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Resumen. Las nuevas técnicas de biologia molecular, denominadas técni-
cas de amplificacion del ADN gendmico “nucleic acid testing” (NAT), permiten
la deteccion de particulas del ADN viral de la hepatitis B, independientemente
de la fase de la enfermedad. Estas técnicas aumentan la sensibilidad del tami-
zaje, asi el riesgo de infeccion mediante transfusiones podria reducirse. Se
han evaluado las técnicas NAT para el tamizaje de hepatitis B en donantes de
sangre. Se ha realizado una revision sistematica en las bases Medline y Emba-
se (2000-2008), asi como en INAHTA, Cochrane Library y Euroscan con térmi-
nos MeSH “Hepatitis B”, “Blood Transfusion”, “Blood Donors", y “Nucleic Acid
Amplification Techniques”, y la terminologia libre “hepatitis b”, “hbv”, “nat”,
“nat-hbv” vy “nucleic acid amplification testing”. Se incluyeron doce estudios,
cuatro de ellos utilizaron PCR de fabricacién propia, obteniendo resultados
dispares; tres emplearon Procleix® (dos determinaron muestras mediante NAT
que fueron HBsAg (-), 0,05% y 0,013% vy ¢l tercero, con 135 pacientes con te-
rapia anti-VHB y HBsAg (-), obtuvo un 80% de muestras positivas mediante
técnicas NAT). Cuatro trabajos con MPX® registraron porcentajes comprendi-
dos entre 0,083 y 0,0015. En el estudio de pruebas diagndsticas incluido, las
dos técenicas resultaron tener la misma sensibilidad. Por ello, se puede afirmar
que las dos téenicas NAT poseen buena capacidad de tamizaje de hepatitis B,
ofreciendo resultados en sensibilidad similares y podrian constituir un avance
significativo en la automatizacion de los bancos de sangre y aumentar la segu-
ridad de los pacientes que reciben transfusiones.
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Abstract. The new techniques of molecular biology called “nucleic acid
testing” (NAT), enable the detection of particles of viral DNA in hepatitis B,
regardless of the disease stage. These NAT techniques increase the sensitivity
of screening, so the risk of infection through transfusion could be reduced.
The aim of the study was to assess NAT techniques for screening hepatitis B in
blood donors. We carried out a systematic review in Medline and Embase data-
bases (2000-2008), as well as INAHTA, Cochrane Library and EuroScan. MeSH
terms used were “Hepatitis B”, “Blood Transfusion”, “Blood Donors”, and “Nu-
cleic Acid Amplification Techniques”, and free terms as “hepatitis B”, “hbv”,
“nat”, “nat-hbv” and “nucleic acid amplification testing”. Twelve studies were
included, four of them used self-made PCRs, obtaining mixed results, three
used Procleix® (two samples identified by NAT were HBsAg (-), 0.05% and
0.013%; and the third study with 135 patients who received anti-HBV therapy
and had HBsAg (-), showed 80% of positive samples by NAT techniques). Four
papers about MPX® reported percentages ranging between 0.083 and 0.0015.
In the study of diagnostic tests including the two techniques, they showed the
same sensitivity. Both NAT techniques, have a good capacity for screening
hepatitis B and showed similar results in sensitivity. They may be a significant
advance in automation of blood banks and increase the safety of transfused

patients.

Recibido: 27-10-2009. Aceptado: 16-04-2010.

INTRODUCCION

La transfusion sanguinea constituye
unas de las muchas rutas de transmision
del virus de la hepatitis B (VHB). La infec-
cion se ha incrementado durante las alti-
mas décadas y es endémica en muchos pai-
ses. La prevalencia a nivel mundial, segin
estudios analizados, de la presencia de anti-
geno de superficie (HBsAg) en sangre de
donantes es del 0,41%, con cifras que osci-
lan entre 3,64% en paises del Este de Euro-
pa como Albania o Rumania, del 8 al 20%
en el Sudeste asidtico, China 6 Africa tropi-
cal, o del 0,35% en Italia (1). La prevalencia
de hepatitis B en Venezuela se aproxima al

6-8% de la poblacién, aunque existen zonas
geograficas de poblacion indigena en las
que esta prevalencia puede superar el 20%
(2, 3).

La deteccién precoz mediante tamiza-
je reduce considerablemente el riesgo de
adquisicién de la enfermedad mediante las
transfusiones sanguineas (4). Sin embargo,
existen dos situaciones en el transcurso de
la enfermedad en las que esta detecciéon no
resulta eficaz. Una de ellas ocurre en la fase
aguda de la infeccion, donde existe un pe-
riodo ventana cuando el HBsAg puede ser
indetectable si no existe suficiente cantidad
en suero (5). La otra situacion puede suce-
der durante las fases cronicas de la infec-
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cion, se denomina infeccion por el “virus
oculto” y se define como la presencia de
ADN viral en sangre o tejidos hepaticos de
pacientes con el HBsAg negativo. Se produ-
cen ciertas mutaciones en la region superfi-
cial genémica del HBsAg, que liberan a la
sangre particulas que no son detectadas por
métodos rutinarios (1). La prevalencia de
este tipo de infecciones por “virus oculto”
en donantes de sangre en Venezuela oscila
entre el 4 yel 7% (6, 7).

Las mutaciones del antigeno plantean
un problema potencial para los servicios de
donaciones y transfusiones de sangre (5), lo
que constituye el riesgo residual de contraer
hepatitis B. Este riesgo residual de infeccio-
nes virales trasmitidas mediante donaciones
se ha estimado en diversos estudios, y oscila
entre 1:63.000 y 1:205.000 (8).

En la dltima década se han desarrolla-
do nuevas técnicas serolégicas que detec-
tan antigeno-core (HBcAg) en suero, y tam-
bién nuevos métodos de biologia molecular,
denominadas técnicas de amplificacién del
ADN genomico “nucleic acid testing” (NAT),
que permiten la deteccion de particulas del
ADN viral de la hepatitis B, independiente-
mente de la fase en la que se encuentre la
infeccion virica, mediante la realizacién de
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
(9). Estos métodos aumentan la sensibili-
dad del tamizaje, por lo que el riesgo de
contraccion de la infeccion mediante trans-
fusiones puede reducirse (8).

Recientemente se han desarrollado
técnicas NAT (Procleix Ultrio, TaqScreen)
que incorporan la deteccion simultanea del
virus de inmunodeficiencia humana (VIH),
hepatitis C (VHC) y VHB. Esto hace que sea
mas factible el tamizaje en laboratorios de
diagnéstico (10-12).

El objetivo de esta revision ha sido
evaluar las técnicas de amplificacion geno-
mica (NAT) para el tamizaje de hepatitis B
en donantes de sangre, para su posible

aplicacion en los laboratorios clinicos y mi-
crobiolégicos.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 una revision sistematica de
literatura (julio 2008). Para ello se utiliza-
ron las bases de datos Medline y Embase,
asi como la Red Internacional de Agencias
de Evaluacion (INAHTA), Cochrane Library,
el registro de ensayos clinicos clinicaltrial.
gov y EuroScan. También se revisaron ma-
nualmente revistas relacionadas con la ma-
teria, como Transfusion, Vox Sanguinis y
Hepatology.

Los criterios de inclusiéon fueron la lo-
calizacién de estudios que evalden los dife-
rentes métodos diagndsticos, basandose en
técnicas de amplificacion genémica (NAT).
La poblacion eran adultos sanos y la inter-
vencion consistia en el tamizaje de hepati-
tis B con téenicas NAT, comparandolas con
métodos seroldgicos de deteccion de mar-
cadores de hepatitis B.

Se realiz6 una lectura critica y una sin-
tesis cualitativa de los articulos selecciona-
dos, valorando la metodologia empleada en
los mismos mediante la aplicaciéon de una
lista de comprobacién realizada ad hoc para
las series de casos y el cuestionario “Qua-
das” para los estudios de pruebas diagnosti-
cas (13). El fin del estudio fue comparar las
diferentes téenicas NAT para el tamizaje de
hepatitis B en donantes de sangre.

RESULTADOS

Tras la realizacién de la bisqueda sis-
tematica se localizaron un total de 146 re-
ferencias bibliograficas, incluyendo final-
mente 12 trabajos que cumplian todos los
criterios de inclusién. Se recuperaron 11
series de casos y 1 estudio de pruebas diag-
nosticas (Fig. 1). La calidad de los estudios
incluidos ha sido moderada.
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Series de
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Fig. 1. Esquema general de la seleccion de es-
tudios.

Las principales caracteristicas de los
estudios se exponen en la Tabla I, donde se
han agrupado en cuatro bloques. El prime-
ro de ellos incluye cuatro trabajos de series
de casos que utilizaban distintos dispositi-
vos y métodos analiticos de fabricacion pro-
pios para realizar el tamizaje a partir de co-
lecciones de muestras sanguineas durante
periodos de tiempo determinados (8,
14-16). El segundo bloque también contie-
ne tres estudios de series de casos (11, 17,
18) que empleaban el dispositivo Procleix
Ultrio Assay (Chiron) para el tamizaje me-
diante la utilizacion de muestras individua-
les, sin realizar grupos. El tercero engloba
los articulos que utilizaban la tecnologia
Amplimax MPX (Roche), cuatro series de
casos (9, 19-21), donde se utilizaron siem-

pre pool de 50 muestras. Finalmente, el
cuarto grupo lo constituye el trabajo con
metodologia de estudio de pruebas diagnos-
ticas, que comparaba dos técnicas.

El total de muestras fue superior a
69,82 millones y el periodo de los estudios
abarcaba de 1997 hasta 2005, con duracion
variable desde siete meses (17) hasta nueve
anos (8), aunque tres trabajos (11, 14, 18)
no aportaron informacién sobre el periodo
de realizacion del estudio.

Las determinaciones NAT mediante la
elaboracion de PCR caseras (8, 14-16)
ofrecieron resultados dispares, ya que la
instrumentacién utilizada en cada caso fue
distinta.

El dispositivo Procleix se describia en
dos trabajos (17, 18), y realizaban un tami-
zaje a partir del nimero total de muestras
analizadas (12.224 y 5.083 respectivamen-
te). El resultado determinado era el nime-
ro de muestras positivas detectadas con
NAT que no dieron positivo con el HBsAg,
que fue de 6 (0,05%) y 7 (0,13%) respecti-
vamente. El otro estudio de este bloque
(11) utiliz6 135 muestras de pacientes que
recibian terapia anti-VHB y que tenian ne-
gativizado el HBsAg, obteniéndose como re-
sultado 108 muestras positivas mediante
técnicas NAT para el ADN viral (80%).

En los estudios que utilizaban la tecno-
logia Amplimax MPX, todos excepto uno
(19) utilizaron un namero alto de mues-
tras, comprendido entre 7,2 y 16 millones,
donde el porcentaje de muestras identifica-
das mediante subgrupos positivas para la
hepatitis B y que presentaron HBsAg nega-
tivo estuvieron comprendidas en un rango
de entre 0,083 y 0,0015%.

El estudio de pruebas diagnosticas lo-
calizado (10) comparaba las dos técnicas
NAT, y ambas resultaron tener la misma
sensibilidad para la deteccion del ADN viral.
El total de ADN de VHB detectado fue de
cuatro muestras (0,038%), que resultaron
ser [IBsAg-negativo. De estas cuatro mues-

Investigacion Clinica 51(3): 2010



345

Técnicas de amplificacion bioldgica en hepatitis B

oroaadns op oudgnue ‘§ysqH

"3uns9) proe dNOS[ONU YN

g snneday vl op st [9P NAV 'VNA-GHA

"0JLI0SOP OU (N

‘eserowijod B[ Op BUOPEO UD UOIOOLAI D]

¢ XA\ (5u202)
¢ ‘XI9[001 - 9 op sodnuix) XdIN xewrdury- SBoIuo9] 1002
(%8€0°0) ¥ c( o1p-¢( dog L6€0T [enprarpuy Kessy o) X10[001J- eredwo)  (OT) spLEGIRY
1002
(%ST00°0) CTT 10 1qe-00 924 882°0¥C’L 0S op sodniny  oyooy) XJN Xewrdwy  oLIdg (1e) pumuyQ
€00C
(%ST00°0) 18T 10 300-00 94 LZCCOV TIT 0S op sodnin)  dsyooy) XJN xewrdwy  oLIdg (02) mysrgoury
€002
(%6100°0) SOE 20 unl-g0 auy SLT°CI09T 0¢S op sodniry  (dyooy) XJIW xewrdury  oL1dg (61) PuIy
L00Z
(%£80°0) €1 ¥0 022661 12LST 0¢S op sodniry  (dyooy) XJW xewrdury  oLdg (6) oyeIEg
‘ 1002
(%08) SOT AN oAnjegau gysqy ST [enpiarpug AeSSY OLI][(] XIO[O01] QLIdg (11) noprmosiey
1002
(%E€T'0) L aN €80°¢ [enparpu| Apssy OO XIDPPOI] LG (ST) MyovIueN
8002
(%S0°0) 9 S0 dud-H() ung veceet [enprarpuy Aessy OL[[) X19[00I] oLIog (L1) ooxnfepy
S00C
%D 1 SO Iew-66 o oanegou §ysgHy 00T 00T op sodnin BI9SBO IDd SIEEIN (91) @10nbiy)
L00C
(%€0'T) 2T SO AOU-F() 300 69T'T aN Iy g-doyg oLIdG (ST) 01189y
200c
(%91000°0) 9 aN 000°009°¢ 96 9p sodnrn D sodnxgqng CIAEIN (#1) oy
8002
(%£1000°0) €F S00Z-L66T 1LS%2S1¢ (N vI9sEO YD d oLIdG (8) Teymoy]
(%) LVN uod 0[os odwan senysonuu BI)SONU B[ 9P (LVN) epezinn o1pnIso ouy
seanyisod seajsonjyy 9p OpOLIdJ op oJownN ojudIuBILI], UOIOB)UOUNIISU] ap odi], Jomy

SOAVZI'TVNV SOIANLSH SOT dd SVIOLLSTIHLOVAVD SHTVAIONTdd
I VIAVL

Vol. 51(3): 341 - 349, 2010



346

Ruiz-Aragén y Mdrquez-Peldez

tras positivas, mediante el sistema indivi-
dualizado (Procleix) se identificaron dos
muestras y mediante el sistema de subgru-
pos de seis (MPX) otras dos diferentes.

DISCUSION

Las tecnologias NAT, basadas en técni-
cas de biologia molecular han constituido
un avance extraordinario en los tltimos
afos para el tamizaje de la hepatitis B, he-
patitis C y VIH, principalmente en los cen-
tros de transfusiones y donantes de sangre
(8, 12). La mayoria de los estudios analiza-
dos realizan la determinacion simultanea
de los tres virus (multiplex), tal como se
realiza en la actualidad en muchos labora-
torios clinicos, ya que estos dispositivos es-
tan capacitados para ello. Los datos obteni-
dos para los tamizajes de hepatitis B ofre-
cen resultados alentadores, ya que se iden-
tifican como positivas muchas muestras,
que de otro modo se hubieran pasado por
alto. Tanto el tamizaje mediante muestras
individuales, como mediante grupos poseen
buena sensibilidad, pero quizas son mas fia-
bles los resultados que utilizan grupos, ya
que el namero de muestras ha sido muy su-
perior a los otros.

Otros estudios obtienen conclusiones
similares a este trabajo de revision; en el
periodo 2001-2002 en Alemania (8), sin la
utilizacion de técnicas NAT, se estimaba el
riesgo de una infeccion no detectada en
uno por 230.000 para el virus de la hepati-
tis B. Con la tecnologia NAT en subgrupos,
este riesgo representa un caso por 620.000
para el VHB. Estos resultados muestran que
la utilizacion del NAT reduce todavia mas el
riesgo de entrada de donaciones infecciosas
en el suministro sanguineo.

Aunque las técnicas de tamizaje se
proponen como las prueba con mayor rendi-
miento diagndstico, hay que ser cautelosos
en la interpretacion de los resultados de los
estudios publicados en relacion con el tami-

zaje de la hepatitis B, dado que también se
han registrado resultados en los que si se
utilizan solamente las técnicas NAT para el
tamizaje, pueden no detectarse algunos re-
sultados que son positivos mediante la reali-
zacion de antigeno de superficie en suero
(HBsAg) (6, 7). También se ha notificado la
existencia de falsos positivos mediante es-
tas técenicas. Esta tltima circunstancia hace
que sea recomendable siempre confirmar
estos resultados mediante la determinacion
posterior de otra prueba. En relacién a la
utilizacion rutinaria para el tamizaje de téc-
nicas NAT en muestras individuales o me-
diante la realizacion de diluciones en gru-
pos, existen resultados controvertidos.

Los estudios de series de casos analiza-
dos que han realizado grupos lo hacen nor-
malmente mediante diluciones con 50
muestras, mientras que el estudio de prue-
bas diagnosticas lo hace con grupos de 6,
que seria lo que se determinaria en un labo-
ratorio en el que se implantase esta tecno-
logia, por lo que los resultados pueden no
ser extrapolables. En cuatro estudios se han
realizado técnicas NAT mediante el empleo
de PCR y primers “caseros”, por lo que es-
tos resultados tampoco pueden compararse
con los dos dispositivos evaluados de las ca-
sas comerciales Chiron y Roche.

Una limitacion comin a todos los tra-
bajos de revision, que tampoco puede ob-
viarse en éste, es la existencia de sesgo de
publicacién, que se ha tratado de limitar
mediante la bidsqueda en distintas bases de
datos, literatura gris y sin restriccion de
idioma. Otra posible limitacién podria ser
la region geogratica donde se han desarro-
llado los estudios, la mayoria en Japén y
Alemania, con caracteristicas epidemiol6gi-
cas diferentes, por lo que los resultados no
pueden ser comparados entre si. Ademas de
los estudios descritos, de moderada calidad
metodoldgica, se han localizado dos ensa-
yos clinicos en marcha desde 2007: un en-
sayo clinico no aleatorizado se desarrolla en
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Taiwan, de laboratorios Novartis, para de-
tectar mediante TMA Assay el VHB en do-
nantes de sangre y otro evaliia actualmente
el dispositivo 201s Taq Screen MPX (Roche)
para el tamizaje de la hepatitis B y se esta
realizando en Estados Unidos.

En términos generales los sistemas
NAT pueden constituir un avance significa-
tivo en la automatizaciéon de los bancos de
sangre y aumentan la seguridad de los pa-
cientes que reciben sangre donada, aunque
la combinacién con la determinacién de los
antigenos HBsAg y HBcAg seria la ideal
para un correcto tamizaje (22, 23). Las dos
técnicas por separado poseen buena capaci-
dad de deteccion, constituyendo herramien-
tas fundamentales y complementarias a la
determinacion del antigeno de superficie
en suero para un correcto tamizaje en cen-
tros de transfusiones. Ambas tienen sensibi-
lidad similar para el tamizaje de Hepatitis
B. Sin embargo, el alto coste que implican
las nuevas técnicas de deteccién requeri-
rian de un andlisis de eficiencia, en este
sentido, aunque no se ha realizado un bis-
queda exhaustiva al respecto, algunos auto-
res afirman que las técnicas NAT no pueden
considerarse una intervencién coste-efecti-
va pues supera con creces los umbrales de
aceptabilidad utilizados habitualmente en
cuanto a la tasa de coste-efectividad incre-
mental (ICER) con valores que ascienden a
1,5 millones de délares por ano de vida
ajustado por calidad ganado (QALY)(24).

Seria necesario en un futuro la realiza-
cion de nuevos estudios de pruebas diagnos-
ticas con esta nueva tecnologia, con un ma-
yor nimero de muestras y utilizando patro-
nes estandares, para poder determinar asi
la mayor sensibilidad diagnéstica de una
técnica frente a otra y su comparacion en
términos de coste.
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