectable en el suero es una 

característica de la OBI, por lo cual se ha centrado un considerable interés en las 

mutaciones en el gen S y las regiones reguladoras. Se han descrito mutaciones en las 

regiones inmunodominantes de las proteínas de superficie capaces de disminuir el 

reconocimiento del virus por el sistema inmune, deleciones en la región preS1 y/o preS2 

que perjudican el ensamblaje viral, mutaciones en el codón de inicio de preS2 que 

conducen a una fuerte reducción de la expresión de HBsAg, y mutaciones que afectan las 

modificaciones postraduccionales (PMT) de proteínas del HBV [18,54-56]. En algunos 

casos el estado de OBI se debe a la variabilidad genética a nivel del gen S (mutantes de 

escape del gen S) que producen un HBsAg modificado que no puede ser reconocido por 

los ensayos comerciales de detección disponibles (incluso cuando se utilizan los más 

sensibles). En un pequeño número de casos, puede deberse a la infección con variantes de 

HBV que afectan la replicación o síntesis de la proteína S [18,45]. Sin embargo, en la 

mayoría de los casos, los genomas del HBV en OBI son competentes para la replicación 

del virus con la calidad y heterogeneidad genética comparable a las cepas de HBV de 

individuos con infección HBsAg reactivas [57]. Por lo tanto, en la mayoría de los casos se 

cree que el estado OBI se debería a una fuerte disminución de la replicación y expresión 

génica del HBV producida por la respuesta inmune.  

8.1.2- Procesos epigenéticos: actualmente no se ha identificado ninguna mutación 

que se encuentre asociada a casos OBI y esté ausente en las muestras HBsAg reactivas. Sin 

embargo, sí se ha encontrado un patrón diferente de metilación, por tanto, los procesos 

epigenéticos podrían jugar un rol importante en los casos de OBI [58, 59] 

8.1.3- Coinfección con HCV: se ha observado una alta prevalencia en pacientes 

coinfectados. Este hecho puede deberse a que el HCV disminuye fuertemente la 

replicación del HBV [53, 60].  
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8.2- Factores del huésped implicados en la presencia de OBI 

 

Varios autores han demostrado que todas las condiciones de inmunosupresión que se 

inducen (neoplasias hematológicas, quimio-inmunoterapias, etc.) pueden modificar el 

estado de la infección de HBV, desde casos OBI a la reaparición de un perfil serológico 

típico de infección activa (HBsAg reactivas). Esto es una evidencia (aunque indirecta) de 

la importancia de la respuesta inmune del huésped en el desarrollo de OBI. [53, 45]. Un 

estudio in vitro muestra que la capacidad de replicación, la transcripción y la síntesis de 

proteínas aisladas de virus “ocultos” se puede restaurar completamente una vez que se 

sacan del hígado del huésped, sin embargo, los mecanismos por el cual los pacientes 

mantienen un bajo, pero estable nivel de replicación viral queda por definir [57]. Cuando 

estudiaron la respuesta inmune específica contra HBV en donantes de sangre (DS) de 

Barcelona, España, que presentaban OBI, sorprendentemente, en estos individuos se 

observó una respuesta de células T potente y multiespecífica contra distintos antígenos de 

HBV. En particular se observó un perfil Th1 específico para HBV cuantitativamente más 

fuerte en OBI que en los portadores inactivos, e incluso más fuerte que en pacientes con 

previa resolución de la infección. Estos datos permitieron a los autores arribar a la 

conclusión de que el sistema inmune del huésped tiene la capacidad de suprimir 

fuertemente la replicación del HBV, proporcionando de este modo una explicación 

plausible a la muy baja (o incluso ausente) carga viral y la falta de HBsAg detectable 

observada en individuos con OBI [61]. Varios datos relevantes sugieren que no sólo la 

respuesta inmune adaptiva, sino también la innata pueden desempeñar un rol en el control 

de la replicación viral. Experimentos de replicación con HBV en animales han demostrado 

que las citoquinas inflamatorias, tales como IFN de tipo I y TNF-α, pueden suprimir de 

manera eficiente la replicación viral por mecanismos no citolíticos [62]. 

 

8.3- Diagnóstico de OBI  

 

No existen ensayos estandarizados para la detección de OBI. De acuerdo con la 

Asociación Europea para el Estudio del Hígado, la prueba gold stándar para el diagnóstico 

de OBI es el análisis de ADN a partir de extractos hepáticos así como también de muestras 

de sangre, mediante técnicas altamente sensibles y específicas, como la PCR convencional 
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o PCR en tiempo real utilizando cebadores para diferentes regiones genómicas del HBV, 

muy conservadas entre los diferentes genotipos. Sin embargo, muchas veces es difícil 

obtener muestras de tejido hepático, debido a la imposibilidad de realizar una biopsia de 

hígado. Así, el análisis de muestras de suero o plasma constituye el método más utilizado y 

ampliamente difundido para identificar casos de OBI [63]. 

 

8.4- Implicancia clínica de OBI  

 

La importancia de la detección de OBI en términos de Salud Pública es la 

posibilidad de transmisión del HBV en transfusiones de sangre y trasplante de órgano 

hepático causando una hepatitis B clásica en los nuevos infectados o reaparición de 

enfermedad hepática con posible progresión a cronicidad en un individuo previamente 

infectado con HBV. También, OBI podría acelerar la progresión a cirrosis en pacientes 

infectados por HCV y producir reactivación y hepatitis aguda (a veces severa) en pacientes 

inmunosuprimidos o con quimioterapia. El riesgo de infección por HBV en transfusión se 

ha reducido drásticamente debido a la combinación de pruebas diagnósticas más sensibles 

EIA y el NAT. Esta última, tiene relevancia en la detección de individuos 

inmunoserologicamente no reactivos, ya que directamente se podría observar la presencia 

de ácidos nucleídos en suero. La detección de OBI en DS, personas que se presumen sanas, 

con serología reactiva para anti-HBc mejora la respuesta diagnóstica del laboratorio y la 

seguridad de los hemocomponentes para las transfusiones. Además, permite implementar 

medidas de seguimiento, control y en caso de ser necesario, instaurar el tratamiento 

adecuado [45,46,64-69]. 

Esquemáticamente, tres condiciones pueden ser responsables para la transmisión 

transfusional del HBV: 1.- El donante se encuentra en el período de ventana (el HBsAg no 

reactivo, fase de viremia aguda temprana de la infección por el HBV), representa una 

minoría de los DS OBI-positivos. 2.- El donante es un típico "portador OBI" con un virus 

de tipo salvaje en el que la actividad de replicación y la expresión genética son suprimidas. 

Este punto es importante y se debe tener en cuenta que OBI se caracteriza por períodos de 

viremia transitoria con períodos en los que el ADN viral es indetectable en el suero. Por lo 

tanto, un individuo con OBI puede tener un perfil de la infectividad en la sangre fluctuante 

en el tiempo y aquellos que presentan solo anti-HBc reactivo sin anti-HBs parecen ser más 

infectivos. 3.- El donante está infectado con la variante de cepas del HBV S-mutantes que 

son competentes para la replicación, pero producen HBsAg anormales que no son 
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reconocidos por los equipos de detección disponibles comercialmente para detectar 

HBsAg. Esta condición parece ser una de las principales causas de casos residuales de 

transmisión del HBV por transfusión sanguínea. En este contexto, el uso de anticuerpos 

multivalentes anti-HBs en los equipos de detección de HBsAg ha sido recientemente 

recomendado por un panel de expertos para la identificación de DS infectados por cepas 

mutantes de escape de HBsAg, esta estrategia no es definitiva para resolver el problema de 

la infección post-transfusión HBV, especialmente en zonas geográficas en las que la 

infección por HBV es presenta una endemicidad alta y la variabilidad genómica viral es 

potencialmente más elevada. Por lo tanto, OBI parece presentar un escenario complejo con 

diferente virología y perfiles inmunológicos que deben ser abordados [63]. 

 

 

9- Epidemiología de la infección por HBV 

 

9.1- Prevalencia  

 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) informó que existen actualmente más 

de 2.000 millones de personas infectadas con el HBV, y aproximadamente 240 millones 

son portadores crónicos de esta enfermedad, constituyendo un importante problema de 

salud a nivel mundial. La infección crónica por el HBV es la principal causa de cirrosis y 

HCC, produciendo aproximadamente, más de 780.000 muertes cada año [70]. El modo de 

trasmisión perinatal es responsable del 21% de las muertes relacionadas con el HBV. 

Además, existen grupos con alto riesgo de contraer la infección por el HBV como 

trabajadores de la salud, usuarios de drogas inyectables (UDIs) y trabajadores sexuales. En 

América Latina, se ha reportado la vía sexual como la mayor fuente de infección [71]. 

Existe un amplio rango de tasas de prevalencias en función del HBsAg, en distintas partes 

del mundo (Figura 9). Las áreas con baja prevalencia (0,1-2%) son: oeste de Europa, 

Estados Unidos, Canadá, Australia y Nueva Zelanda. En los países del Mediterráneo, 

Japón, Asia central y partes de Sudamérica, la prevalencia alcanza niveles medios (2-8%); 

mientras que en el sudeste de Asia, China y África sub-Sahariana, la prevalencia es elevada 

(>8%) [72].  

Argentina muestra bajas prevalencias para HBsAg en DS. Sin embargo, en Buenos 

Aires, se encuentran elevadas prevalencias en algunos grupos de riesgo, entre ellos  

pacientes infectados con HIV-1 y usuarios de drogas intravenosas (UDIs) [73-80]. En la 
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provincia de Misiones, se han documentado cifras de prevalencia para HBsAg en DS 

(0,72%) y en una comunidad Mbyá-guaraní (1,7%), superiores a la media Nacional [74, 

81]. 

A nivel mundial, la prevalencia de OBI es heterogénea, si se tiene en cuenta la 

diferencia de sensibilidad y especificidad de los métodos utilizados para su detección, las 

diferentes poblaciones donde se ha estudiado la misma y, considerando además, la 

dificultad de realizar la punción hepática para establecer estas cifras [63, 82-103]. 

En Argentina, OBI ha sido detectada en pacientes coinfectados con HIV y/o HCV y 

en diferentes grupos de amerindios de Misiones y San Juan [81, 104] 

 

 

 
Figura 9. Distribución mundial de la prevalencia basada en el HBsAg [72]. 

 

 

9.2- Genotipos 

 

Actualmente, la variabilidad genética del HBV permite clasificarlo en nueve 

genotipos (A-H, J), y múltiples subgenotipos, sobre una divergencia del 8% y 4% basada 

en secuencias de genoma completo, respectivamente. Sin embargo, nuevas clasificaciones 

contemplan 10 genotipos. Se observa que los genotipos tienen diferente distribución 

geográfica (Figura 10) [72,105, 106]. 

Los genotipos A, B, C, D, E, F y H fueron detectados en diferentes poblaciones de 

Argentina como la de DS y pacientes crónicamente infectados con HBV [107-110]. 
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La evidencia hasta la fecha asocia la evolución del curso natural de la infección, el 

cuadro clínico inicial, y la respuesta al tratamiento antiviral con los genotipos/subgenotipos 

del HBV involucrados [110-118]. Diferentes estudios han demostrado que el genotipo A 

está asociado a un mejor pronóstico de la enfermedad y mayor sobrevida, y el genotipo C 

con una enfermedad más severa [113]. Asimismo, distintos autores han asociado al 

genotipo F con una mayor tasa de mortalidad y han demostrado que es el genotipo que 

prevalece en pacientes con HCC (68% en esquimales de Alaska). Además, han observado 

que en pacientes infectados con dicho genotipo, el tiempo promedio requerido para el 

desarrollo del HCC es menor que para los otros (22,5 vs 60 años al cabo del diagnóstico 

inicial de infección por HBV, respectivamente) [119,120]. Con respecto a la respuesta al 

tratamiento antiviral, se observó que los pacientes infectados con genotipo A o B 

responden mejor al tratamiento con el INF-α que los infectados con los genotipos C o D 

[113,121]. Asimismo, se ha demostrado que la emergencia de mutantes del HBV 

resistentes al tratamiento antiviral con LMV en el subgenotipo A2 como el genotipo D 

presentan un polimorfismo en los codones 217 y 233, respectivamente de la polimerasa 

(rtL217R y rtI233V), que le otorga resistencia natural al análogo de nucleótido adefovir 

[122].  

 

 

 
Figura 10. Distribución mundial de genotipos de HBV [72]. 
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II- Objetivos 

35 
 



 

Objetivo general: 

 

Describir las características epidemiológicas de la infección por el virus de la 

Hepatitis B (HBV) y caracterizar los casos de infección oculta por HBV (OBI) en una 

población de donantes de sangre de la provincia de Misiones. 

 

 

Objetivos específicos: 

 

1- Describir las características generales (sexo, edad y tipo de donante) de la 

población de donantes de sangre del Banco de Sangre Tejidos y Biológicos 

evaluada entre los años 2007 y 2013 

 

2- Determinar la prevalencia y distribución de los marcadores inmunoserológicos  

anti-HBc y/o HBsAg en la población estudiada. 

 

3- Hallar la prevalencia y analizar las características de los casos OBI con anti-HBc 

reactivos en una muestra de la población estudiada. 

 

4- Identificar los genotipos de HBV en los casos de OBI detectados. 

 

5- Detectar la presencia de mutaciones no sinónimas en dominios funcionales de los 

genes preCore/Core, S, Polimerasa y X de HBV en los aislamientos a partir de los 

casos de OBI. 
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III- Metodología 
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1- Población estudiada 

 

Se estudió la totalidad de DS que concurrieron voluntariamente al Banco de Sangre 

Tejidos y Biológicos (BSTB) de la provincia de Misiones entre los años 2007 – 2013 y que 

fueron calificados para realizar la donación. La donación de sangre en el sector público, al 

igual que un gran porcentaje de las instituciones privadas de la provincia de Misiones, se 

encuentra centralizada en el BSTB. 

 

1.1- Tipo de estudio 

 

Se realizó un estudio de tipo descriptivo transversal en DS del BSTB entre los años 

2007 – 2013. 

 

1.2- Criterios de Inclusión 

 

Se consideraron criterios de inclusión a todos los establecidos en la Ley Nacional 

de Sangre N°22.990 y las normas técnicas y administrativas de servicios de hemoterapia, 

entre los cuales se manifiesta que la donación de sangre es un acto de disposición 

voluntaria, solidaria o altruista, mediante el cual una persona acepta su extracción para 

fines exclusivamente médicos no estando sujeta a remuneración o cobro alguno. Se 

enumera las condiciones de inclusión y exclusión para ser donante: a) poseer entre 16 y 65 

años; y en el caso de los menores de 18 años presentar autorización de sus padres; b) 

someterse obligatoriamente a una entrevista clínica con preguntas de denuncia inexcusable 

de toda enfermedad o afección padecida o presente, la que tendrá carácter y alcance legal 

de declaración jurada; y c) Examen físico que incluye la valoración del peso, presión 

arterial, frecuencia cardíaca, hemoglobina y temperatura que permite la verificación del 

estado de salud óptimo para donar sangre y descartar la existencia de alguna patología 

[123, 124]. 
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1.3- Criterio de exclusión 

 

DS que no presentaron la detección inmunoserológica completa que incluye siete 
infecciones transmisibles por transfusión (ITT) que por normativa nacional se deben 
estudiar (virus de la hepatitis C (HCV), Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV) 
Virus Linfotrópico T Humano tipo I y II (HTLV), HBV, Chagas, Brucelosis, Sífilis) [124].  

Para el análisis de datos final, se excluyeron todos los datos correspondientes a las 

subsiguientes donaciones realizadas por los DS repetidos. 

 

1.4- Aspectos éticos 

 

Todos los donantes que se incluyeron en el estudio firmaron un consentimiento 

libre e informado aprobado por el comité de ética del Hospital Escuela de Agudos "Dr. 

Ramón Madariaga" (ANEXO 1). 

 

2- Obtención de datos epidemiológicos 

 

Para la obtención de los datos del sexo, edad, localidad de residencia y 

departamento de residencia de los DS, se utilizó el cuestionario estandarizado utilizado en 

la entrevista personal, de acuerdo con la normativa nacional (ANEXO 2 y 3). Estos datos 

se encontraban ingresados en el sistema informático del BSTB, desde donde finalmente se 

obtuvieron los mismos [124]. 

 

3- Obtención de muestras para marcadores inmunoserológicos de HBV 

 

Las muestras para los marcadores inmunoserológicos de infección por HBV fueron 

obtenidas mediante el procedimiento estandarizado de las donaciones de sangre que 

incluye una muestra de la sangre extraída al DS, que es colocada en un tubo primario, que 

posteriormente se centrifuga para la separación del suero, al cual se le realiza las 

determinaciones inmunoserológicas para la detección de las ITT. Fueron procesadas todas 

las muestras que cumplieron con los criterios de inclusión entre los años 2007 – 2013. 

 

39 
 



 

4- Diagnóstico inmunoserológico de la infección por HBV 

 

Las muestras para la determinación de los marcadores inmunoserológicos de 

infección por HBV (HBsAg y anti-HBc), así como el anti-HBs fueron procesadas 

diariamente en el área de inmunoserología del BSTB de la provincia de Misiones. La 

detección de marcadores serológicos de HBV se realizó con equipos comerciales mediante 

técnicas de tamizaje de tipo enzimoinmunoensayo en microplaca y de 

quimioluminiscencia. 

 

4.1- Detección de HBsAg y Anti-HBc 

 

Las técnicas de tamizaje de tipo enzimoinmunoensayo en microplaca utilizadas 

fueron de las marcas: Biomerieux (Holanda), Wiener Lab (Argentina), Murex (Alemania), 

Biokit (España) y Bio-Rad (Francia) y se procesaron de manera automatizada en los 

equipos Genesis RMP 100 – TECAN (Suiza) y/o Alisei – SEAC RADIM (Italia). Las 

técnicas de tamizaje de tipo quimioluminiscencia utilizadas fueron de la marca: Abbott 

(Alemania) y se procesaron de manera automatizada en los equipos Axsym (Alemania) y/o 

Architect Sistem (Alemania). Todas las técnicas inmunoserológicas utilizadas fueron 

procesadas con calibradores y controles internos comerciales, así como también con 

controles internos multi-reactivos y controles externos provistos por el Servicio de 

Hemoterapia del Hospital Garrahan. 

Los datos de los resultados de las muestras luego de su procesamiento fueron 

transmitidos de manera electrónica on-line al sistema informático del BSTB desde donde 

finalmente se obtuvieron los mismos.  

Las muestras negativas para HBsAg y reactivas para anti-HBc que fueron utilizadas 

para el diagnóstico de OBI, fueron re-analizadas, en una segunda instancia, para los 

mismos marcadores de manera automatizada con técnicas de tipo quimioluminiscencia de 

la marca: Abbott (Alemania) en un equipo Architect Sistem (Alemania). 

La positividad para anti-HBc se consideró confirmada sólo si se obtuvieron dos 

resultados positivos.  
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Todos los sueros anti-HBc-positivos se ensayaron repetidamente para el HBsAg de 

manera automatizada con técnicas de tipo quimioluminiscencia de la marca Abbott 

(Alemania) en un equipo Architect Sistem (Alemania). 
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5- Obtención de muestras para diagnóstico de infección oculta por HBV (OBI) 

 

Para establecer la presencia de OBI se realizó un muestreo por conveniencia 

tomando todos los DS consecutivos del BSTB del año 2013 que presentaban 

inmunoserología reactiva para anti-HBc y fueron no reactivos para HBsAg hasta completar 

el tamaño muestral calculado. Para el cálculo del tamaño muestral se consideró una 

frecuencia de 18 % de OBI en población general con elevada prevalencia de HBV, de una 

comunidad de Canadá, con anti-HBc reactivo [125], un intervalo de confianza del 5 % y 

una precisión del 5 %, obteniéndose una cifra de 227 muestras de plasma de DS para la 

detección de OBI. En base a estos cálculos, se extrajeron las muestras desde las bolsas de 

plasmas de los DS antes mencionados, que se encontraban conservadas a -80°C. Las 

alícuotas de plasma de dichas bolsas fueron conservadas en tubos eppendorf debidamente 

rotulados a -80°C hasta su procesamiento. 

 

6- Diagnóstico molecular de la infección oculta por HBV 

 

6.1- Extracción de ADN 

 

Se utilizó un método comercial (QIAamp DNA blood kit (Qiagen, Suiza)) mediante 

el cual se procesaron 200 µl de plasma según el protocolo descripto por el fabricante. El 

ADN fue conservado a -80 °C hasta su posterior utilización al día siguiente. Se realizaron 

tres extracciones de ADN independientes de cada una de las muestras, junto a controles 

positivos (plasma de seroteca de pacientes conocidos positivos para la región amplificada 

del gen del HBV) y negativos (plasma de seroteca de primera donación de DS voluntarios 

repetidos negativos). 

 

6.2- Amplificación parcial del gen S/P de HBV (PCR-S) 

 

La amplificación de una región parcial del gen S del HBV se realizó mediante la 

utilización del protocolo descripto previamente por Lindh [126]. Se amplificó un 

fragmento de 541 pb de la región parcial del gen S/P ubicada entre las posiciones 

nucleotídicas 256 a 796, mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Se 

siguieron las normas de Kwok & Higuchi [127] y se realizaron las determinaciones por 
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duplicado, en cada una de las tres extracciones de ADN de cada muestras junto a los 

controles.
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6.2.1- Mezcla de reacción: Buffer (10X) 3,00 µl; dNTPs (10 mM) 0,40 µl; MgCl2 

(50 mM) 1,75 µl; P7 (10 µM) 0,50 µl; P8 (10 µM) 0,525 µl; Taq ADN Polimerasa (0,50 

U) 0,25 µl, H20 Sigma (libre de ácidos nucleídos)  20µl. ADN 10 µl. Volumen final de la 

reacción: 30 µl. 

 

6.2.2- Primers utilizados:  

P7 (sentido): 5´ GTGGTGGACTTCTCTCAATTT TC 3´. 

P8 (anti-sentido): 5´ CGGTA(A/T)AAAGGGACTCA(A/C)GAT 3´. 

 

6.2.3- Ciclado: 3´a 94° C, 40 ciclos de 45´´a 94° C, 60´´ a 53° C y 90´´ a 72° C, 

finalizando con una extensión de 7´ a 72° C. Todas las reacciones de PCR descriptas se 

realizaron en un ciclador térmico Mastercycler gradient (Eppendorf, Alemania).  

 

6.2.4- Siembra: se sembraron los productos de amplificación en un gel de agarosa 

al 1,2% teñido con bromuro de etídio (0,5 µg/ml) y se realizó la corrida electroforética a 

100 V durante 30 min. 

 

6.2.5- Lectura: la lectura de las bandas en los geles fue realizada inmediatamente 

por dos operadores independientes, a cámara oscura con luz UV. 

 

El límite de detección de la PCR-S fue de 498 UI/ml, el cual se estimó realizando 

diluciones seriadas de una muestra de un DS infectado por HBV con una carga viral de 

HBV conocida. 

 

6.3- Amplificación de la región genómica preCore-Core de HBV (PCR-C) 

 

La amplificación de un fragmento de 735 pb -entre las posiciones nucleotídicas 

1684 a 2484 se realizó mediante nested PCR (n-PCR) de la región del preCore-Core 

(pC/C), siguiendo el protocolo descripto previamente por Birkenmeyer [128]. Se siguieron 

las normas de Kwok & Higuchi [127], y se realizaron las determinaciones por duplicado, 

en cada una de las tres extracciones de ADN de cada muestras junto a los controles. 
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6.3.1- Mezcla de reacción: 

1° Ronda: Buffer (10X) 2,50 µl; dNTPs (10 mM) 0,50 µl; MgCl2 (50 mM) 1,25 µl; 

C1 (10 µM) 0,125 µl; C2 (10 µM) 0,125 µl; Taq ADN Polimerasa (0,50 U) 0,25 µl, H20 

Sigma (libre de ácidos nucleídos) c.s.p. 20µl. ADN 5 µl. Volumen final de la reacción: 

25µl.  

2° Ronda: Buffer (10X) 2,50 µl; dNTPs (10 mM) 0,50 µl; 3) MgCl2 (50 mM) 1,25 

µl; C3 (10 µM) 0,125 µl; C4 (10 µM) 0,125 µl; Taq ADN Polimerasa (0,50 U) 0,25 µl; 

H20 Sigma (libre de ácidos nucleícos) c.s.p. 20µl. ADN 5 µl. Volumen Final: 25 µl. 

 

6.3.2- Primers:  

1° Ronda 

C1 (sentido): 5´ GTCAACGACCGACCTTGAGGC 3´. 

C2 (anti-sentido): 5´ CCCACCTTATGAGTCCAAGG 3´.  

2° Ronda 

C3 (sentido): 5´ GAGGAGTTGGGGGAGGAGATT 3´ 

C4 (anti-sentido): 5´ TCCAAGGGATACTAACATTTGA 3´.  

 

6.3.3- Ciclado para ambas rondas de PCR: 3´ a 94° C, 40 ciclos de 45´´ a 94° C, 

60´´ a 53° C y 90´´ a 72° C, finalizando con una extensión de 7´ a 72° C. 

 

6.3.4- Siembra: se sembraron los productos de amplificación en un gel de agarosa 

al 1,2% teñido con bromuro de etídio (0,5 µg/ml) y se realizó la corrida electroforética a 

100 V durante 30 min. 

 

6.3.5- Lectura: la lectura de las bandas en los geles fue realizada inmediatamente 

por dos operadores independientes, a cámara oscura con luz UV. 

 

El límite de detección de la PCR C fue de 249 UI/ml, el cual se estimó realizando 

diluciones seriadas de una muestra de un DS infectado por HBV con una carga viral de 

HBV conocida. 
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6.4- Secuenciación nucleotídica de las regiones S/P y pC/C de HBV  

 

Los productos de PCR obtenidos de la amplificación parcial del gen S/P de HBV 

(PCR-S) y de la región genómica preC-C de HBV (PCR-C) fueron purificados para 

remover restos de nucleótidos y primers excedentes, y luego se secuenciaron en un 

secuenciador automático abarcando doble marco de lectura. 

 

6.4.1- Reacción de purificación: se mezclaron 5 μl del producto de PCR con 2 μl 

de ExoSAP-IT. Se incubó a 37°C durante 15´ y luego a 80°C durante 15´ para inactivar la 

enzima. 

 

6.4.2- Mezcla de reacción: se preparó utilizando el kit BigDye® Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kits (Applied BioSystems), la mezcla de reacción se compuso de 1μl de 

BigDye® Terminator v3.1 Ready Reaction Mix; 1,5μl de 5X Sequencing Buffer; 5,5μl de 

agua Sigma; 1μl de oligonucleótidos (4μM) y 1μl del amplicón (30 ng/ μl). 

 

6.4.3- Primers utilizados: los oligonucleótidos empleados fueron los mismos que 

los utilizados en la amplificación de los amplicones correspondiente. 

 

6.4.4- Ciclado: 5´ a 96°C, 24 ciclos de 10´´ a 96°C, 10´´ a 50°C, 4´ a 60ºC y una 

extensión final de 5´a 60°C. 

 

6.4.5- Precipitado: luego del ciclado, el producto fue precipitado con el siguiente 

protocolo utilizado para una placa de 96 pocillos. Se prepararon las soluciones 1 (Sc1: 3,6 

ml de alcohol + 1,2 ml de agua) y 2 (Sc2: 14 ml de alcohol + 6 ml de agua) que fueron 

utilizadas para el protocolo de precipitación: a) se colocó 40 μl de Sc1 a cada pocillo b) se 

homogenizó con un agitador tipo vórtex; c) se incubó 10 min en oscuridad; d) se centrifugó 

30 min a 2500g; f) se descartó el sobrenadante por inversión; g) se colocó 150 μl de Sc2 a 

cada pocillo; h) se homogeneizó con vórtex; i) se centrifugó 10 min a 2000g; j) se descartó 

el sobrenadante por inversión; k) se centrifugó 20 seg a 400g; m) se adicionó 10 μl de 

formamida a cada pocillo; n) se homogeneizó con vórtex ; y 1) se centrifugó 20 seg a 400g.  
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6.4.6- Secuenciación: la secuenciación final se realizó en el equipo automático 

ABI Prism 3100 Genetic Analyzer - Applied Biosystems (Estados Unidos).
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6.5- Análisis filogenético del HBV 

 

Los cromatogramas obtenidos fueron editados utilizando el programa Bioedit 7.1 

[129]. Las secuencias nucleotídicas obtenidas fueron alineadas con el software 

CLUSTALX [130], junto a secuencias del GenBank de todos los genotipos y subgenotipos 

provenientes de diferentes regiones geográficas del mundo, de la Argentina y de la 

provincia de Misiones. Para cada región genómica amplificada se construyó un árbol 

filogenético por medio del algoritmo de Neighbor-joining (NJ) con el modelo de evolución 

molecular Kimura-two-parameter dentro del programa MEGA v 4.0 analizando de manera 

estadística mediante Bootstrap 1000 réplicas de datos [131]. 

 

6.6- Análisis de variabilidad génica del HBV 

 

6.6.1- Análisis de mutaciones en el promotor basal del core y región preCore 

 

Se analizaron las sustituciones nucleotídicas de las secuencias correspondientes al 

BCP y a la región regulatoria del pC. Dichas secuencias fueron alineadas y comparadas 

con secuencias de todos los genotipos (y subgenotipos) obtenidas del GenBank mediante la 

utilización del programa BioEdit [129]. Se prestó especial interés a las sustituciones 

nucleotídicas 1753, 1762, 1764, 1846, 1896, 1899, asociadas -entre otros eventos- al 

desarrollo de HCC. 

 

6.6.2-Análisis de secuencias aminoacídicas de la región S, Polimerasa, Core y X 

 

Las secuencias aa deducidas para cada ORF fueron alineadas y comparadas con 

secuencias de aa del mismo genotipo (y subgenotipo) obtenidas del GenBank mediante la 

implementación del programa BioEdit [132, 133]. Se prestó especial interés a sustituciones 

de aa en epítopes para Linfocitos T en el HBcAg asociadas al escape de la respuesta 

inmune celular.  
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7- Estudio complementario inmunoserológico: detección de anticuerpos anti-HBs 

 

En las muestras que resultaron reactivas para anti-HBc se les realizó la detección de 

anticuerpos anti-HBs. La técnica utilizada fue de tipo quimioluminiscencia de la marca 

Abbott (Alemania) y se procesaron de manera automatizada en los equipos Axsym 

(Alemania) y/o Architect Sistem (Alemania), junto a los calibradores y controles de la 

propia marca. Los datos de los resultados de las muestras luego de su procesamiento 

fueron transmitidos de manera electrónica on-line al sistema informático del BSTB desde 

donde finalmente se obtuvieron los mismos.  

 

8- Análisis estadístico 

 

Los datos del sistema informático utilizado en el BSCM se transfirieron a un archivo 

tipo .txt y posteriormente se analizaron con el programa SPSS Statistics 17.0 y Excel. 

Para el análisis de los resultados se utilizaron los estadísticos descriptivos de frecuencia e 

intervalo de confianza del 95% (IC95%), media y desvío estándar y para la comparación 

entre grupos las prueba de ji-cuadrado (ji2)y U de Mann Witney (U), con un nivel de 

confianza del 95% (p<0,05). 
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1- Características generales de la población de DS que concurrió entre los años 

2007 y 2013 al Banco de Sangre Tejidos y Biológicos (BSTB) 

 

Sobre un total de 53247 donantes (repetidos y de primera vez) que concurrieron al 

BSTB durante el período 2007 – 2013 y considerando los criterios de inclusión y exclusión 

establecidos en el estudio, se incluyeron para el análisis final 42887 DS. La edad media de 

los DS fue de 34,7±11,1 años y el 70,4% correspondió al sexo masculino. Se observó un 

incremento gradual de las donaciones repetidas y de DS femenino, manteniéndose estable 

el promedio de edad de los DS (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Distribución por año, sexo y edad de los donantes de sangre que concurrieron al BSTB 
durante el período 2007 – 2013. 
 

Total 
DS Masculino 
(primera vez) 

DS Femenino 
(primera vez) 

Año 
Muestras DS 

n (%) 
DS repetidos 

n (%) 
DS (primera vez)

n (%) 
Edad* n (%) Edad* n (%) Edad* 

2007 3865 (7,3) 143 (3,7) 3722 (96,3) 34,7±10,7 2654 (71,3) 34,9±10,6 1068 (28,7) 34,2±10,9

2008 6800 (12,8) 643 (9,5) 6157 (90,5) 34,8±11,1 4421 (71,8) 35,5±11,0 1736 (28,2) 33,1±11,1

2009 6536 (12,3) 1116 (17,1) 5420 (82,9) 34,6±11,1 3929 (72,5) 35,2±11,0 1491 (27,5) 33,7±11,2

2010 7611 (14,3) 1426 (18,7) 6185 (81,3) 34,8±11,1 4612 (74,6) 35,3±10,9 1573 (25,5) 34,0±11,4

2011 9382 (17,6) 2048 (21,8) 7334 (78,2) 34,4±11,3 5189 (70,8) 35,3±11,2 2145 (29,2) 33,5±11,0

2012 9779 (18,4) 2442 (25,0) 7337 (75,0) 34,8±11,2 5088 (69,3) 35,5±11,1 2249 (30,7) 34,3±11,1

2013 9274 (17,4) 2542 (27,4) 6732 (62,6) 34,7±11,2 4310 (64,0) 36,2±11,1 2422 (36,0) 34,0±10,9

Total 53247 (100,0) 10360 (19,5) 42887 (80,5) 34,7±11,1 30203 (70,4) 35,1±11,1 12684 (29,6) 33,7±11,0

*media ± desvío estándar en años 

 

2- Prevalencia y distribución de los marcadores anti-HBc y/o HBsAg. 

 

A partir de 42887 DS de primera vez estudiados en el BSTB entre los años 2007 – 

2013, 3622 presentaron marcadores HBsAg y/o anti-HBc, resultando en una prevalencia 

final de 8,4 % (IC95%= 8,2-8,7%), correspondiendo 7,7% (n=3293) al Ac anti-HBc, 0,1% 

(n=64) HBsAg y 0,6% (n=265) para ambos (Figura 11). 
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Prevalencia de la 

Infección por HBV en DS 

8,4 % (n=3622) 

(IC95%= 8,2‐8,7%) 
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7,7%

HBsAg y Anti‐HBc
0,6%

HBsAg
0,1%

No reactivo
91,6%

Figura 11. Prevalencia total de infección por el HBV basada en los marcadores HBsAg y/o anti-
HBc en 42887 donantes de sangre de primera vez del BSTB durante el período 2007 – 2013. 
 

 

Las cifras de prevalencia de infección por HBV en DS en el año 2007 fue de 9,3% 

(n=348) (IC95%=8,4-10,3%) y en el año 2013 la misma disminuye de manera significativa 

a un valor de 5,8% (n=390) (IC95%=5,2-6,4%) (Tabla 3). 

 
Tabla 3. Distribución por año de la prevalencia de infección por HBV basada en los marcadores 
HBsAg y/o anti-HBc en 42887 donantes de sangre de primera vez del BSTB durante el período 
2007 – 2013. 
 

DS 
(primera vez) 

Prevalencia de 
HBV* 

Anti-HBc 
Anti-HBc y 

HBsAg 
HBsAg 

Año 

n n % n % n % n % 

2007 3722 348 9,3 290 7,8 40 1,1 18 0,5 

2008 6157 636 10,3 581 9,4 49 0,8 6 0,1 

2009 5420 531 9,8 485 8,9 39 0,7 7 0,1 

2010 6185 580 9,4 541 8,7 34 0,5 5 0,1 

2011 7334 607 8,3 546 7,4 46 0,6 15 0,2 

2012 7337 530 7,2 494 6,7 27 0,4 9 0,1 

2013 6732 390 5,8 356 5,3 30 0,4 4 0,1 

Total 42887 3622 8,4 3293 7,7 265 0,6 64 0,1 

*Prevalencia de HBV= prevalencia de infección por HBV basada en los marcadores HBsAg y/o 
anti-HBc. 
 
 

Considerando el sexo, en los DS hombres se observó una prevalencia de infección 

por HBV de 9,2% (HBsAg=reactivo y/o anti-HBc= reactivo), significativamente mayor 

52 
 



con respecto a las mujeres (ji2=72,7; p<0,001) y la edad resultó significativamente mayor 

en aquellos DS que presentaban infección por HBV (U=4,7x107; p<0,001) (Tabla 4).  

Tabla 4. Distribución por género y edad de la prevalencia de la infección por HBV basada en los 
marcadores HBsAg y/o anti-HBc en 42887 donantes de sangre de primera vez del BSTB durante el 
período 2007 – 2013. 
 

Total de Donantes de Sangre Prevalencia de HBV* 
GENERO 

n % Edad** n % IC95%*** Edad 

MUJERES 12684 29,6 33,7±11,0 856 6,7 6,2-6,7 39,5±10,6

HOMBRES 30203 70,4 35,1±11,1 2766 9,2 8,8-9,5 39,6±11,4

TOTAL 42887 100 34,7±11,1 3622 8,4 8,2-8,7 39,6±10,9

 
*Prevalencia de HBV= prevalencia de infección por HBV basada en los marcadores HBsAg y/o 
anti-HBc. 
**media ± desvío estándar en años. 
***IC95%= Intervalo de Confianza del 95% 

 

Los DS provinieron principalmente del departamento Capital (35,2%), seguido por 

los departamentos de Oberá (11,8%), Eldorado (8,0%) e Iguazú (6,5%) (Tabla 5). 

La distribución de los casos de DS con marcadores de infección de HBV en 

relación a los 17 departamentos de la provincia de Misiones, permitió observar como los 

departamentos de Gral. Manuel Belgrano, Guaraní y San Pedro presentaron prevalencias 

superiores al doble de la media provincial (Tabla 5). 

En la figura 12 se observa la endemicidad de la infección por el HBV basada en la 

prevalencia del HBsAg; con cifras medias que varían entre 2 y 8% para los departamentos 

del noreste de la provincia (Gral. Manuel Belgrano, Guaraní y San Pedro) limítrofes con 

Brasil. 
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Tabla 5. Distribución geográfica por departamentos provinciales y otras áreas geográficas de la 
prevalencia de la infección por HBV basada en los marcadores HBsAg y/o anti-HBc en 42887 
donantes de sangre de primera vez del BSTB durante el período 2007 – 2013.  
 

Total de Donantes 
de Sangre Prevalencia de HBV* 

DEPARTAMENTO/ 
AREA GEOGRAFICA n % n % IC95%** 

25 DE MAYO 1458 3,4 212 14,5 12,8-16,5 
APOSTOLES 1157 2,7 28 2,4 1,6-3,5 
CAINGUAS 1590 3,7 174 10,9 9,5-12,6 
CANDELARIA 904 2,1 18 2,0 1,2-3,2 
CAPITAL 15105 35,2 622 4,1 3,8-4,5 
CONCEPCION 210 0,5 0 0,0 0,0-2,2 
ELDORADO 3425 8,0 384 11,2 10,2-12,3 
GRAL MANUEL BELGRANO 959 2,2 324 33,8 30,8-36,9 
GUARANI 1587 3,7 430 27,1 24,9-29,4 
IGUAZU 2777 6,5 447 16,1 14,8-17,5 
LEANDRO N ALEM 1132 2,6 42 3,7 2,7-5,0 
LIBERTADOR GRAL SAN 
MARTIN 1083 2,5 86 7,9 6,4-9,8 

MONTECARLO 1200 2,8 116 9,7 8,1-11,5 
OBERA 5054 11,8 277 5,5 4,9-6,2 
SAN IGNACIO 1437 3,4 80 5,6 4,5-6,9 
SAN JAVIER 465 1,1 18 3,9 2,4-6,2 

M
IS

IO
N

E
S

 

SAN PEDRO 782 1,8 200 25,6 22,6-28,8 
PARAGUAY 1591 3,7 106 6,7 5,5-8,0 
CORRIENTES 387 0,9 13 3,4 1,9-5,8 
BUENOS AIRES y CAPITAL 
FEDERAL 410 1,0 27 6,6 4,5-9,6 

OTROS 174 0,4 18 10,3 6,4-16,1 
TOTAL 42887 100 3622 8,4 8,2-8,7 
 
*Prevalencia de HBV= prevalencia de infección por HBV basada en los marcadores HBsAg y/o 
anti-HBc. 
**IC95%= Intervalo de Confianza del 95% 
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Figura 12. Endemicidad de la infección por HBV basada en el marcador HBsAg en 42887 
donantes de sangre de primera vez del BSTB durante el período 2007 – 2013. 
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3- Detección de infección oculta por HBV (OBI) en DS con anticuerpos anti-HBc 

reactivos 

 

De un total de 230 muestras de DS de primera vez estudiados en el BSTB en el año 

2013 que presentaban como único marcador reactivo los anticuerpos anti-HBc, se hallaron 

36 muestras positivas por técnicas moleculares, lo que determinó una prevalencia de casos 

OBI de 15,6% (IC95%= 11,3-21,2%). Del total, 10 casos amplificaron un fragmento del 

gen S/P de HBV y 26 la región genómica preCore-Core de HBV; ninguna muestra 

amplificó ambas regiones en las condiciones utilizadas (Tabla 6).  

Al comparar la presencia o ausencia de OBI entre grupos de DS con reactividad o 

no para anticuerpos anti-HBs, no se observó diferencia significativa (ji2=0,06; p=0,81) 

(Tabla 7). Tampoco se encontró asociación estadísticamente significativa de la presencia 

OBI con respecto al sexo (ji2=0,143; p=0,70), la edad (U=3294; p=0,74) o el departamento 

de residencia (ji2=14,935; p=0,53). 
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Tabla 6. Perfil de la infección oculta por HBV (OBI) basado en datos epidemiológicos, anti-HBs, 
amplificación por PCR (región S y pC/C), genotipo y subgenotipo de las 36 muestras positivas para 
ADN del HBV en DS del BSTB de la provincia de Misiones. 

Muestra Sexo Edad Departamento Localidad 
Anti-
HBs*

PCR S* 
PCR 

pC/C* 
Genotipo-

Subgenotipo
10021994 H 42,0 Capital Posadas R* Positivo Negativo NA* 

10022041 H 33,6 Capital Garupá R Negativo Positivo NA 

10022180 H 38,7 Capital Posadas R Positivo Negativo NA 

10022373 H 49,1 Capital Posadas R Negativo Positivo NA 

10022723 H 63,7 25 de Mayo 25 de Mayo R Negativo Positivo D-3 

10022990 H 30,8 Capital Posadas R Positivo Negativo NA 

10023173 M 30,4 Capital Posadas R Negativo Positivo NA 

10023373 H 27,9 Apóstoles Apóstoles R Negativo Positivo D-3 

10023834 H 38,1 Capital Posadas R Positivo Negativo NA 

10024157 H 48,3 San Ignacio Santo Pipo R Positivo Negativo NA 

20010831 H 31,3 Eldorado Delicia R Negativo Positivo NA 

20011124 M 30,6 Eldorado Eldorado R Negativo Positivo NA 

20011213 H 53,8 Montecarlo Montecarlo R Negativo Positivo NA 

20011267 H 35,9 25 De Mayo 25 De Mayo NR* Negativo Positivo D-3 

20011269 M 27,1 Montecarlo Puerto Piray R Negativo Positivo NA 

20011313 H 30,3 Gral. Manuel Belgrano San Antonio NR Negativo Positivo NA 

20011315 M 52,3 Eldorado Eldorado R Positivo Negativo NA 

50010313 M 43,0 Iguazú Puerto Esperanza R Positivo Negativo NA 

50012527 H 33,0 Iguazú Puerto Iguazú R Positivo Negativo NA 

50012528 M 43,3 Iguazú Puerto Iguazú R Negativo Positivo D-3 

50012680 H 25,2 Libertador Gral. San Martin Puerto Leoni R Negativo Positivo NA 

50012762 H 51,3 25 de Mayo 25 de Mayo R Negativo Positivo NA 

50012766 H 57,4 25 de Mayo 25 de Mayo R Positivo Negativo NA 

50012826 M 46,8 Iguazú Puerto Esperanza R Negativo Positivo NA 

50012872 H 53,0 Leandro N Alem Leandro N Alem R Negativo Positivo NA 

50012969 M 42,4 San Pedro San Pedro R Negativo Positivo D-3 

50012971 H 45,7 San Pedro San Pedro R Negativo Positivo D-3 

50012982 H 31,6 San Pedro San Pedro NR Negativo Positivo NA 

50013200 H 54,8 Eldorado Eldorado R Negativo Positivo NA 

50013272 M 43,4 Eldorado Eldorado R Negativo Positivo NA 

50013385 H 61,4 Iguazú Puerto Esperanza R Negativo Positivo NA 

60006993 H 48,9 Cainguas Aristóbulo del Valle R Negativo Positivo NA 

60007341 H 61,3 Guaraní El Soberbio NR Positivo Negativo NA 

60007612 H 31,3 25 De Mayo 25 De Mayo R Negativo Positivo D-3 

60007848 H 43,1 Oberá Oberá R Negativo Positivo NA 

60007889 H 33,6 Guaraní San Vicente NR Negativo Positivo NA 

*Anti-HBs= anticuerpos anti HBsAg *PCR S= Reacción en Cadena de la Polimerasa de la región 
parcial del gen S/P *PCR pC/C= Reacción en Cadena de la Polimerasa de la región del 
preCore/Core. *NA= No Amplificado. *R=Reactivo. *NR=No Reactivo. 
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Tabla 7. Prevalencia de la infección oculta por HBV (OBI) distribuida en base a la presencia de 
anticuerpos anti-HBs.  
 

Anticuerpos anti-HBs 
REACTIVO 

Anticuerpos anti-HBs 
NO REACTIVO 

TOTAL  
de muestras analizadas 

Infección oculta 
por HBV 

n % IC95%* n % IC95% n % IC95% 
PRESENCIA 31 15,9 11,2-22,0 5 14,3 5,5-31,2 36 15,6 11,3-21,2 

AUSENCIA 164 84,1 78,1-88,9 30 85,7 69,9-95,6 194 84,4 78,9-88,7 

TOTAL 195 100 NA** 35 100 NA 230 100 NA 

*IC95%= Intervalo de Confianza del 95% 
**NA= no aplica 

 

 

4- Identificación de los genotipos de HBV en los casos de OBI detectados. 

 

De los 36 casos de OBI se obtuvo material suficiente de 7 (siete) aislamientos para 

la secuenciación, pudiéndose realizar el análisis filogenético de las secuencias 

nucleotídicas únicamente de la región del pC/C de HBV que fue la que amplificó. Del 

árbol filogenético obtenido que se muestran en la figura 13, se concluye que todas las 

cepas aisladas correspondieron al genotipo D subgenotipo 3. Las mismas agruparon con 

aislamientos de DS, HBsAg y anti-HBc reactivo, de Misiones previamente reportadas por 

nuestro grupo y otras secuencias, reportadas en el GenBank, de otros países del continente 

europeo, asiático, una del Caribe, una de Sudáfrica y una de la región sur de Brasil. 
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Figura 13. Análisis filogenético de los 7 aislamientos de infección oculta por HBV (OBI) 
provenientes de una muestra de DS de primera vez anti-HBc reactivos de la provincia de Misiones 
a principio del año 2013. Las secuencias de la región pC/C (entre los nucleótidos 1847-2418) 
fueron comparadas con otras obtenidas del GenBank de todos los genotipos y subgenotipos del 
HBV cuyos números de acceso se observan en el árbol. Las mismas se asociaron con secuencias 
provenientes de Argentina dentro del subgenotipo D3. El mismo fue construido por medio del 
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método de NJ. Referencias de Muestras: 19=10022723, 27=10023373, 39=20011267, 
40=50012528, 70=50012969, 126=50012971, 137=60007612.
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5- Variabilidad génica de las cepas de HBV aisladas productoras de OBI. 

 

Debido a que los 7 aislamientos correspondieron únicamente a material obtenido de 

las secuencias nucleotídicas de la región del pC/C de HBV, no se pudo realizar el análisis 

de las variantes en los aminoácidos de las proteínas X, S y P.  

 
5.1. Presencia de variaciones génicas en el BCP y la región de preCore 

 

En las 7 (siete) muestras que se pudieron aislar y que habían resultado positivas 

para la PCR pC/C, se detectaron mutaciones en las posiciones 1762 y 1764 de la región 

regulatoria del BCP y en las posiciones 1846 y 1899 de la región preCore. (Tabla 8) 

 

Tabla 8. Mutaciones detectadas en el Promotor Basal del Core (BCP) y en la región preCore de 
secuencias HBV de los 7 aislamientos obtenidos de casos OBI en DS del BSTB de la provincia de 
Misiones. 
 

Muestras BCP 
(1742-1814) 

PreCore 
(1814-1901)  

Genotipo

TODOS LOS 
AISLAMIENTOS 

A1762T, G1764A A1846T, G1899A D3 

 

5.2 Presencia de variantes en los aminoácidos de la proteína Core 
 

Se analizaron las secuencias de aminoácidos deducidas de la proteína de Core, en 

particular en los epítopes para Linfocitos T ubicados entre las posiciones aa 18-27, 50-85 y 

120-160 de las muestras que resultaron positivas para la PCR-C (Tabla 9). Se halló una 

única mutación en la región del epítope 50-85. Se identificaron otras mutaciones por fuera 

de estas 3 regiones mencionadas.  

 

Tabla 9. Mutaciones identificadas en los epítopes para Linfocitos T de la proteína del Core en los 7 
aislamientos obtenidos de casos OBI en DS del BSTB de la provincia de Misiones. 
 

Muestras Región 
18-27 

Región 
50-85 

Región 
120-160 

Resto de 
las regiones 

TODOS LOS 
AISLAMIENTOS 

----- V74A  ----- D40E, S49T, S87T, I105T 
I116L 
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V- Discusión 
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En este estudio, hemos caracterizado la infección por el HBV, incluyendo 

particularmente el análisis de casos de infección oculta (OBI), en la población de donantes 

de sangre que concurrió al BSTB de la provincia de Misiones entre los años 2007 y 2013. 

Las prevalencias de infección por HBV en función del HBsAg presentan un amplio 

rango en distintas partes del mundo, con áreas de baja prevalencia (0,1-2%) al oeste de 

Europa, en los Estados Unidos, Canadá, Australia y Nueva Zelanda, prevalencias 

intermedias (2-8%) en los países del Mediterráneo, Japón, Asia central y partes de 

Sudamérica, y elevada prevalencia (>8%) en el sudeste de Asia, China y África sub-

Sahariana [72]. 

La prevalencia de infección por HBV mediante al marcador inmunoserológico 

Anti-HBc está relacionada con la estimada en función del HBsAg y ambos son típicamente 

proporcionales entre sí. Reportándose prevalencias de anti-HBc en DS en los Estados 

Unidos de 0,23%; Reino Unido 0,56%; Dinamarca 0,70%; Japón 1,1%; Alemania 1,88%; 

Italia 4,85%; India 10,82%; Corea del Sur 13,5%; Egipto 14,2%; Grecia 14,9% y Pakistán 

17,28% [82,87,94,96,134-140]. 

La infección por el HBV en Sudamérica también tiene una distribución 

heterogénea, cuando se estima la prevalencia en base al HBsAg. Existen regiones donde se 

observa una endemicidad alta, mayor al 8%, como sucede en Perú, sur de Colombia, norte 

de Bolivia y norte de Brasil. El resto de los países presentan una baja endemicidad (menor 

al 2%), a excepción de Ecuador, Venezuela y el sur de Brasil donde se han registrado 

valores intermedios (2-8%) [141]. Algunos países que presentan una baja endemicidad 

pueden tener una mayor prevalencia cuando se estima en función de los anticuerpos anti-

HBc. Si consideramos que este marcador se encuentra en las infecciones pasadas o en 

curso, si se trata de una infección oculta por HBV (OBI), esta situación sugiere que la 

exposición a HBV sería mayor que la estimada en base a HBsAg [74,141]. 

Por otro lado, hay que considerar que las cifras de prevalencia para la infección por 

el HBV también varían según la población estudiada. Algunos grupos de Amerindios de la 

Cuenca Amazónica registran altas prevalencias para el HBsAg [142,143]. Esto también se 

observa en trabajadores sexuales y usuarios de drogas inyectables de diferentes países de 

Latinoamérica, debido a que estas conductas de riesgo favorecen la transmisión del virus 

[71,79,143]. 
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En Argentina, las prevalencias de HBV varían dependiendo de la población y la 

región analizada. Es así que se fueron reportando en diferentes años elevadas prevalencias 

en algunos grupos de riesgo, entre ellos pacientes infectados con HIV-1 y usuarios de 

drogas inyectables [73-80, 144]. En la provincia de Misiones, en la comunidad aborigen 

Mbyá-Guaraní, localizada en la ciudad de Iguazú, se han documentado cifras de HBsAg y 

anti-HBc (1,7% y 14,1%, respectivamente) superiores a la media nacional [81] y similares 

a las observadas en aborígenes Kaingang del sur de Brasil (anti-HBc 15,42%), con quienes 

se ha documentado una estrecha interacción antes de la llegada de las misiones jesuíticas a 

esta provincia [144]. 

Por otro lado, la mayoría de los estudios en DS demuestran una baja endemicidad 

para la infección por el HBV aunque presentan variaciones. Tal es así, que la prevalencia 

de HBV en la región del noroeste para los marcadores HBsAg y anti-HBc para el año 2011 

fueron de 0,45 % y 5,22%, respectivamente; superiores a los valores promedios reportados 

en el estudio de Flichman y col. para la Argentina en el mismo año. En este mismo estudio, 

para la región del noreste, la prevalencia de HBV, en base a los marcadores HBsAg y anti-

HBc, fue de 0,29% y 3,16% respectivamente, con valores más elevados en la provincia de 

Misiones (0,65% HBsAg y 7,03% anti-HBc) similares a los reportados en el año 2009 en 

esta misma provincia por nuestro grupo (0,73% HBsAg y 8,55% anti-HBc) [73-75].  

En esta tesis, la población se caracterizó por una mayor proporción de donantes de 

sexo masculino, la edad promedio se encontraba alrededor de los 34 años y el porcentaje 

de repetición de las donaciones fue cercano al 20%.  

Además, se observó una prevalencia para la infección por HBV, en base al 

marcador HBsAg, superior a la media nacional en DS del año 2011 [75], que fue de todos 

modos baja de acuerdo a los criterios de la OMS. Sin embargo, se detectaron valores de 

prevalencias que fueron superiores al 2% en tres departamentos lo que implica una 

endemicidad intermedia y que la infección por el HBV no se encuentra distribuida de 

manera uniforme en toda la provincia (Figura 11). 

Si bien debemos mencionar que no se incluyeron los donantes del sector privado, 

podemos resaltar que actualmente estos representan menos del 30% de las donaciones que 

se realizan en la provincia. Por otro lado, podría existir sobre-estimaciones en las 

prevalencias de los marcadores HBsAg y anti-HBc, como en la mayoría de los estudios 

realizados en bancos de sangre donde las pruebas de detección presentan una alta 

sensibilidad, con un variable porcentaje de falsos positivos (no estimado en el presente 

estudio).  
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Nuestros datos indican que la prevalencia de HBV en los DS de primera vez ha 

disminuido entre el 2007 y el 2013 (Tabla 3). Esto podría deberse a diferentes factores, 

entre ellos, la implementación de estrategias para la mejora en la selección de este tipo de 

donantes y el incremento del porcentaje de DS del sexo femenino (28,7% en 2007: vs 

36,0% en 2013) (Tabla 2). Teniendo en cuenta que la prevalencia de HBV en las mujeres 

fue significativamente menor que la hallada en los hombres (Tabla 4). 

También, se observó que en el total de DS de primera vez la prevalencia de 

infección por HBV fue más elevada en individuos de mayor edad (Tabla 4), similar a lo 

reportado recientemente en DS de Argentina y Corea, donde el incremento de la edad 

estuvo asociado a la presencia de infección por HBV. Esta asociación se podría explicar si 

consideramos que la transmisión horizontal (sexual) es una de las principales vías de 

contagio para este virus [75,94]. 

Es importante destacar que el BSCM, como parte de la atención integral de los 

donantes, realiza las citaciones de aquellos donantes en que se detecta algún marcador de 

ITT para informar respecto de la misma y derivar a la atención médica correspondiente 

dentro del sistema de salud.  

Como ya se ha mencionado, la endemicidad de la infección por HBV en Misiones 

no es uniforme, mayores prevalencias para el HBsAg se destacan en la región Noreste, en 

los departamentos de San Pedro, Guaraní y Gral. Manuel Belgrano (Figura 12). Esta 

región se caracteriza por presentar pasos fronterizos no limitados por ríos con la región Sur 

del Brasil, donde también se han reportado prevalencias categorizadas como intermedias 

[146,147], que podrían tener una asociación con migraciones europeas de la zona del 

mediterráneo que se radicaron en esa zona del Brasil. [147,148]. 

Cabe aclarar, que las prevalencias de HBV en DS no son extrapolables a la 

población general, debido principalmente a las características particulares de la población 

de DS estudiada – en su mayoría hombres jóvenes – y a la selección previa que se le 

realiza a los individuos que reportan factores de riesgo para las ITT. 

Actualmente, el HBV sigue siendo un riesgo importante de infección viral 

transmitida por transfusión y la presencia de OBI constituye una de las principales 

causales, a pesar del proceso de mejora continua en las técnicas de tamizaje para los 

bancos de sangre [61,149]. 

La prevalencia de OBI en DS es variable dependiendo de la endemicidad del HBV 

en la población que se estudia, tipo de donantes (es decir, donantes de primera o repetidos, 
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donantes voluntarios o de reposición), los ensayos de rutina empleados en inmunoserología 

y la sensibilidad de los ensayos utilizados para la detección por NAT. 

Los estudios de prevalencia de OBI en América del Norte informan valores entre 

0,1% y 1,0% en DS anti-HBc reactivos (con o sin anti-HBs) y de 2,0% a 3,25% en DS que 

solo presentaban anti-HBc (sin anti-HBs) [84, 86,150-152]. 

En el continente europeo, se observan cifras de prevalencia para OBI que varían de 

0% a 4,86% en DS que eran anti-HBc reactivos (con o sin anti-HBs) con frecuencias más 

altas entre los anti-HBs negativos que entre los anti-HBs positivos. Sin embargo, algunos 

estudios no consiguieron detectar el ADN del HBV, en los DS que presentaban como 

marcador al anti- HBc sin anti-HBs [87,89,99,100,134,153-156]. 

En Oriente Medio y Asia, las prevalencias de OBI fueron de 0,016% a 38% en los 

DS que presentaban anti-HBc-positivos (con o sin anti-HBs) y entre 8,1 % a 27,1% en los 

que presentaban anti-HBc reactivo sin anti-HBs [67,82,90,91,94,97,135,157] 

Moresco y col. en 2014, en la región del Amazonas (Brasil), que presentaba una 

prevalencia de anti-HBc en DS del 22,2%, hallaron 8 casos de OBI (2,7%) sobre un total 

de 291 muestras de DS anti-HBc reactivos (con y sin anti-HBs) [101]. 

En Argentina son escasos los datos publicados sobre OBI en DS. Un estudio 

realizado entre 2009-2014 y presentado recientemente en el Congreso Argentino de 

Medicina Transfusional del año 2015, demostró la presencia de 6 casos de OBI en DS de la 

región Central de nuestro país, donde se utilizó para la detección de ADN una técnica 

comercial (COBAS TaqScreen MPX test y MPX v2.0 test de Roche). De estos 6 casos, tres 

fueron OBI negativos (anti-HBc no reactivo), se encontraban en período de ventana y los 

restantes fueron OBI positivos, con cargas virales muy bajas. [158] 

En la presente tesis, hemos hallado los primeros casos de OBI en DS de la 

provincia de Misiones. Se encontró una prevalencia de 15,6%, esto es 36 casos de 230 DS 

que concurrieron al BSTB a principios del año 2013, distribuidos en 14 de los 17 

departamentos de nuestra provincia (Tabla 6). Estos valores de prevalencia de OBI son 

elevados y se encuentran dentro del rango de lo reportado para el Oriente medio y Asia. 

Debemos considerar que no se utilizó una técnica comercial para la detección de ADN, la 

cual probablemente sea más sensible que las amplificaciones realizadas in house y puestas 

a punto por nuestro grupo de trabajo. 

En un estudio previo, en una población de aborígenes (Mbya-guaraní) de la 

provincia de Misiones, se detectó la presencia de OBI [81,159]. Sin embargo, no se 

hallaron casos en otros estudios realizados en muestras de DS de Porto Alegre, ciudad 
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localizada al sur de Brasil limítrofe con la provincia de Misiones [88,95]. Es importante 

destacar, que a diferencia del grupo de Brasil, los cuales utilizaron una sola técnica de PCR 

para la región S, nosotros hemos realizado dos técnicas de PCR para dos regiones 

diferentes y ninguna de las muestras resultó conjuntamente positiva para ambas regiones. 

Por lo tanto, consideramos indispensable, para una mayor eficiencia en la detección de 

OBI, la utilización conjunta de ambas técnicas de PCR para mejorar la performance de la 

detección y evitar resultados falsos negativos. 

Cabe aclarar que, la prevalencia de OBI podría estar subestimada, debido a la 

sensibilidad de la técnica utilizada, a la intermitencia viral en plasma de los casos OBI y 

por estar demostrado que la mayor sensibilidad de detección de ADN de HBV se obtiene a 

partir de la utilización muestras de tejido hepático [45], lo cual no es factible realizarlo en 

los DS. También existiría la posibilidad de que algunas muestras positivas para ADN de 

HBV, podrían haber sido no reactivas para HBsAg debido a mutaciones. Es por esto que 

para la detección del marcador HBsAg se ha utilizado marcas comerciales que en su 

inserto aclaran que detectan determinadas cepas mutantes de HBsAg.  

Si bien se repitieron los ensayos, en el presente estudio no se pudo amplificar la 

región S para su posterior secuenciación y análisis. Esta limitación implicó que no se 

hayan podido observar posibles variantes en los dominios funcionales de los genes S, 

Polimerasa y X. 

Debemos destacar que algunos de los casos de OBI hallados en Misiones, no 

presentaban reactividad para los anticuerpos anti-HBs (Tabla 7), al igual que lo reportado 

en otros estudios y marca la importancia de continuar con la utilización del anti-HBc como 

marcador de infección en el tamizaje de las muestras de DS [82,84,91,96,102,134,155]. 

También, cuestiona la seguridad de los hemocomponentes anti-HBc reactivo/anti-HBs 

reactivo considerando que se ha demostrado su potencial infectividad [67,68,160]. Es así, 

que los casos de DS en que el HBsAg es no detectable (OBI) pero presentan anticuerpos 

anti-HBc pueden llegar a transmitir la infección [65,66,69]. 

El genotipo D del HBV se encuentra ampliamente distribuido, la presencia del 

subgenotipo D3 en los DS de Misiones guarda relación con los hallazgos realizados en la 

región sur de Brasil (Figura 13), los cuales atribuyen la presencia del mismo a las oleadas 

migratorias provenientes de países europeos como Italia y Francia, entre otros, que se 

asentaron en la región; como se podría inferir en este estudio [148]. 

El mismo subgenotipo fue reportado en DS de Misiones que presentaban 

marcadores inmunoserológicos reactivos para el HBsAg y el anti-HBc (Figura 13), lo cual 
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aporta mayor evidencia en el sentido de que no se puede asociar únicamente al tipo de 

genotipo/subgenotipo con el establecimiento de OBI [6,74], como lo ha reportado un 

estudio en la India [117]. De todos modos, el genotipo D se encuentra descripto en 

Argentina y Brasil asociado principalmente a infecciones crónicas, por lo cual nuestros 

datos marcan la necesidad de seguir y controlar la evolución de estos pacientes, a fin de 

evitar o posponer la enfermedad.[161-163]. 

Al realizar el análisis genómico varias mutaciones fueron identificadas en estos 

aislamientos de casos OBI.  

Las mutaciones en las regiones BCP y preCore han sido directamente asociadas con 

la severidad de la enfermedad hepática y el desarrollo del HCC. Si bien varios reportes han 

asociado a las mutaciones G1613A, C1653T, T1753V, A1762T, G1764A, A1846T, 

G1896A y G1899A con el desarrollo del HCC; las mutaciones en las posiciones 1753, 

1762 y 1764 son las que se han observado con mayor frecuencia en pacientes infectados 

con HBV que presentan esta patología [7]. 

En Argentina, cepas mutantes del BCP y preCore/Core han sido detectadas en DS, 

en pacientes crónicamente infectados con HBV y en pacientes coinfectados con HIV-1 

[79,107,164]. 

Cualquier mutación puede inducir algún tipo de cambio que afecta en la sangre la 

carga viral y los niveles de HBeAg y en los hepatocitos al HBcAg y la proteína X. Estos 

cambios, posteriormente, pueden modular la respuesta inmune a los antígenos virales y 

aumentar los efectos cancerígenos de las proteínas alteradas X [165]. En todos los 

aislamientos de este trabajo, se detectó la doble mutación A1762T/G1764A en la región 

del BCP (Tabla 8), junto a otras dos mutaciones en la región preCore, la G1899A y la 

A1846T. Estas mutaciones también fueron identificadas en estudios previos realizados en 

diferentes comunidades aborígenes y DS no OBI.[74,81,107]. 

La presencia de la doble mutación A1762T/G1764A, es un hallazgo de 

importancia, debido a que la misma está asociada con los niveles de HBeAg y ADN del 

HBV en suero y se la relaciona con alteraciones en la proteína X que podría causar 

cambios de aminoácidos 130 y 131 y otras alteraciones, que están asociados con un mayor 

riesgo de HCC. Sin embargo, estas cepas mutantes también se hallaron en DS 

asintomáticos, al igual que en este estudio [7,165-171]. 

La mutación A1846T se encuentra asociada a la descompensación de la hepatitis 

crónica en estudios realizados por Yan y col. [172]. Por otro lado, la mutación G1899A, se 

ha reportado asociada frecuentemente a la mutación G1896A (esta última no fue detectada 
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en este estudio), y cuando se encuentra combinada con la doble mutación 

(A1762T/G1764A), fue asociada al desarrollo de HCC en Tailandia y Túnez, aunque este 

vínculo entre las mutaciones fue menos claro en Corea del Sur [7,172-176] 

Además, se hallaron mutaciones en las secuencias de aminoácidos deducidas de la 

proteína de Core en particular en los epítopes para Linfocitos T analizados (Tabla 9), que 

podrían tener una acción de escape a la respuesta inmune por los LT CD8+. La presencia 

de estas mutaciones completan el complejo escenario hallado en los DS de la provincia de 

Misiones, debido que los pacientes infectados crónicamente con HBV presentan una 

respuesta de LT CD4+ y CD8+ específicos para epítopes virales significativamente 

disminuida y esto se observa más acentuado en la población de LT CD8+ específicos 

contra epítopes del HBcAg, donde no sólo dicha estirpe celular se torna indetectable, sino 

que inclusive se ve disminuida su habilidad para producir IFN-γ [177]. 

Debido a que no se pudieron amplificar secuencias en la región parcial del gen S/P, 

quedan abiertos nuevos interrogantes respecto de los casos OBI de la población estudiada, 

como ser: a) ¿Cuáles mutaciones en el HBsAg impiden el reconocimiento de éste por los 

equipos de EIA comerciales? b) La mutación G145R que produce el escape a la acción de 

la vacuna ¿Estaría presente? c) Las mutaciones en pre-S1/S2, las cuales producen una 

disminución considerable en la síntesis y liberación de las proteínas de envoltura ¿Serían 

un factor implicado en la producción de OBI en las cepas aisladas? y otros interrogantes 

[103,178-181]. 
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Esta tesis de maestría, realizada en una población de donantes de sangre que concurrió al 

BSTB de la provincia de Misiones entre los años 2007 y 2013, permitió observar que: 

 

 La población estudiada presentó predominio del sexo masculino, edad promedio 

34,7 años y 19,5 % de repetición de las donaciones. 

 La prevalencia de infección por HBV fue superior a la media nacional para 

donantes de sangre, con cifras correspondientes a baja endemicidad en la mayor 

parte de la provincia. 

 Se determinó que en la zona Noreste que limita con Brasil, tres departamentos (San 

Pedro, Guaraní y Gral. Manuel Belgrano) presentaban endemicidad intermedia 

(HBsAg de 2 a 8%) según la clasificación de la Organización Mundial de la Salud. 

 El sexo masculino y el incremento de la edad presentaron asociación significativa 

con la infección por HBV. 

 La prevalencia de casos de OBI fue el 15,6 % en muestras con anti-HBc reactivo, 

sin diferencia estadística para la presencia anti-HBs, demostrando que la infección 

oculta puede desarrollarse independientemente de la presencia de estos anticuerpos. 

 Se detectó la circulación del genotipo HBV D3 en todos los casos OBI analizados 

que pudieron detectarse mediante amplificación de la región precore/Core. 

 Se identificaron las mutaciones A1762T y G1764A en región promotor basal de 

Core y A1846T y G1899A en la región preCore, así como tambien mutaciones en 

diferentes regiones de los epítopes para linfocitos T de la proteína del Core (V74A, 

D40E, S49T, S87T y I105T, I116L). 

 

Los resultados del estudio brindan información con base científica respecto a las 

características epidemiológicas de la infección por HBV en DS de la provincia de 

Misiones, los cuales destacan la necesidad de establecer al HBV como una prioridad en 

salud, con una estrategia principal basada en la vacunación de toda la población y 

especialmente en las comunidades cerradas o de mayor prevalencia. A su vez, estos 

resultados plantean la importancia de afianzar el modelo de donación de sangre voluntaria 

y repetida en adultos jóvenes. Además, la presencia de OBI asociada al genotipo HBV D3 

y sus mutaciones, implican un gran desafío para el diagnóstico, seguimiento y control. Esto 

seguramente necesitará de capacitación, investigación, inversión y articulación de todo el 
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sistema de salud pública.
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1- Anexo I: Consentimiento Informado 

 

Consentimiento Libre e Informado del Donante 

(Leer Atentamente previo a su firma) 

Hoy he concurrido a donar sangre u otro hemocomponente por mi libre y propia 

voluntad. Estoy en conocimiento que la donación de sangre es un acto solidario y altruista, 

por lo tanto, no he recibido ningún tipo de remuneración o incentivo (la compra o venta de 

sangre constituye un delito federal). Al hacerlo entiendo que mi sangre será sometida a 

análisis de laboratorio para detectar la exposición a infecciones que pueden ser 

transmitidas por sangre: Sífilis, Enfermedad de Chagas, Brucelosis, Hepatitis B y C, HIV / 

SIDA y HTLV 1 y 2 y eventualmente ser utilizada en estudios posteriores por los cuales 

tampoco he recibido remuneración alguna, como por ejemplo, determinar si existe 

asociación entre determinados genes (HLA) y la posibilidad de adquirir alguna de las 

infecciones o la detección de otros agentes infecciosos. Sé que todo el material utilizado es 

descartables y la información que sobre mi se obtenga como producto de la donación podrá 

ser empleada en ámbitos científicos para favorecer el adelanto de las Ciencias Biomédicas, 

bajo la condición de que se preservará el carácter de confidencialidad de mi persona y de 

cualquier dato vinculante a la identidad de la misma. Tengo conocimiento que los 

investigadores y profesionales están en un todo de acuerdo y adoptan los principios éticos, 

legales y jurídicos para las investigaciones médicas en seres humanos descriptas en las 

normas bioéticas nacionales (Disp. ANMAT 5330/10) e internacionales (Código de 

Nüremberg, Declaración de Helsinski de la Asociación Médica Mundial y sus 

modificaciones Humanos de la UNESCO 11/11/97) y de la Ley Nacional de Sangre 22.990 

y las normas técnicas y administrativas vigentes. 

Voluntariamente autorizo que en caso de detección de cualquier hecho que esta institución 

considere relevante en relación a mi sangre se me notifique, al domicilio que he declarado. 

También entiendo que al existir el riesgo de transmitir enfermedades por mi sangre se 

registrará esta situación, y no debo donar en ningún establecimiento hasta tanto no exista 

una nueva autorización profesional especializada y que puedo ser transmisor de 

enfermedades aunque los análisis sean negativos.  

He sido informado y he comprendido que durante o después de la donación, 

eventualmente, puedo sufrir una reacción inesperada y fortuita, como por ejemplo, un 

hematoma alrededor del sitio de entrada de la aguja, la punción de una arteria, desmayos o 
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pérdida temporaria del conocimiento. Hoy también he leído la información pre y post- 

donación que se me ha brindado; he entendido todas las preguntas que se me han 

formulado en la entrevista médica personalizada sobre mi salud, mis hábitos sexuales y mis 

posibles adicciones a drogas; he tenido la oportunidad de consultar todo lo que he 

necesitado saber y me han respondido satisfactoriamente con términos comprensibles para 

mí. Dejo constancia que respondí a todas las preguntas con la verdad y con lo mejor de mi 

conocimiento. Es por ello que considero que estoy en condiciones de donar sangre u otro 

hemocomponente. 

 

Fecha:_____/_____/_________  

Firma del Donante _________________________________  

DNI/Cedula Nº:____________________________________ 

Aclaración:________________________________________________________ 

Firma del Padre o Tutor:_____________________________ 

Aclaración:________________________________________________________ 

DNI/Cedula Nº:____________________________________ 
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2- Anexo II: Anverso de la Ficha de Hemodonación utilizada para la entrevista clínica al 
donante de sangre en el BSTB de la provincia de Misiones 
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3- Anexo III: Reverso de la Ficha de Hemodonación utilizada para la entrevista 
clínica al donante de sangre en el BSTB de la provincia de Misiones  
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