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Estructura del Virus de la Hepatitis (VHB)
Particula Dane de 41 nm
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ESQUEMA DEL GENOMA DEL VHB
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ENOTIPOS VHB
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Clasificacion VHB*

Genotipo Subtipo Distribucién geografica

A adw2, aywl Noroeste de Europa, Norteamérica y
Africa Central

B adw2, aywl Sudeste de Asia, Chinay Japén

C ayr, adrqg+, adrg- adw?2 Sudeste de Asia, Chinay Japén

D ayw2, ayw3 Sur Europa, Oriente Medio e India

E ayw4 Africa

‘ F adw4q- Nativos americanos, Polinesia,

Ameérica Central y Sur

G adw?2 Franciay Estados Unidos

H adw4qg-

*segun diferencias seroldgicas

a: region antigénica muy conservada presente en los 3 tipos de HBsAg
d/y : presencia de Lis o Arg (122) de HBsAg

w/r : presencia de Lis o Arg (160) de HBsAg

w1-4: identidad del AA en 127(Pro w1/2)(Tre w3) y (Leu w4)

g- : AA (Ala) y (GIn) en posicion 177 y 178




Estructura antigéenica del AgHBSs

La envoltura del HBV contiene 3 proteinas (complejo AgHBS)

SHAgHBs con 226 aa || MHAgHBs con 281 aa | | LHAgHBs con 345 aa

Codificadas por el gene S del genoma viral

Regiones S S/pré-S1 | S-pré-S1/pré-S2

Region hidrofilica globular: aas 99 a 169 del SHAgHBS

]

DETERMINANTE ANTIGENICO “a”
aas 121 — 149 delaregion S




Determinante Antigénico “a”

Es comun a todos los sub-tipos del HBV

Tienen afinidad con el determinante “a”
— Acs contra el AgHBs en la infeccion por el HBV
— Acs despues de la vacunacion

— Acs de los kits diagnosticos para la deteccion
de AgHBs



HBV — AgHBs — Subtipos y Genotipos

e AgHBs posee diversas proteinas

— Determinantes antigenicos (a, d, y, w, )

e Combinaciones: subtipos
» Mas comunes: adw, adr, ayw.

e El determinante antigénico “a” es comun a todos los
subtipos

e Basados en la divergencia genética del 8%, o
mas, de la secuencia completa de nucleotidos

— Genotipos: A,B,C,D,E, F, G, H
e Mutantes



Prevalence of Hepatitis B carriers

HBsAg Prevalence
B =5 -High
|| 2%-7%- Intermediate
. =2% - low

@ High incidence of

liver cancer (PHC)

Figure 66-9. Worldwide prevalence of hepatitis B carriers and primary hepatocellular
carcinoma. (Courtesy Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta.)

From Murray et. al., Medical Microbiology 5% edition, 2005,
Chapter 66, published by Mosby Philadelphia,,



Distribucion Geografica del VHB




VHB en el Peru

' Alta Endemicidad HBsAg > 8%
A Mediana Endemicidad HBsAg 2-7%

Baja Endemicidad HBsAg < 1%
O Hepatitis Delta

Zona deriesgo <1 ano 1-4ano Total

Zona hiperendemica 43,382 147,346 190,729

Zona de mediana endemicicidad 77,048 284,296 361,343
652,072

Cabezas, C. Rev Med Esp



‘ Estudio del Genoma VHB ‘

Extraccion



HVB. Subtipos y Genotipos

« Las diferencias en genotipos (>8% de
secuencias genomicas) podrian  explicar
aspectos patogenicos los cuales se han
relacionado con peculiaridades geograficas:

— Asociacion con nivel de carga viral

— Tasa de seroconversion del HBeAg

— Patrones de mutacion en regiones precore y core
— Capacidad de transmision vertical

— Potencialidad oncogenica

— Suceptibilidad a inmunidad inducida por vacunas

— Coevolucion con el virus de hepatitis delta genotipo Il
(infecciones severas)



HBV: Replicacion y Mutaciones

Replica su genoma (DNA) via transcripcion
reversa del RNA pre-genomico

* |Insercion incorrecta de nucleotidos en el cDNA
» Genera “quasiespecies’

« Alta replicacion viral: 101213 por dia

« Alta tasa de mutaciones



Variabilidad del VHB

Figura 1: Formacion de la mutacion en el HBsAg

Causas:

» Aparicion espontanea

Presion selectiva por:

» Resistencia a la terapia (Lamivudine)
» Vacunacion/inmunoterapia HBIg

HBsAg
comunicado

determinante «a» Mutacion mas diagnosticada



Mutaciones mas frecuentes

Mutacion Consecuencias
Gen core/precore Falla sintesis HBeAg
BCP (A1762T/ G1764A) t11 (hepatocarcinoma, h fulminante)
Gen pol Resistencia al
Lamivudine
Gen S/pre S Escape a Acs de

superficie




Mutaciones VHB

G1896A HBeAg prob sintesis B’©y D
precore/core codon stop (UAG)
codones
1856, 1898 y ldem Idem
1899
Liang et al
(1990) Ningun Ag viral
proteina S, en No proteccion por
posicion 145 Ac AntiHBs
(vacunacion)
YMDD Resistencia a
lamivudina
N236T Resistencia
Adefovir

Chu CJ et al. Gastroenterology 2003; 125:444-451.-Lai C. Clin Infect Dis 2003; 36:687-696.-Xiong S et al. J
Hepatol 2003; 38(2): 182.-



Variantes del HBV

Los subtipos y genotipos del HBV se
originan de forma natural durante el curso
de la infeccion por el HBV

— Consolidadas en la naturaleza

— Presentan distribucion étnica y geografica
caracteristicas




Mutantes del HBV

Generados espontaneamente durante
el curso de la infeccion natural por el
HBV

Generados en un ambiente de presion
selectiva

» Uso de inmuno profilaxis activa
» Uso de inmuno profilaxis pasiva
» Terapia con anti-virales



Principales Mutantes del HBV

Mutantes pre-Core o Core promoter
 Encontrados en cepas mas virulentas

Mutantes en el gene P (polimerasa)
* Resistencia a anti-virales

Mutantes en el gene X
» Asociados al desarrollo de hepatocarcinoma

Mutantes en el gene S
* Modifican los epitopos inmunodominantes

(13 7

del determinante antigenico “a



Mutaciones importantes en 8/11 aislados provenientes
de donantes con infeccion residual por VHB

N° Donante| AgsHB | Pre-capside Capside
288 Delecién 24"’
C. terminacion®®™
155 Y100C | precore™'®"®
sinonim.y no sinon.
282 Y100C
290 Y100C
7 Y100C | precore™'®™
sinonim.y no sinon.
7-2 Delecién 2%
262 cambia ML*®
14 sinonim.y no sinon.

75% aislados con mutaciones sindnimas

55% cepas con mutaciones No Sindbnimas.

Gutiérrez y cols., 2004




Medicina Transfusional

grdel-Tami zaje
‘e Sangre _
' p|r la transmision
por latransfusion de componentes
sanguineos

—Tests recomendados
. AgHBs
« Anti-HBc (total)




Marcadores Seroldgicos

HBsAg: Antigeno de Superficie
Anti-HBc (total): Anticuerpo anti-core total

Anti-HBc (IgM): Anticuerpo anti-core a
clase IgM

Anti-HBs: Anticuerpo anti-HBs
HBeAg: Antigeno e
Anti-HBeAg: Anticuerpo anti-e




Marcadores moleculares

HBV-DNA cualitativo.

HBV-DNA cuantitativo — Carga Viral.
Mutantes pre-Core.

Mutantes de Resistencia a antivirales.
Genotipos de HBV.

Otras mutantes de HBV.

TAN en banco de sangre.



Tamizaje Serologico de

Donantes de Sangre para el HBV

* En la seleccion de los tests para AgHBSs,
dar preferencia:
— A los que presenten mejor sensibilidad
* Deteccion <0,1 ng de AgHBs /mL

— A los que consigan detectar el mayor numero
de mutantes



Importancia del Anti-HBc en el tamizaje
serologico de donantes de sangre

e Eliminar el riesgo residual de
transmision del HBV por transfusion
Tests AgHBs con baja sensibilidad
Niveles de AgHBs indetectables

Mutantes en el determinante “a” del HBV
Hepatitis B oculta



Importancia del Anti-HBc en el tamizaje
serologico de donantes de sangre

* En regiones de baja prevaléencia
Descarte del 2 al 5%
* En regiones de mediana y alta prevaléencia
para el AgHBs
El descarte puede llegar a mas del 20%

Em regiones con baja prevaléncia para el AgHBs, pero
donde ocurra intensa transmision horizontal en nifos,
el descarte por anti-HBc en donantes puede llegar al 10%



Alternativas en Regiones con Alta
Prevaléncia de Anti-HBc (+)

Aprovechar donantes anti-HBc (+)

Donantes anti-HBc (+) con anti-HBs =100 muUl/ml,
podrian aceptarse

Donantes anti-HBc (+) con anti-HBs < 100 mUl/ml,
solo se acepatarian si fuesen HBV-DNA Negativos

Controversia, porque la presencia de anti-HBs no
siempre es indicativa de ausencia de HBV - DNA




Alternativas en Regiones con Alta
Prevaléncia de Anti-HBc (+)

Un estudio en India con 2.000 donantes mostro la
presencia de Anti-HBc (+) en 131 (6,55%) siendo que
16 de los 131 (12,2%) eran HBV — DNA (+)

Si el anti-HBc es (+) la bolsa de sangre debera ser
descartada

Posteriormente el test para HBV-DNA puede ser
adecuado para seguimiento de la infeccion por HBV



Alternativas en Regiones con Alta
Prevaléncia de Anti-HBc (+)

Conseguir un pool de donantes negativos para AgHBs
y Anti-HBc y motivarlos a donar sangre regularmente

Vacunar los donantes con solo el anti-HBc (+)
y verificar la seroconversion

Importar unidades de sangre de regiones con baja
prevaléncia de Anti-HBc



Differential Sensitivity of HBsAg Assays

Using Purified Standards

0.08 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60
| | | | | | | |
Abbott Genetic N Abbott
PRISM Systems 2.0 Auszyme Auszyme

(unlicensed) Shaker Proc B Proc C
(licensed) (licensed) (licensed)

Ortho System 3
(licensed)

| (ng/mL)

>0.70
|

Ortho

Proc B
(licensed)

Genetic
Systems 2.0
Static
(licensed)

Susan Stramer, ARC



VIRUS
HEPATITIS C



HEPATITIS C: VIAS DE TRANSMISION

 Transfusional: 0.77%

« Parenteral: Hemofilicos — DEV (Coinfeccion HIV-HCV vy
HBV-HCV)

 Hemodialisis: 15 — 25%.

* Madre — hijo: Poco frecuente.

« Sexual: Baja efectividad.

* Por exposicion accidental en empleados de salud: 1.8%.

« Por exposicion a pinchaduras.
* No identificada: 10 — 30%.



ESQUEMA DEL VIRION DEL VHC
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VIRUS DE LA HEPATITIS C

Proteinas y distribucidon de la variabilidad genética
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dos regiones no codificantes del genoma (3'NCR y 3'NCR).
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HETEROGENEIDAD HVC

alta tasa de errores de la ARN polimerasa
dependiente de ARN

poblacion de quasi-especies en un
mismo individuo con genomas virales que

difieren entre un 1-5% en su secuencia
(Kato,2001)

Tasa de Mutacion
10-3 — 104 sustituciones /sitio de genoma/afio



Mutantes

 particulas virales diferentes genéticamente:
- un mecanismo rapido y eficiente para el
escape del virus a la Rl

* alta proporcion de infecciones cronicas por
el VHC

 principal obstaculo para el desarrollo de
una vacuna



GENOTIPOS
HVC



GENOTIPOS

* La > variabilidad del genoma se encuentra
hacia el extremo N-terminal de la EZ2,

donde se encuentran las RHYV Hijikatay cols.,
1991; Kato, 2001).

* Los VHC se separan en grupos
filogeneticamente relacionados, llamados

subtipos

» Dentro de los genotipos se definen mas
de 90 subtipos (1a, 1b..., 2a, 2b..., etc)
con variaciones entre un 15 y un 30%



Variabilidad

Genética
Categorias Homologia
(%)
Genotipo 66-69
1: genotipo
SUbt|pO 77-80 1a_hcvl { g subtipo
hcv1 aislado
Aislado 91-95
Quasiespecies|>98




Diferencia entre Subtipos

e Diferencia de mas de un 20% a nivel
nucleotidico

« mas de un 15% a nivel de AA

* la RNT 5" y la region que codifica para la
proteina de la capside muestran una
elevada homologia



VIRUS DE LA HEPATITIS C
Filogenia y genotipos

Simmonds et al.,
J Gen Virol 1996;
77:3013-24




PREVALENCIA DE LA HEPATITIS C
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VIRUS DE LA HEPATITIS C
Genotipos identificados

Helicasa/Proteasa Polimerasa
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‘*?Io

NS4

JME 2003



INFECCION CRONICA POR VHC
Viremia y respuesta de anticuerpos

NS5
NS3
Core
10° . -

~ ® ® ®

@ 2% Rl el

Q 105 : :

e 10 Viremia

JLC R

= 10°|- -

o

> 101 -

Tiempo =D

1 Ul/ml =5 copias/ml

Anti-HCV (indice EIA)



DIAGNOSTICO VHC
Marcadores seroldgicos

ESTUDIOS DE ANTICUERPQOS: Contacto previo
* EIA anti-VHC: Meétodo de cribado
* Dot-blot (NS3, NS4, NS5, E2 y core): Confirmacion

- |gG especifica de baja avidez: Infeccion aguda

ESTUDIOS DE VIREMIA: Infeccion activa
« ARN y Antigeno core (HCcAQ)

TIPIFICACION: Tipo de VHC

Serotipificacion y Genotipificacion

PLR 2003



Laboratorio

» Serologia: subtipos

* DNA: genotipo (NS3b, E1, core) SUTR.




anti-UHC

aeshuciural no eshructural
=
[ ] lera.gen.
] ] 23, gen

B B | 3a. gen.

Diagnéstico de la infeccion por virus de |a hepatitis C mediante la deteccion de
anticuerpos utilizando el ensayo Inmunoenzimatico ; ant-VYHC ELISA, Las pru
han evolucionado al incorporar cada vez mayor numero de antigenos virales
{2a vy Ja generacidn) lo que incrementa la sensibilidad del método,



Hepatitis C

Diagnostico

* Anticuerpos ELISA
RIBA-LIA

* Antigenos RNA Cualitativo
Cuantitativo
Genotipificacion



Antigeno Core de HCV por Elisa

Alternativa sensible y especifica para investigar la
viremia en pacientes con infeccion por HCV antes,
durante y después del tratamiento

Ensayo genotipo-independiente

Ventajas sobre el HCV RNA:

= No equipamiento especial

= Bajo costo

= Deteccion en 3-4 horas
Atractivo para los bancos de sangre



Utilidad Clinica del HCV RNA

« Marcador directo de replicacion viral
« Diagnodstico de infeccion aguda

* Diagnostico de infeccidon oculta

* Transmision vertical

* Transmision por organos solidos

* Recurrencia de HCV post-trasplante
« Confiabilidad de los productos sanguineos
* Accidentes de trabajo

* Monitoreo del tratamiento antiviral




Ventanas de
seroconversion para HCV

Prueba Dias
HCV Ab 1.0 08
HCV Ab 2.0 82
HCV Ab 3.0 70

RNA PCR 14



Caracteristicas de Test serologicos
para anti- HCV

ELISA
« 12 Generacion: NS4
» 22 Generacion: Core + NS3 + NS4
» 32 Generacion: Core + NS3 + NS4 + NS5
« 42 Generacion: Variantes virales NS3

+ 32 Generacion
Combinacion: Anti HCV + Ag HCV




(NAT)

« Basados en amplificacion de secuencias de
acidos nucleicos; tienen alta sensibilidad y
especificidad

* Detectan el ADN o el ARN de el agente
etiologico, independientemente de la respuesta
iInmune (test de Acs

« Capaces de detectar un pequeno numero de
copias. Teoricamente, dependiendo de la
cantidad de muestra y del numero de
repeticiones, pueden detectar <1 copia/ml



(NAT)

Son positivos en periodo de viremia en la
ausencia, o en la presencia de bajo titulo de Acs

La sensibilidad minima requerida por la FDA para
testes para VIH e VHC es de 100 copias/ml

Para HBV y WNV, FDA esta considerando
requerimiento de deteccion de 10 copias/ml

La altisima sensibilidad, puede ser insuficiente
para detectar donaciones con baja viremia que
transmiten infeccion porque el volumen del inoculo
(la transfusion) es muy alto (>250 ml)



Riesgo Residual [T*

PV Serologia PV NAT

dias dias
VIH 22 1:3000 000 11 1: 5000 000
VHC 70 1:500 000 10 1: 5000 000
VHB 68 1:135000 45 1:250 000**

* Schreiber et al NEJM;334:1685-90
** serologia PV: periodo de ventana



reducir el periodo de
ventana serologica para
detectar infecciones virales
agudas no detectadas por
metodos de tamizaje
convencional
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