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RESUMEN 

Introducción: Los ensayos de cuantificación de los niveles de ADN-VHB  son 

esenciales en el diagnóstico y seguimiento de pacientes infectados con el VHB, así 

como un criterio indispensable para el inicio del tratamiento. Objetivo: Evaluar el 

desempeño analítico de dos estuches comerciales para la cuantificación del ADN-

VHB y su aplicación a muestras clínicas. Métodos: Se emplearon dos paneles de 

muestras de suero constituidos por 80 y 76 muestras para la evaluación de los  

estuches SUMASIGNAL VHB (un paso) y Hepatitis B Viral DNA Quantitative 

Fluorescence Diagnostic Kit, respectivamente, así como estándares de referencia de 

la OMS. Se determinó para ambos estuches, la especificidad clínica y analítica, 

linealidad, precisión intraensayo y comparación con un ensayo de referencia. El 

estuche Hepatitis B Viral se aplicó a 50 muestras clínicas. Resultados: La 

especificidad analítica y clínica fue del 100 % para ambos ensayos. Al evaluar la 

linealidad y precisión intraensayo con los estándares de referencia, se obtuvieron 

excelentes resultados para ambos ensayos, r2= 0,9954 y r2= 0.9992 respectivamente, 

y bajos coeficientes de variación intraensayo (CV < 3%). El estudio comparativo de 

los estuches  SUMASIGNAL y Hepatitis B Viral con el ensayo comercial Artus HBV 

RG PCR kit mostró una correlación fuerte, r= 0,8882 (p<0.05) y r=0.9120 (p<0.05), 

respectivamente, y buena concordancia por el método de Bland-Altman. La 

aplicación clínica del estuche SUMASIGNAL, reveló que el 50% de las muestras 

estudiadas presentan criterio virológico para iniciar tratamiento, así como su utilidad 

en el seguimiento de pacientes con hepatitis B crónica. Conclusiones: Los ensayos 

evaluados, comercializados en Cuba, mostraron altos estándares de calidad, lo que 

permitiría su uso con una cobertura nacional en una plataforma tecnológica 

disponible para todo el país. 

 

 

 

 



LISTADO DE ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 

ADN: ácido desoxirribonucleico   

ADN-VHB: Ácido desoxirribonucleico del Virus de la Hepatitis B 

AntiHBc: Anticuerpos contra el antígeno de la cápside del Virus de la Hepatitis B 

AntiHBe: Anticuerpos contra el antígeno de temprano del Virus de la Hepatitis B 

Anti-HBs: Anticuerpos contra el antígeno de superficie del Virus de la Hepatitis B  

CHC: Carcinoma hepatocelular 

CIE: Centro Nacional de Inmunoensayo 

CV: carga viral y/o coeficiente de variación (según el contexto) 

CIOMS: Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (del 

inglés, Council for International Organizations of Medical Sciences), entidad en la 

esfera de la Organización Mundial de la Salud.  

Core: Cápside (terminología del inglés) 

EI: Estándar Internacional 

FDA: Agencia de Drogas y Alimentos (del inglés, food and drug administration 

agency) 

HBC: Hepatitis B crónica 

HBeAg: Antígeno temprano del Virus de la Hepatitis B (del inglés, Hepatitis B early 

antigen) 

HBsAg: Antígeno de superficie del Virus de la Hepatitis B (del inglés, Hepatitis B 

surface antigen) 

IgM anti-HBc: Inmunoglobulina M contra el antígeno de la cápside del Virus de la 

Hepatitis B. 



IC: intervalo de confianza   

IOB: Infección oculta por el Virus de la Hepatitis B. 

LD: Límite de detección 

NIBSC: Instituto Nacional de Controles y Estándares Biológicos ( del inglés, National 

Institute for Biological Standards and Control) 

OMS: Organización Mundial de la Salud   

OPS: Organización Panamericana de la Salud 

RCP: Reacción en Cadena de la Polimerasa  

RCP-TR: Reacción en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real  

SIDA: Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida. 

VHA: Virus de la Hepatitis A 

VHB: Virus de la Hepatitis B 

VHC: Virus de la Hepatitis C 

VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana 
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I. INTRODUCCIÓN 

La hepatitis B es una enfermedad de etiología viral, la cual representa un problema 

de salud mundial, aun cuando la vacuna profiláctica administrada durante la infancia 

para prevenir la infección por el Virus de la Hepatitis B (VHB), ha reducido 

considerablemente la incidencia de nuevas infecciones por esta etiología (1). 

El panorama general de la infección por el VHB no es muy diferente al de hace 10 

años, pues según estimaciones de la Organización Mundial de la Salud (OMS), hasta 

el año 2015, 257 millones de personas padecían infección crónica por el VHB, siendo 

esta la principal causa de cirrosis y carcinoma hepatocelular, cuyas secuelas son 

responsables de la muerte de unas 887 000 personas (2).  

Mientras que la infección durante la adultez, transcurre entre el 90 y el 95% de los 

casos, como una hepatitis viral aguda con un comportamiento asintomático y que 

evoluciona hacia una resolución espontánea, cuando la infección ocurre en un 

escenario de inmunotolerancia del paciente, como son los recién nacidos y niños, la 

tasa de evolución a la cronicidad se eleva (cerca del 90% en la infección perinatal y 

30% en la infancia) (3). Por esta razón, en el 2015 los estados miembros de la 

Organización Panamericana de la Salud (OPS) aprobaron el primer plan de acción 

para la prevención y el control de las hepatitis virales a escala regional. En dicho plan 

se promueven políticas e intervenciones de salud pública encaminadas a eliminar las 

hepatitis virales en los estados miembros hacia el 2030, siendo el objetivo de primer 

orden, la eliminación de la transmisión materno-infantil de la hepatitis B (4). 

La prevalencia de la hepatitis B, la cual se define como la positividad al antígeno de 

superficie del VHB (HBsAg), es más alta en la región del pacífico occidental y en 

África, donde el 6,2% y el 6,1% de la población adulta están infectadas, 

respectivamente. En la región del Mediterráneo oriental, Asia suroriental y en Europa, 

se estiman frecuencias de infección para la población general del 3,3%, el 2,0% y el 

1,6%, respectivamente. Mientras que en la región de las Américas es de 0,7% (5), 

donde se describen entre los grupos de riesgo más frecuentes a los hijos de madres 
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positivas al HBsAg, los hemodializados, las personas con múltiples parejas sexuales, 

los hombres que tienen sexo con hombres, los pacientes inmunodeprimidos y los 

profesionales de la salud (6, 7). 

Desde el punto de vista clínico, la hepatitis B es una enfermedad necro inflamatoria 

de severidad variable, imposible de diferenciar de otras hepatitis causadas por otros 

agentes, por lo que la confirmación del diagnóstico por pruebas de laboratorio es 

esencial (8). 

El HBsAg es el marcador serológico clave de la infección (9),   sin embargo, aun 

cuando su presencia indica infección por el VHB, no provee información del estado 

replicativo del virus. Por lo que se detectan otros marcadores serológicos de utilidad 

que permiten dilucidar el curso de la infección y propician la información necesaria 

para un correcto manejo de la enfermedad y el control de la terapia antiviral, en los 

casos correspondientes (10, 11). 

Entre los marcadores más empleados en el diagnóstico de la infección por el VHB, 

se encuentran, además del HBsAg, los anticuerpos contra el HBsAg (anti-HBs), la 

inmunoglobulina M contra el antígeno del core (IgM anti-HBc), los anticuerpos totales 

contra el antígeno del core (anti-HBc), el antígeno e (HBeAg), los anticuerpos contra 

el antígeno e (anti-HBe) y el ADN viral. Estos tres últimos marcadores se emplean 

para determinar la infectividad y la replicación viral (12). 

Debido a que la presencia de mutaciones puntuales en determinados genes del VHB, 

como son el gen S y el precore, pueden dar lugar a fenotipos negativos del HBsAg o 

HBeAg, respectivamente (13, 14), es necesario acudir a la detección del ADN viral 

para obtener información más confiable sobre el estadio clínico de la infección.  

El ADN del VHB se detecta al comienzo de la infección y luego disminuye 

progresivamente en la infección crónica, o desaparece cuando se elimina la 

infección. En muchos pacientes crónicos, aun cuando ya se produjo la 

seroconversión del HBeAg, persisten bajos niveles de carga viral (<104 copias/ml) 

(15). Por tanto, los métodos de detección cuantitativos del ADN del VHB son útiles 

para diagnosticar la replicación del VHB en infecciones crónicas; evaluar el 

pronóstico de la enfermedad y seguir el riesgo de progresión a cirrosis y carcinoma 
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hepatocelular. Además,  permiten definir el comienzo del tratamiento antiviral y 

controlar dicho tratamiento mediante la identificación de la resistencia a los fármacos 

análogos de nucleósidos y nucleótidos. Asimismo, facilitan la detección de hepatitis B 

oculta (HBO), pues en estos casos las cargas virales pueden ser muy bajas. 

Además, los métodos cuantitativos son fundamentales para estudiar a las 

embarazadas con HBsAg positivo, con el propósito de instaurar una terapia antiviral 

oportuna (9, 16), lo cual contribuiría a la eliminación de la transmisión materno-infantil 

de la hepatitis B.  

El principio de los métodos para detectar y cuantificar el ADN del VHB es la 

amplificación de la señal, en este principio se basan las tecnologías de ADN 

ramificado (ADNr), la amplificación isotérmica y la reacción en cadena de la 

polimerasa (RCP) (17).  

Para el seguimiento terapéutico de la infección crónica por el VHB, se recomienda el 

empleo de ensayos sensibles para la detección temprana de la reactivación viral. 

Además, es imprescindible que el ensayo empleado permita cuantificar igualmente 

todos los genotipos del VHB. Las asociaciones internacionales para el estudio de las 

enfermedades hepáticas requieren el empleo de métodos para la cuantificación del 

ADN del VHB con una elevada sensibilidad. Un estuche de detección del VHB debe 

alcanzar el criterio de sensibilidad de 10-15 UI/ml; un amplio rango de linealidad (1-9 

log10 UI/ml), elevada especificidad y buena repetitividad (18).  

Con este fin, se comercializan actualmente en el mercado internacional, una gran 

variedad de sistemas automatizados para la detección de ADN-VHB (19). Sin 

embargo, aun cuando estas plataformas se encuentran disponibles en el mercado, 

su adquisición constituye  un reto para países con bajos recursos como Cuba, debido 

a su elevado costo, lo que impide la sostenibilidad y cobertura nacional para su 

empleo en el sistema de salud. 

Por tal razón en nuestro país se han desarrollado ensayos para la detección 

cualitativa y cuantitativa del VHB mediante el diseño de sistemas caseros, partiendo 

de reactivos y plataformas comerciales para los procesos de extracción y 

amplificación del ADN. Ejemplo de esto es el método de RCP en tiempo real (RCP-
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TR) diseñado en el Laboratorio de Referencia Nacional en Hepatitis Virales del 

Instituto de Medicina Tropical Pedro Kourí, en el cual se emplea la plataforma 

LightCycler TaqMan Master (Roche Diagnostics, EE.UU), el cual presenta un límite 

de detección de 16,41 UI/mL (20). Sin embargo, esta metodología no se ha 

extendido a otros laboratorios de la red nacional. De ahí la importancia de contar con 

estuches comercializados en nuestro país que cumplan con los estándares de 

calidad, que permitan garantizar, de manera homogénea, la cobertura del diagnóstico 

molecular del VHB con una plataforma tecnológica nacional. 

El presente trabajo se propone la evaluación de dos sistemas de RCP-TR para la 

cuantificación del ADN-VHB comercializados por el Centro Nacional de 

Inmunoensayo (CIE, La Habana, Cuba), para determinar su desempeño analítico y 

verificar si cumplen con los estándares de calidad necesarios para ser empleados en 

el diagnóstico y seguimiento de la hepatitis B en Cuba. 

I.2. Objetivos 

I.2.1. Objetivo general 

Evaluar el desempeño analítico de dos ensayos comercializados por el CIE para la 

cuantificación del ADN-VHB por RCP-TR: SUMASIGNAL VHB (un paso) y Hepatitis 

B Viral DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence Probing),  

I.2.2. Objetivos específicos 

1. Determinar los indicadores de desempeño de los ensayos SUMASIGNAL 

VHB (un paso) y Hepatitis B Viral DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic 

Kit (PCR- Fluorescence Probing). 

 

2. Implementar el ensayo SUMASIGNAL VHB (un paso) en el diagnóstico y 

seguimiento de muestras clínicas. 
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II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

II.1. Historia y clasificación del Virus de la Hepatitis B 

II.1.1. Descubrimiento 

La hepatitis se describió inicialmente de manera inapropiada como ictericia catarral 

en 1865, una descripción que luego se corrigió redefiniéndose como inflamación 

hepática en la década de 1930 (21). Sin embargo, no fue hasta 1965 que el genetista 

Baruch Blumberg descubrió evidencias del virus de la hepatitis B (VHB) en muestras 

de suero de personas infectadas; descubrimiento por el cual fue galardonado en 

1976 con el Premio Nobel de Medicina (22). El antígeno inicialmente llamado 

antígeno de Australia (por ser descubierto en una muestra de suero de un aborigen 

australiano), marcó el comienzo del viaje de descubrimiento del VHB. Otro 

investigador, Alfred M. Prince, relacionó el antígeno de Australia con la hepatitis 

sérica y publicó sus hallazgos 3 años después (23). Más tarde, el antígeno de 

Australia se encontró comúnmente en individuos que vivían en instituciones, lo que 

sugirió que las condiciones de hacinamiento facilitaban la adquisición del virus (24). 

Los resultados de estudios posteriores sobre el antígeno de Australia en pacientes 

con aminotransferasas séricas anormales confirmaron el vínculo entre el antígeno y 

la hepatitis. Fue así, como en 1967, Krugman y sus colegas identificaron dos tipos de 

hepatitis, las cuales denominaron MS-1 y MS-2. La MS-1 se adquiría típicamente por 

vía oral después de un corto período de incubación, mientras que la MS-2 se 

transmitía aparentemente por vía parenteral con un largo período de incubación. Las 

hepatitis MS-1 y MS-2 se clasificaron posteriormente como hepatitis A y B, 

respectivamente (25). Los experimentos en chimpancés y humanos confirmaron que 

el antígeno de Australia era responsable de la hepatitis B; por lo que fue renombrado 

como Virus de la Hepatitis B (VHB). En el año 1970, mediante el empleo de la 

microscopía electrónica, Dane y sus colegas lograron visualizar los viriones 

completos del VHB  (partículas infectivas) y diversas partículas subvirales (formas 

circulares y filamentosas), denominando los viriones como partículas de Dane (26). 



Revisión Bibliográfica  
 

6 
 

Esta acción constituyó un hito científico ya que fue el primer estudio donde se 

describió la morfología del VHB utilizando esta técnica de microscopía. 

II.1.2. Clasificación taxonómica y estructura del virión 

El VHB es el prototipo de la familia Hepadnaviridae, género Orthohepadnavirus que 

infecta a mamíferos. Esta familia también agrupa a otros virus como el Virus de la 

Hepatitis B del pato, el Virus de la Hepatitis B de la marmota, el Virus de la Hepatitis 

B de la garza, el Virus de la Hepatitis B de la ardilla, con los cuales comparte 

características comunes: Todos estos virus comparten cierta similitud en cuanto a 

estructura y organización del genoma; producen exceso de partículas subvirales 

lipoproteicas; estrecho rango de hospederos y provocan infecciones persistentes con 

un marcado, aunque no absoluto, hepatotropismo (27).  

Los viriones presentan morfología icosaédrica, con un diámetro de 40-42 nm y 

envoltura externa lipoprotéica que contiene tres glicoproteínas o antígenos de 

superficie (denominados S, M y L). Además de los viriones, las células infectadas por 

VHB producen dos partículas lipoproteicas subvirales: esferas de 20 nm y formas 

filamentosas de diámetro similar. Las partículas esféricas pueden encontrarse hasta 

1012 partículas por mililitros (mL) en la sangre, siendo está la más abundante. Las 

partículas no infectivas de forma filamentosa contienen aproximadamente iguales 

cantidades de las proteínas M y L. La superficie exhibe rasgos como si fuera una púa 

compuesta por homodímeros y heterodímeros de las proteínas L, M y S; y al igual 

que en el virus se observa una proporción de 1:1:4. Estas partículas con antígeno de 

superficie (HBsAg) contienen sólo glucoproteínas de superficie y lípidos del huésped 

(28, 29). Su función en el ciclo viral de la hepatitis B es desconocida. Se especula 

que estas partículas se unen a los anticuerpos (Ac) para su neutralización y así 

facilitar la penetración de partículas virales infectivas en células del hospedero (30). 

II.2. Características del genoma viral 

El VHB presenta un genoma de ADN con un tamaño de 3200 pares de bases de 

longitud y es parcialmente de doble cadena, organizado con un patrón circular. 

Consta de una cadena negativa completa, complementaria del ARNm, también 
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conocida como cadena L (large; de las siglas en inglés) y una cadena positiva de 

longitud incompleta conocida como S (small; de las siglas en inglés). El genoma 

contiene cuatro promotores, dos regiones potenciadoras o enhancer, del inglés (Enh 

1, Enh 2) y dos repeticiones directas (DR1, DR2).   Durante la replicación del virus, la 

cadena corta de ADN se completa y se forma un ADN circular covalentemente 

cerrado (ADNccc). El ADNccc sirve como molde para la transcripción viral, 

generando ARNm de 3.5, 2.4, 2.1 y 0.7 kb (31).  El genoma de VHB tiene cuatro 

marcos abiertos de lectura (Figura II.1) (32). 

 

Figura II.1. Representación esquemática del genoma del VHB. Imagen modificada 

de Gish y col. 2015 y Tong y col. 2016 (31, 33). 

 Región preS1/preS2/S que codifica los tres antígenos de superficie virales: 

proteína S, M y L. La proteína S o antígeno de superficie de la hepatitis B 

(HBsAg) se sintetiza en el citoplasma del hepatocito y pasa al suero en tres 

formas. diferentes (partículas esféricas, filamentosas y de Dane). Se presenta 
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muy precozmente en el suero, señal evidente de la infección, y desaparece o 

no, según la evolución del cuadro. Está codificado en el genoma viral por el 

gen S y existe en dos formas, glicosilada (GP27) y no glicosilada (P24). La 

proteína M (o preS2) está codificada por las regiones S y preS2; tiene dos 

formas glicosiladas (GP33 y GP36). La proteína L (o preS1) está codificada 

por las regiones pre-S1, pre-S2 y S. También presenta una forma glicosilada 

(GP42) y otra no glicosilada (P39).  La proteína S constituye el grueso de las 

proteínas de la envoltura mientras la proteína L es necesaria para la unión del 

virus a la célula receptora y en el ensamblaje y liberación del virión (31).   

 Región PC/CP codifica la proteína principal viral o polipéptido de la 

nucleocápside (HBcAg) y el antígeno e de la hepatitis B (HBeAg). La región 

PC codifica una secuencia señal que la dirige a su procesamiento en el 

Aparato de Golgi y a su liberación como HBeAg. El HBeAg juega un papel 

importante en la modulación de la respuesta inmune del huésped. El HBcAg 

es esencial para el ensamblaje de la cápsula y la regulación de la replicación 

(34) 

 Región P codifica la ADN polimerasa viral, la cual es específica para dicha 

proteína. La polimerasa viral, con acción también de reverso transcriptasa, es 

la responsable de la síntesis de ADN en las células infectadas y de los 

trascritos de ARNm (35, 36) 

 Región X codifica la proteína viral X (HBx) que modula la señal de traducción 

de la célula del hospedero y regula la expresión genética tanto del hospedero 

como del virus. La proteína X es necesaria para la replicación del virus y su 

dispersión (37, 38). Otra función de esta proteína es la de promover la 

infección crónica mediante diversos mecanismos como por ejemplo 

previniendo la apoptosis de los hepatocitos infectados (31) y estudios 

recientes han demostrado su participación en el desarrollo de CHC (39). 

II.2.1. Subtipos y genotipos 

El VHB se clasifica en nueve subtipos serológicos (adw2, adw4, adr, adrq-, ayw1, 

ayw2, ayw3, ayw4 y ayr) basándose en los determinantes antigénicos del antígeno 
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de superficie (40). Actualmente, basándose en una divergencia genética de >7,5% en 

el genoma completo hay descritos 10 genotipos distintos del VHB (A, B, C, D, E, F, 

G, H, I y J) (41, 42). Cuando la divergencia es mayor al 4% pero inferior al 7,5% de la 

secuencia nucleotídica del genoma completo, se describen los subgenotipos. Se han 

descrito numerosos subgenotipos dentro de los genotipos A-D y F (43). Divergencias 

menores al 4% en el genoma completo del VHB determinan la existencia de los 

distintos “clados” (44).  Kramvis y otros autores han estudiado la relación entre los 

subtipos serológicos del VHB y los distintos genotipos y subgenotipos del virus (45, 

46). Existe una correlación amplia y estadísticamente significativa entre los subtipos 

serológicos y los genotipos, y en algunos casos, los subtipos serológicos pueden 

usarse para diferenciar subgenotipos. Sin embargo, los datos analizados son 

escasos y son necesarios más estudios. Además, se ha visto que un mismo subtipo 

puede clasificarse en diferentes genotipos. El estudio de los genotipos adquiere 

importancia clínica debido a su influencia en la progresión de la enfermedad hacia 

una hepatitis crónica. Los genotipos tienen un impacto significativo en la evolución 

clínica, pronóstico de la enfermedad, en la repuesta al tratamiento antiviral y a la 

vacuna (47-49). 

II.3. Ciclo replicativo 

El VHB presenta marcado tropismo por los hepatocitos. La unión y entrada del VHB 

al hepatocito ocurre a través del receptor polipeptídico de cotransporte sodio-

taurocolato (NTCP de las siglas en inglés Na-taurocolate cotransporting polypeptide) 

(50, 51), luego de este paso la envoltura viral se rompe y libera la nucleocápside al 

citoplasma, la cual se dirige al núcleo conducida por la señal de localización nuclear 

presente en la proteína del core. La nucleocápside se puede desintegrar en la 

membrana nuclear liberando el ADN viral para su posterior transporte al núcleo 

celular y, una vez en el núcleo de los hepatocitos, el genoma infectante se convierte 

en un ADN circular covalentemente cerrado (ADNccc) por acción de la polimerasa 

viral. La cadena negativa del ADNccc sirve de molde para la transcripción de los 

distintos ARN virales mediante la ARN polimerasa II del hepatocito. Se generan cinco 

transcritos de ARN, dos de ellos genómicos y tres subgenómicos (52, 53).  
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En el citoplasma, el ARN pregenómico (ARNpg) se traduce en la proteína del core y 

la polimerasa viral, el ARN subgenómico se traduce en las tres proteínas de la 

envoltura y la proteína X. Posteriormente, se ensamblan las nucleocápsides en el 

citosol, y durante este proceso una molécula de ARN genómico junto a la polimerasa 

viral se incorporan al core viral (31). Tras la encapsidación del ARN viral, la reverso 

transcriptasa empieza la síntesis de las dos cadenas de ADN de forma secuencial. 

La primera cadena en sintetizarse es la negativa y lo hace a partir del pgARN 

encapsidado que actúa como molde para la retrotranscripción y que es degradado 

por la función de ribonucleasa H (RNAasa H) que posee la polimerasa viral.  

Posteriormente ocurre la síntesis de ADNccc y/o liberación de las partículas virales, 

durante este proceso la partícula del core que contiene el genoma de ADN ya 

formado puede entonces regresar al núcleo para la síntesis de nuevo ADNccc o bien 

las nucleocápsides maduras (con ADN parcialmente de doble cadena) se recubren 

en el retículo endoplasmático con una envoltura lípido-proteica característica, son 

transportadas al aparato de Golgi y desde allí son liberadas al espacio extracelular. 

Las proteínas de la envoltura tras ser sintetizadas en los ribosomas de los 

hepatocitos, inicialmente se insertan en la membrana del retículo endoplasmático 

para posteriormente formar en el lumen del retículo endoplasmático partículas S no 

infecciosas compuestas sólo por proteína S y lípidos (54).  

La liberación de los viriones sucede por un mecanismo de excreción a través de las 

cisternas del retículo endoplásmico, lo que permite que se complete el proceso sin 

producir roturas en la membrana celular y sin originar la muerte de la célula.  

Al mismo tiempo el genoma viral dirige la síntesis de HBsAg en cantidades muy 

superiores a las necesarias para generar envolturas. Este exceso de HBsAg es 

internalizado en el retículo endoplásmico en forma de agregados, que son 

excretados por el mismo mecanismo al exterior de la célula. Por su parte, la 

expresión de la región pre-C origina moléculas de HBeAg que presentan en su 

extremo aminoterminal un péptido señal para excreción y son vertidas al medio 

extracelular tras la separación del péptido por proteólisis. Así, la célula infectada 
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produce y libera, a un tiempo, viriones maduros, agregados de HBsAg  y moléculas 

individuales de HBeAg (55). 

II.4. Patogenia, respuesta inmune y persistencia viral 

II.4.1. Inmunopatogénesis de la infección por VHB 

La infección crónica por el VHB puede considerarse una enfermedad que se 

caracteriza por la incapacidad de inducir una respuesta inmune adaptativa eficaz y 

coordinada, lo que resulta en la persistencia viral, que puede ser una consecuencia 

de la capacidad del VHB para manipular respuestas inmunes innatas clave. Las 

respuestas inmunes innatas y adaptativas coordinadas son importantes para la 

eliminación del VHB del hígado. Es importante destacar que, en la mayoría de las 

circunstancias, el VHB es no citopático (no mata directamente a los hepatocitos); por 

lo tanto, la inflamación del hígado y la fibrosis que complican la infección crónica a 

largo plazo están predominantemente mediadas por la respuesta inmune del 

hospedero (56). 

II.4.2. Respuesta inmune 

La respuesta del hospedero al VHB tiene como base una compleja interacción de los 

sistemas celulares y humorales de la respuesta inmune innata y adaptativa. Después 

de la infección de los hepatocitos; comienza la respuesta inmune temprana no-

específica que incluye el sistema de los interferones (IFN), células asesinas naturales 

(NK, por sus siglas del inglés natural killer) y la activación no específica de las células 

Kupffer. Una vez que la respuesta innata se pone en marcha, esta dirige cualitativa y 

cuantitativamente la respuesta inmune específica contra las proteínas virales, la que 

comienza a jugar un papel preponderante (57). 

Las dos principales armas con que cuenta el sistema inmune son la respuesta 

inmune humoral, dada por la producción de Ac por los linfocitos B y la respuesta 

inmune celular compuesta por varias subpoblaciones celulares de linfocitos T. 

Una respuesta de linfocitos T vigorosa y dirigida a múltiples epítopos virales 

contenidos en el HBsAg, HBcAg y la ADN polimerasa, garantizan una rápida 
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recuperación de la infección, comportándose como uno de los principales efectores 

antivirales. Los linfocitos T cooperadores (Th, por sus siglas del inglés, helper T 

lymphocytes), generalmente CD4, secretan IFN gamma (IFNg), IL2 y factor de 

necrosis tumoral, que inducen una respuesta celular (Th1) capaz de eliminar al virus. 

Los linfocitos T CD8 además de eliminar físicamente las células infectadas producen 

varias citocinas, que refuerzan la respuesta y dejan una resistencia al virus en las 

células adyacentes a la infección. Los virus que circulan en sangre son susceptibles 

a los mecanismos efectores de los Ac (58). 

Las respuestas mediadas por células T CD4 + y CD8 + específicas de HBV 

periféricas se vuelven detectables con el aumento exponencial en la replicación de 

HBV. En el hígado, hay una falta de infiltración celular detectable de células inmunes, 

lo que sugiere un proceso de eliminación no citolítica (sin muerte directa de los 

hepatocitos infectados) del VHB, que implica principalmente la inhibición de la 

replicación del VHB mediada por citocinas a través de IFNg y TNF, que son 

secretadas por las células T CD8 + específicas de virus (59). La eliminación de los 

hepatocitos infectados y la prevención de la diseminación intrahepática 

probablemente requieran una combinación de mecanismos citolíticos y no citolíticos 

(60). Por lo tanto, durante la hepatitis B de resolución aguda, hay una respuesta 

inmune adaptativa robusta y coordinada con células T CD8 + específicas de virus 

que median el aclaramiento de las células infectadas, las células B secretan 

anticuerpos neutralizantes contra HBsAg (anti-HBs) que bloquean la infección de 

nuevas células y las células T CD4 + que apoyan la eliminación viral efectiva (61). 

Es importante destacar que la hepatitis B aguda con recuperación clínica completa 

generalmente no ocurre cuando la infección se adquiere  perinatalmente y en la 

primera infancia debido a la inmadurez del sistema inmune, que puede conducir a 

una infección crónica. En el curso crónico de la infección, la respuesta de células T 

CD4 resulta menos potente (62). 
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II.4.3. Persistencia viral: Mecanismos que inducen el desarrollo de Hepatitis 

crónica 

La infección crónica por el VHB ha sido atribuida a múltiples causas dependientes del 

virus y el hospedero; tales como (58):  

 Una presentación de antígenos deficiente por los hepatocitos, ya que no 

expresan moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) clase I 

y II, ni moléculas coestimulatorias, excepto durante la inflamación. 

 La inducción de tolerancia neonatal al VHB en los pacientes infectados al 

nacimiento  

 El VHB puede infectar células del sistema inmune (linfocitos, monocitos) y 

sitios inmunoprivilegiados  

 Durante la infección se producen mutantes de escape que evaden la 

respuesta inmune celular y humoral  

Además, se han demostrado respuestas supresoras impulsadas por virus, que 

incluyen: bloqueo del reclutamiento de células asesinas naturales (NK), células T NK 

y macrófagos, disminución de la secreción de citocinas (IFNg), factor de necrosis 

tumoral (TNF), IL-6, IL-8 e IL-1β) de las células de Kupffer38; y bloqueo de la 

proteína del gen I inducible por ácido retinoico (RIG-I; también conocida como 

DDX58) y señalización de los receptores tipo Toll (TLR, de las siglas en inglés), 

dentro del hepatocito (63, 64). 

Cantidades excesivas de partículas subvirales que contienen HBsAg pueden actuar 

como un señuelo para la inmunidad humoral específica de VHB y se ha demostrado 

que promueven un estado de anergia de células T específicas de virus (agotamiento 

desencadenado por la activación constante de vías de señalización de receptor de 

células T específicas de antígeno) y supresión. Las partículas subvirales también 

pueden modular negativamente las vías de señalización inmune innatas, incluido el 

factor nuclear κB (NF-κB) y la proteína quinasa activada por mitógeno (MAPK), 

suprimiendo las citocinas inflamatorias y la transcripción de genes estimulada por 

interferón normalmente regulada por la señalización de los TLR (59). Además, la 

proteína HBx multifuncional puede inhibir la degradación de las proteínas virales 
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basada en el proteosoma, reduciendo así la presentación del antígeno del VHB y 

disminuyendo la respuesta antiviral del huésped. Este mecanismo posiblemente 

contribuyen al establecimiento y / o mantenimiento de la persistencia viral, mientras 

que la expresión de la proteína polimerasa del VHB suprime la producción de la 

proteína de respuesta primaria de diferenciación mieloide MYD88, que es crucial 

para la señalización de TLR (65, 66). 

 Las proteínas precore o HBeAg pueden generar tolerancia viral regulando 

negativamente la expresión de TLR2 en hepatocitos, células de Kupffer y monocitos 

periféricos de pacientes durante la enfermedad positiva para HBeAg (67) y regulando 

negativamente las moléculas coestimuladoras CD28 en linfocitos T citotóxicos (CTL) 

específicos de HBV y CD86 en monocitos de sangre periférica y células de Kupffer 

en el hígado (68). En particular, en la infección crónica por el VHB, la frecuencia y la 

función de las células T específicas del VHB tanto periféricas como intrahepáticas 

son inversamente proporcionales al nivel de ADN circulante del VHB (69). Además, 

estas respuestas de células T reducidas se acoplan a la presencia sostenida de altos 

niveles de antígenos virales, por lo tanto, conducen al agotamiento progresivo y la 

disfunción de las células T específicas de VHB (70). 

II.5. Diagnóstico virológico 

Para poder detectar, diagnosticar y luego tratar con precisión a los pacientes 

infectados con el VHB, es necesario comprender las pruebas de diagnóstico 

actuales, las cuales pueden dividirse en pruebas que detectan marcadores 

serológicos de la infección y pruebas que detectan marcadores moleculares (71). 

II.5.1. Diagnóstico serológico 

Los diferentes antígenos y anticuerpos detectables en el suero de los individuos 

infectados por el VHB, constituyen los marcadores serológicos. Dado que la infección 

por este virus puede ser subclínica y existen portadores asintomáticos, la 

determinación de estos marcadores es la clave para el diagnóstico. El estudio de la 

presencia de los marcadores es necesario para determinar la etapa de la infección y 

evaluar la infectividad del paciente (72, 73). 
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Durante la infección por VHB se detectan cuatro sistemas de antígenos-anticuerpos: 

HBsAg / anti-HBsAg; antígenos pre-S y sus anticuerpos; HBcAg / anti-HBcAg y 

HBeAg / anti-HBeAg, sin embargo, en los sistemas comerciales disponibles, 

empleados rutinariamente para el diagnóstico, se evalúan HBsAg / anti-HBsAg; 

HBcAg / anti-HBcAg y HBeAg / anti-HBeAg. En el Anexo 1 se muestran los 

marcadores serológicos empleados en el diagnóstico de la infección por el VHB (74, 

75). 

II.5.2. Diagnóstico molecular: Cuantificación del ADN del VHB 

La detección cualitativa o cuantitativa del ADN del VHB constituye el marcador 

molecular de diagnóstico del VHB por excelencia. Su positividad en suero indica 

replicación viral activa y se detecta con técnicas de hibridación, ADN ramificado, 

Reacción en cadena de la polimerasa (RCP) (15) y amplificación mediada por 

transcripción (TMA, de las siglas en inglés Transcription Mediated Amplification) (76). 

Los métodos precisos para detectar y cuantificar el ADN del VHB son esenciales 

para diagnosticar infecciones agudas y crónicas, guiar decisiones de tratamiento, 

evaluar la respuesta al tratamiento y determinar el riesgo de complicaciones 

relacionadas con el VHB. Históricamente, se utilizaban ensayos de hibridación para 

estimar los niveles de ADN del VHB en muestras de sangre, pero su nivel de 

sensibilidad era subóptimo. Los ensayos basados en amplificación, como la RCP, 

detectan el ADN del VHB con mayor especificidad (99%) y sensibilidad (95%) y 

límites de cuantificación de hasta 10 UI/mL (18). 

La OMS estableció el empleo de estándares internacionales para el ADN del VHB 

(EI) para la calibración de reactivos y equipos de referencia utilizados en técnicas de 

amplificación de ácidos nucleicos del VHB. El empleo de estos EI permitió la 

comparación del ADN del VHB entre diferentes laboratorios y ensayos. Gracias a lo 

cual, en la actualidad existen varios ensayos comerciales aprobados para la 

cuantificación del ADN del VHB (Tabla II.2). Sin embargo, el alto costo y la necesidad 

de equipos especializados limitan la accesibilidad de estos ensayos en entornos con 

recursos limitados (72). 
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Tabla II.1. Ensayos comerciales para la cuantificación del ADN del VHB. 

Ensayo Técnica de amplificación y 
detección 

Límite inferior de 
cuantificación.  

Cobas AmpliPrep/ Cobas 
TaqMan HBV test, versión 

2.0 

RCP tiempo real 20 UI/mL 

Abbott Real-Time HBV 
Assay 

RCP tiempo real 10 UI/mL 

VERSANT HBV DNA 1.0 
Assay (kPCR) 

RCP tiempo real 64 UI/mL 

Artus HBV QS-RG Kit RCP tiempo real 10 UI/mL 

Aptima HBV Quant Assay TMA 10 UI/mL 

* TMA; de las siglas en inglés Transcription Mediated Amplification. RCP: reacción en 

cadena de la polimerasa. 

Durante la infección aguda por VHB, el ADN del VHB es el único marcador durante el 

período de ventana de la infección, lo cual es de elevada importancia  para el cribado 

de sangre y órganos de donantes (77, 78). El uso de pruebas de ácido nucleico 

sensibles permite el diagnóstico temprano de la infección, reduciendo el tiempo de la 

infección por VHB después de la exposición de un promedio de aproximadamente 32 

días (tiempo para la detección del HBsAg) a 15 días (ADN-VHB detectado) (79). 

Además, las pruebas de ADN del VHB pueden confirmar la viremia en pacientes con 

infección crónica pero con mutaciones del gen S (que codifica el HBsAg), lo cual 

afecta la precisión diagnóstica de los ensayos serológicos estándares (es decir, 

mutantes de escape de diagnóstico) (80). 

La cuantificación del ADN del VHB constituye un criterio imprescindible para instaurar 

y monitorear el tratamiento de los pacientes con infección crónica por VHB. Las 

pautas actuales sugieren la terapia antiviral para pacientes con niveles elevados de 

ALT y niveles de ADN del VHB de 2000 a 20,000 UI / ml, así como en aquellos con 

ADN del VHB en cualquier nivel detectable en presencia de cirrosis, ya que el ADN 

del VHB puede ser un marcador de replicación y es el principal objetivo de la terapia 
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antiviral (81, 82). Esta táctica se basa en datos que demuestran una fuerte relación 

entre los niveles altos de ADN del VHB y el desarrollo futuro de cirrosis y CHC (83). 

La supresión del ADN del VHB a un nivel indetectable en las pruebas se asocia con 

un riesgo reducido de cirrosis, CHC y descompensación (84). Los pacientes que 

reciben tratamiento con análogos de nucleósidos (ANs) deben someterse a pruebas 

de ADN del VHB para evaluar la respuesta al tratamiento y guiar el tratamiento. La 

imposibilidad de suprimir el ADN del VHB para alcanzar niveles indetectables al 

sexto mes de tratamiento con telbivudina y lamivudina o al cabo de 12 meses de 

tratamiento con adefovir (todos estos fármacos tienen una barrera de resistencia 

baja) se asocia con un mayor riesgo de resistencia terapéutica. Por lo tanto, 

generalmente se recomienda el uso de un agente más potente al que el virus no es 

resistente (81, 82). El nivel de ADN del VHB inicial o durante el tratamiento también 

predice la respuesta a la terapia con peginterferón (85, 86).  

II.5.3. Nuevos marcadores en el diagnóstico del VHB 

El ADN circular covalentemente cerrado (ADNccc) constituye un molde 

transcripcional para el VHB. Durante la infección por el VHB, este se acumula en el 

núcleo celular de los hepatocitos, actuando como molde para la transcripción de los 

genes virales. Considerando la larga vida media de los hepatocitos, el aclaramiento 

de los reservorios de ADNccc de las células infectadas parece ser precisamente el 

factor limitante de la eliminación del VHB, ya que éstos persisten a pesar de las 

reducciones experimentadas en los niveles séricos de ADN viral, como la provocada 

por el tratamiento, y parecen ser los responsables de la replicación viral tras el final 

del mismo (87, 88). 

Dado que el ADN del VHB se suprime a niveles bajos en la mayoría de los pacientes 

en terapia con ANs, el nivel de ADN del VHB no refleja con precisión los niveles de 

producción de ADNccc, ARN o antígeno viral en el hígado de los pacientes tratados. 

Otros grupos han estudiado el papel del ARN del VHB como posible biomarcador 

(89). Dado que el ARNm existe en un estado inestable en el suero, se cree que la 

mayor parte del ARN del VHB que se encuentra en el suero es ARN pregenómico. 

Estudios anteriores han sugerido que la medición del ARN del VHB puede ser útil 
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para predecir la seroconversión de HBeAg en pacientes en terapia con NA y merece 

una evaluación adicional (90). 

Por otra parte, el antígeno relacionado con el núcleo de la hepatitis B (HBcrAg) es un 

nuevo indicador que mide una secuencia de aminoácidos común al HBeAg y al 

antígeno del núcleo de la hepatitis B (HBcAg), así como una supuesta proteína 

precore de 22 kDa. Dado que la positividad de HBcrAg se correlaciona con los 

niveles de ADN del VHB intrahepático y ARN pregenómico (ARNpg) entre los 

pacientes en tratamiento con ANs, el HBcrAg puede ser un buen marcador sérico de 

la actividad transcripcional activa del ADNccc del hígado (91), cuanto más alto sea el 

nivel de HBcrAg antes de interrumpir el tratamiento con ANs, mayor será el riesgo de 

reactivación de la hepatitis, lo que refleja un posible papel del HBcrAg en la 

replicación viral residual durante la terapia con ANs (92, 93). 

II.6. Manifestaciones clínicas e historia natural de la enfermedad 

Las manifestaciones clínicas del VHB tienen un amplio rango de presentaciones, 

dependiendo de factores virales y del hospedero: subtipo del virus, características 

genéticas del huésped, estado inmunológico en el momento de la infección, carga 

viral, vía de entrada del inóculo entre otros (94). El espectro de manifestaciones 

clínicas, va desde el estado de portador asintomático hasta la hepatitis crónica, 

cirrosis y CHC. Cerca de un 90-95% de los adultos infectados se recuperan de la 

infección, pero existen individuos que se mantienen infectados persistentemente 

(95). 

II.6.1. Hepatitis B aguda 

El período de incubación de la hepatitis B aguda es de 1 a 4 meses tras la infección. 

La presentación clínica varía, pudiendo manifestarse como una infección 

asintomática en dos tercios de los pacientes, una hepatitis ictérica y muy raramente 

ocurre un fallo hepático fulminante (96). La presentación de los síntomas y el 

progreso de la enfermedad dependen de la edad a la que se adquiere la infección 

(97). El cuadro clínico de la enfermedad se caracteriza por presencia de fiebre, 

artralgias y erupciones que pueden ocurrir en el período prodrómico, seguido de 
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síntomas inespecíficos, anorexia, náuseas, ictericia y malestar en el cuadrante 

superior derecho. Los síntomas clínicos coinciden con las alteraciones bioquímicas. 

El diagnóstico bioquímico de la hepatitis B aguda se caracteriza por elevación de la 

concentración de alanina aminotransferasa (ALT) y bilirrubina en suero. Los valores 

de ALT en la hepatitis B aguda son normalmente superiores a 500 UI/ml, y mayores 

que los niveles de AST (aspartato aminotransferasa). El fallo hepático fulminante es 

la complicación más grave de la hepatitis B aguda y ocurre en <0,5% de los 

pacientes (96, 98). 

II.6.2. Hepatitis B crónica 

La hepatitis B aguda puede evolucionar a hepatitis crónica (HC) con tasas muy 

variables dependiendo de la edad en el momento de la infección y de la vía de 

transmisión (99). La mayoría de los casos de hepatitis B crónica (HBC) ocurre en 

poblaciones endémicas como resultado de la transmisión perinatal y horizontal en 

etapas tempranas de la vida (96). 

El HBsAg aparece en el suero a las 2-10 semanas tras la exposición a VHB y 

normalmente desaparece a los 4-6 meses. La persistencia del HBsAg tras 6 meses 

se usa para definir la transición a hepatitis crónica. No todos los pacientes con 

infección crónica por VHB tienen hepatitis crónica (97). 

La nueva nomenclatura para los estados crónicos de VHB se basa en dos 

características claves de la cronicidad: infección y hepatitis. Los términos 

previamente utilizados para las fases de la infección crónica por el VHB eran; fase de 

inmunotolerancia, fase de aclaramiento inmune o  inmunoreactiva, fase de portador 

inactivo y fase de escape inmune o hepatitis crónica. Estos han sido reemplazados 

por los términos Infección crónica por VHB HBeAg positivo, Hepatitis B crónica con 

HBeAg positivo,  Infección crónica con HBeAg negativo y Hepatitis B crónica con 

HBeAg negativo, respectivamente. Cada una de las fases de la hepatitis B crónica se 

asocia con unos patrones característicos de ALT, niveles de ADN del VHB, estado 

del HBsAg, histología hepática y respuesta a la terapia antiviral (Tabla II.1). Las 

distintas fases de la infección no son esenciales ni estáticas y la transición entre las 

distintas fases es dinámica (81).  
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Tabla II.2. Características serológicas y clínicas de las distintas fases de la hepatitis 

B crónica. Adaptada de EASL 2017 (81).  

 HBeAg positivo HBeAg negativo 

IC HC IC HC 

Nomenclatura 
antigua 

Inmunotolerancia Inmunoreactiva Portador 
inactivo 

Hepatitis 
Crónica 

HBsAg alto alto/ intermedio bajo intermedio 

HBeAg positivo positivo negativo negativo 

Carga viral >107UI/mL 104-107UI/mL <2000UI/mL >2000 UI/mL 

ALT normal elevada normal elevada 

Daño 
hepático 

no / escaso leve / severo no leve / severo 

*IC: Infección crónica, HC: Hepatitis crónica. 

En aquellas fases donde puede ocurrir daño hepático, existe una probabilidad 

elevada de progresión a cirrosis y CHC (100). 

II.6.3. Infección oculta por VHB 

La infección oculta se caracteriza por la ausencia de antígeno de superficie en suero 

(HBsAg negativo) y la presencia de anti-HBc, con o sin anticuerpos detectables 

frente al HBsAg. La fase se define como la presencia de ADN detectable en un 

paciente con HBsAg no cuantificable. En algunos casos esto se debe a la presencia 

de un antígeno de superficie modificado que no se detecta con los métodos 

comerciales. Sin embargo, en la mayoría de los casos se debe a la fuerte supresión 

de la expresión viral. La mayoría de estos pacientes tienen una cantidad muy 

pequeña de ADN de VHB en suero. El aclaramiento del HBsAg previo a la aparición 

de cirrosis se asocia a un mínimo riesgo de progresión de la enfermedad (cirrosis, 

descompensación hepática o CHC) y a una mejor supervivencia. Sin embargo, si la 

cirrosis se desarrolla antes de desaparecer el HBsAg del suero, el riesgo de CHC 

persiste (81, 101). 

II.6.4. Complicaciones de la hepatitis B crónica 

La progresión de la hepatitis B crónica a enfermedades hepáticas graves, como el 

carcinoma hepatocelular, está determinada por las características genéticas del 

huésped, así como factores virales y ambientales (102). Las principales 
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complicaciones de la hepatitis B crónica (HBC) son la cirrosis, la descompensación 

hepática y el hepatocarcinoma (103) Las manifestaciones extrahepáticas también 

pueden ocurrir. Entre el 15% y el 40% de los individuos con HBC van a desarrollar 

secuelas hepáticas  a lo largo de su vida, con un mayor riesgo en hombres. Se ha 

visto que niveles de ADN de VHB de >2000 UI/ml suponen un riesgo para la 

progresión clínica de la enfermedad a cirrosis y a carcinoma hepatocelular (CHC) 

(104, 105). 

II.7. Epidemiología 

II.7.1. Prevalencia mundial 

La distribución de la infección crónica por el VHB varía sustancialmente en el mundo. 

La prevalencia de la infección crónica por el VHB es más alta en el Pacífico 

occidental (6,2% o 115 millones de personas tienen una infección crónica por el 

VHB) y en las regiones africanas (6,1% o 60 millones de personas). La región del 

Mediterráneo Oriental tiene una prevalencia bastante alta (3.3% o 21 millones de 

individuos); La prevalencia es menor en las regiones de Asia sudoriental (2,0% o 39 

millones de personas) y europeas (1,6% o 15 millones de personas) y es más baja 

en las regiones de América del Norte y del Sur (0,7% o 7 millones de personas) 

(106). Estos datos de prevalencia son fundamentales para estimar la carga de 

enfermedad del VHB y para orientar las políticas regionales de salud (107). 

La epidemiología de la infección por el VHB ha evolucionado sustancialmente desde 

la década de 1980 debido a la vacuna contra la hepatitis B ampliamente utilizada y 

los cambios demográficos como resultado de la migración de la población (108). Sin 

embargo, a pesar del advenimiento de vacunas eficaces, así como de otras medidas 

de control de enfermedades, incluida la terapia antiviral, la infección por VHB sigue 

siendo un grave problema de salud global. La OMS estimó en 2015 que 257 millones 

de personas (3.5% de la población mundial) están infectadas crónicamente con HBV 

(106), la mayoría de las cuales nacieron antes del uso generalizado de la vacuna. El 

número de niños infectados ha disminuido desde la introducción del programa 

ampliado de vacunación promovido por la OMS; en 2015, solo aproximadamente el 

1.3% de los niños <5 años desarrollaron infección crónica en todo el mundo. La 
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región africana de la OMS todavía tiene una alta prevalencia de infección crónica por 

hepatitis B en niños, debido a la baja cobertura de la vacunación contra el VHB y la 

alta carga viral (y, por lo tanto, el aumento de la infectividad) en mujeres 

embarazadas (106, 109, 110). 

II.7.2. Epidemiología molecular 

Los genotipos del VHB presentan una distribución geográfica característica. Algunos 

de ellos son ubicuos, como el genotipo A, que está presente en el noroeste de 

Europa, Norte América y África Central, y el genotipo D, que pese a estar presente 

en todo el mundo es más prevalente en el área Mediterránea, Este Medio y sur de 

Asia (111). Los genotipos B y C se encuentran solo en Asia,  el genotipo E en África 

subsahariana y el F en América del Sur y América Central. El genotipo G se ha 

encontrado en Francia y Estados Unidos, mientras que el genotipo H parece 

encontrarse solamente en América Latina, principalmente en México (112, 113). 

Además, recientemente, fueron reportados dos nuevos genotipos, I y J, encontrados 

en pacientes de China, India, Vietnam y Japón (114). La caracterización de 

diferentes genotipos de VHB en poblaciones determinadas puede tener importancia 

epidemiológica, ya que el genotipo de VHB generalmente refleja su país de origen y, 

por lo tanto, puede usarse para rastrear patrones de transmisión; como tal, el 

genotipo del VHB de un inmigrante generalmente es consistente con su país de 

origen (115). 

En Cuba, la variante genotípica que predomina es la A, a diferencia de otros países 

de la región (116).  

II.7.3. Transmisión 

Se han descrito varias vías de transmisión del VHB, las cuales incluyen el contacto 

con fluidos corporales contaminados, siendo la de mayor importancia el contacto con 

la sangre y otros hemoderivados. La transmisión del VHB puede ocurrir tanto por vía 

vertical (117), es decir de madres a hijos durante el parto, como de forma horizontal. 

La vía parenteral también está involucrada, por compartir agujas u otros objetos 

punzantes como en los drogadictos, el uso de piercing y tatuajes (118). Además, 
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existen grupos poblacionales que tienen riesgo laboral de exposición al VHB. En 

estos casos la transmisión puede ocurrir por una inoculación accidental con 

pequeñas cantidades de sangre u otros fluidos contaminados, durante los 

procedimientos médicos o paramédicos (119). Hoy en día, los contagios por 

transfusiones sanguíneas o trasplantes de órganos son extremadamente raros, ya 

que ambos donantes siempre son sometidos a los análisis serológicos pertinentes 

antes de realizar estos procedimientos (120). Por otro lado, actualmente la mayoría 

de los contagios con el VHB son por vía sexual (121, 122). 

II.7.4. Grupos de riesgo 

A pesar de que el VHB puede afectar a todas las poblaciones existen personas que 

debido a su entorno o modo de vida tienen mayores probabilidades de ponerse en 

contacto con el mismo, estos son los conocidos como los grupos de riesgo. Este 

grupo está conformado por las personas que no están vacunadas, los hombres que 

tiene sexo con otros hombres, los heterosexuales que practican la poligamia(123). 

Se ha observado que los hombres que tienen sexo con hombres tienen una elevada 

prevalencia  de los marcadores del VHB, con respecto al resto de la población (124). 

Aunque la transmisión entre personas heterosexuales es también importante, ya que 

la proporción de transmisión entre personas no inmunizadas alcanza un 40%. Otro 

grupo de riesgo importante son los trabajadores de la salud, esto se debe 

fundamentalmente a que se encuentran expuestos a los fluidos corporales de los 

pacientes infectados. Otros grupos, sumamente importante, son los pacientes 

hemodializados y hemofílicos (125, 126). Por último pero no menos importante, los 

hijos de madres positivas al HBsAg, los cuales tienen una elevada probabilidad no 

solo de ser infectados con el virus, sino de desarrollar hepatitis crónica y CHC (119, 

127).  

II.8. Tratamiento y prevención 

II.8.1. Terapia antiviral y criterio de tratamiento 

El objetivo final del tratamiento a largo plazo de la hepatitis B crónica es mejorar la 

supervivencia evitando la progresión a cirrosis e impidiendo el desarrollo de 
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descompensación hepática, CHC y muerte. Este objetivo se consigue suprimiendo la 

replicación viral de forma mantenida. La infección por el VHB no puede ser 

erradicada por la persistencia de ADN circular covalentemente cerrado (ADNccc) en 

el núcleo de los hepatocitos. Otros objetivos adicionales de la terapia antiviral son 

prevenir la transmisión madre-hijo, la reactivación de la hepatitis B y prevenir y tratar 

las manifestaciones extrahepáticas asociadas a VHB (56). 

Actualmente, existen dos opciones principales de tratamiento para los pacientes con 

hepatitis B: tratamiento con ANs o con interferón alfa (IFNα), actualmente pegilado 

(Peg IFNα). Los ANs aprobados incluyen principalmente la lamivudina (LAM), 

adefovir dipivoxil (ADV), entecavir (ETV), telbivudine (TBV), tenofovir disoproxil 

fumarato (TDF) y tenofovir alafenamida (TAF). Pueden clasificarse en los que tienen 

una baja barrera a la resistencia al VHB (LAM, ADV, TBV) y los que presentan una 

alta barrera a la resistencia (ETV, TDF, TAF). La principal ventaja de los tratamientos 

con ANs de alta barrera a la resistencia, es su alta eficacia antiviral a largo plazo que 

lleva a una carga viral indetectable en la mayoría de pacientes y su buen perfil de 

seguridad. Los ANs se pueden usar de forma segura en todos los pacientes y son la 

única alternativa de tratamiento en pacientes con enfermedad hepática 

descompensada, trasplantados de hígado, pacientes con manifestaciones 

extrahepáticas, hepatitis B aguda o exacerbación severa de la hepatitis crónica. 

También son la única opción para prevenir la reactivación del virus en pacientes 

inmunodeprimidos y para prevenir la transmisión en pacientes con alta viremia. La 

alta barrera a la resistencia junto a otros factores ya mencionados previamente, hace 

que el Entecavir y el Tenofovir sean las mejores opciones para tratar la hepatitis B 

crónica (81). Concretamente, la resistencia primaria al Entecavir se detecta 

solamente en el 1% de los pacientes (128). 

La indicación de tratamiento es la misma para los pacientes HBeAg positivo y HBeAg 

negativo, y debe basarse en la combinación de 3 criterios: 

 Valores de ALT. 

 Niveles de ADN-VHB. 

 Lesión hepática valorada por biopsia hepática y/o elastometría.  
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Las indicaciones de tratamiento también deben tener en cuenta la edad del paciente, 

el estado de salud, el riesgo de transmisión y la historia familiar de CHC, cirrosis y 

manifestaciones extrahepáticas (81, 82). 

II.8.2. Prevención y control de la infección por el VHB 

La prevención y control de la infección crónica del VHB se ha convertido en una alta 

prioridad internacionalmente. Depende de una adecuada educación a la población 

sobre los patrones y vías de transmisión, fundamentalmente en los grupos de mayor 

riesgo (129). 

Desde principios de 1980 se desarrolló eficientemente una vacuna contra el VHB, la 

cual puede prevenir la infección con una respuesta adecuada en el 95% de las 

personas vacunadas (130). Los objetivos de eliminación de la OMS incluyen una 

cobertura completa del 90% de la vacunación contra el VHB, una reducción de la 

prevalencia de HBsAg en niños menores de 5 años al 0,1% y, finalmente, una mejora 

en las tasas de tratamiento al 80% para 2030 (131). 

Actualmente las vacunas empleadas en la inmunoprofilaxis del VHB son vacunas 

obtenidas mediante tecnología del ADN recombinante. Entre las más destacadas se 

encuentran ENGERIX®-B, producida por la GlaxoSmithKline que es una 

farmacéutica británica (132) y Twinrix que es producida por una farmacéutica de 

EE.UU (133).  

En nuestro país se produce la vacuna Heberbiovac HB, vacuna de subunidades 

virales no infecciosas, a partir del HBsAg (134), la cual se emplea en el protocolo de 

inmunización nacional. El esquema de vacunación recomendado con la vacuna 

Heberbiovac HB es de tres dosis, pero se ha observado que se puede lograr una 

protección eficiente al administrar dos dosis de esta vacuna (135). 

Para reducir la trasmisión de madres a hijos la OMS recomienda la administración 

tanto de la vacuna como de la inmunoglobulina contra el VHB (IgHB), en las primeras 

24 horas del nacimiento; lo cual reduce la transmisión del virus a los niños entre un 

90% y un 98%. Los niños que sus madres son positivas al HBeAg, tienen un riesgo 

elevado de desarrollar hepatitis crónica, incluso después de ser vacunados, y aunque 
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la administración de la IgHB a los recién nacidos de madres HBeAg negativas no le 

reduce la probabilidad de desarrollar una hepatitis crónica, puede prevenir el fallo 

hepático infantil (136). 

La hepatitis B se considera una infección de transmisión sexual (ITS) por lo que otro 

método para su prevención y control es el uso de preservativos durante las 

relaciones sexuales, así como el mantenimiento de relaciones estables, seguras y 

duraderas o la abstinencia sexual (122). Además, dado que el VHB también se 

trasmite por vía parenteral la OMS recomienda la correcta esterilización de agujas, 

en los sitios donde se realizan tatuajes o se colocan piercing; así como evitar el 

consumo de drogas intravenosas (137). 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

III.1. Diseño y universo del estudio 

Se realizó un estudio observacional con componente analítico, para evaluar los 

indicadores de desempeño de dos sistemas de RCP-TR comercializados por el CIE. 

Tanto el estuche SUMASIGNAL VHB (un paso) como el estuche Hepatitis B Viral 

DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence Probing) permiten 

la detección y cuantificación del ADN-VHB para el diagnóstico in vitro. 

Para la evaluación de ambos estuches se emplearon 156 muestras de suero, 

caracterizadas previamente y conservadas a -80oC, en el Laboratorio Nacional de 

Referencia de Hepatitis Virales del Instituto de Medicina Tropical Pedro Kourí 

(LNRHV-IPK) y en el Instituto de Gastroenterología. Las muestras se recibieron en 

dichos laboratorios desde diferentes hospitales y regiones del país durante el periodo 

de 2016-2018, para el diagnóstico del VHB y otras infecciones de etiología viral. 

Para la aplicación clínica del ensayo SUMASIGNAL VHB (un paso), se estudiaron 50 

muestras de suero recibidas en el LNRHV-IPK entre enero y octubre de 2020, y que 

fueron enviadas al laboratorio desde diferentes hospitales y regiones del país para la 

determinación de la carga viral del VHB. Estas 50 muestras correspondieron a 

pacientes con hepatitis B crónica en estudio (25 muestras), mujeres embarazadas (4 

muestras), hijos de madres positivas al HBsAg (5 muestras), pacientes 

hemodializados (12 muestras) y coinfectados con el Virus de la Hepatitis C (VHC) y/o 

el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) (4 muestras).  

Las muestras de suero y las variables de estudio se clasificaron siguiendo un 

procedimiento de operacionalización estándar que se describe en la Tabla III.1. 
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Tabla III.1. Operacionalización de las variables.  

Variables Tipo Escala Descripción 

Especificidad clínica  
 

Cuantitativa 
continua 

1-100 Proporción de muestras 
negativas (no reactivas) 
correctamente identificadas por 
la prueba empleada. Se expresa 
como el porcentaje de 
negatividad real. 

Especificidad analítica 
(reactividad cruzada) 

Cuantitativa 
continua 

1-100 Capacidad de un método 
analítico para medir exacta y 
específicamente el analito sin 
interferencias. Capacidad de la 
prueba para detectar solamente 
la presencia del VHB, para lo 
cual está diseñada. Se expresa 
como porcentaje de 
especificidad. 

Carga viral de VHB 
por el estuche 
Hepatitis B Viral DNA 
Quantitative 
Fluorescence 
Diagnostic Kit (PCR- 
Fluorescence Probing) 
del CIE 

Cuantitativa 
continua 

Valor numérico en 
UI/mL 

Valor de la carga viral 
determinado por el estuche 
estuche Hepatitis B Viral DNA 
Quantitative Fluorescence 
Diagnostic Kit (PCR- 
Fluorescence Probing) del CIE, 
según la referencia de 
estándares de concentración 
conocida. 

Carga viral de VHB 
por el estuche 
SUMASIGNAL VHB 
(un paso) del CIE 

Cuantitativa 
continua 

Valor numérico en 
UI/mL 

Valor de la carga viral 
determinado por el estuche 
SUMASIGNAL VHB (un paso) 
del CIE, según la referencia de 
estándares de concentración 
conocida. 

Coeficiente de 
correlación de 
Pearson (r) 

Cuantitativa 
continua 

No hay asociación = 0 
 

Negativa, entre 0 y – 1 
 

Positiva, entre 0 y 1 

Es una prueba que mide la 
relación estadística entre dos 
variables continuas. Se expresa 
como un valor numérico absoluto 
entre -1 y +1.  

Carga viral de VHB 
por el estuche 
comercial Artus HBV 
RG PCR kit de Qiagen, 
Alemania. 

Cuantitativa 
continua 

Valor numérico en 
UI/mL 

Valor de la carga viral 
determinado por el estuche 
Artus HBV RG PCR kit de 
Qiagen, Alemania, según la 
referencia de estándares de 
concentración conocida. 

Coeficiente de 
correlación y 
concordancia de Lin 
(CCC) 

Cuantitativa 
continua 

Casi perfecta > 0.99 
Sustancial 0.95 - 0.99 
Moderada 0.90 – 0.95 

Pobre < 0.90 

Es una prueba que mide la 
concordancia estadística entre 
dos  métodos o instrumentos que 
miden variables continuas. Se 
expresa como un valor numérico 
absoluto entre -1 y +1. 
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III.2. Técnicas y procedimientos 

III.2.1. Muestras clínicas 

Para la evaluación se conformaron dos paneles de sueros bien caracterizados por 

sistemas comerciales, que se conservaron en condiciones adecuadas (-80oC) hasta 

su utilización. Un panel estuvo constituido por 80 muestras para la evaluación del 

estuche SUMASIGNAL VHB (un paso) (Tabla III.2) y otro por 76 muestras para 

evaluar el estuche Hepatitis B Viral DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit 

(PCR- Fluorescence Probing) (Tabla III.3). 

Tabla III.2. Panel de sueros empleados en la evaluación del estuche SUMASIGNAL 

VHB (un paso). 

Clasificación de las muestras 

Número 
de 

muestras Observaciones 

Positivas 

 ADN-VHB 
cuantificable 

 HBsAg positivo  

50 Carga viral > 377.47 UI/mL* 

Negativas 

 No detección del 
ADN-VHB 

 HBsAg negativo 

20 - 

 No detección del 
ADN-VHB 

  HBsAg negativo  

 Positivas a otros 
agentes 
patógenos 

10  

** 
Virus de la Hepatitis A (2) 
Virus de la Hepatitis C (2) 
Virus de las Hepatitis E (1) 

Virus de la Inmunodeficiencia 
Humana (2) 

Citomegalovirus (2) 
Virus Dengue (1) 

Subtotal de negativas  30 
 

Total 80  
Fuente: Bases de datos del LNRHV-IPK y Laboratorio del IGE. *Límite inferior de detección 

del estuche SUMASIGNAL VHB (un paso). **Agentes patógenos que pueden provocar 

cuadros clínicos similares al del VHB, coinfecciones o comparten las vías de transmisión. 
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Tabla III.3. Panel de sueros empleado en la evaluación del estuche Hepatitis B Viral 

DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence Probing). 

Clasificación de las muestras 

Número 
de 

muestras Observaciones 

Positivas 

 ADN-VHB 
cuantificable 

 HBsAg positivo  

40 Carga viral > 10 UI/mL*  

Negativas 

 No detección del 
ADN-VHB 

 HBsAg negativo 

20 - 

 No detección del 
ADN-VHB 

  HBsAg negativo  

 Positivas a otros 
agentes 
patógenos 

16 

** 
Virus de la Hepatitis C (4) 
Virus de Epstein-Barr (1) 

Virus de la Inmunodeficiencia 
Humana (2) 

Citomegalovirus (4) 
Virus del Herpes Simple (4) 

Trypanosoma cruzi (1) 

Subtotal de negativas  36 
 

Total 76  
Fuente: Bases de datos del LNRHV-IPK y Laboratorio del IGE.*Límite inferior de detección 
del estuche Hepatitis B Viral DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- 
Fluorescence Probing). **Agentes patógenos que pueden provocar cuadros clínicos similares 
al del VHB, coinfecciones o comparten las vías de transmisión. 

Las 90 muestras positivas al ADN-VHB,  seleccionadas para la evaluación de los 

estuches SUMASIGNAL VHB (un paso) y  Hepatitis B Viral DNA Quantitative 

Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence Probing), se analizaron 

previamente por los estuches COBAS® TaqMan® HBV Test v2.0 (Roche 

Diagnostics, EE.UU), Artus RG HBV PCR kit (Qiagen, Alemania) y una RCP-TR 

normalizada y evaluada con anterioridad en el LNRHV-IPK (20). Dichas muestras 

abarcaron todo el rango lineal de cuantificación de los ensayos, desde 5.0E+02 a 

5.0E+09 UI/mL y desde 20 UI / mL y 2.0E+09 UI / mL, respectivamente para cada 

uno de los ensayos evaluados. 
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III.2.2. Estándares Internacionales de la OMS 

Para determinar la exactitud y linealidad de los ensayos evaluados, se emplearon 

dos estándares internacionales (EI), de la OMS para las técnicas de amplificación de 

ácidos nucleicos del VHB. Dichos EI son producidos por el Instituto Nacional de 

Estándares Biológicos y Controles (NIBSC, del Inglés: National Institute for Biological 

Standards and Controls, Reino Unido), y fueron suministrados por el CIE para el 

proceso de evaluación externa.  

Para evaluar la exactitud y linealidad del estuche SUMASIGNAL VHB (un paso) se 

utilizó el tercer EI de la OMS, NIBSC código 10/264. Este estándar es genotipo A2 

serotipo adw2 y posee una concentración de 850 000 UI/mL (~5,93 log10 UI/mL), 

cuando se reconstituye en 0.5 mL de agua libre de nucleasas (138). Por otra parte, 

para evaluar la exactitud y linealidad del estuche HBV-PCR Probing, se utilizó el 

cuarto EI de la OMS, NIBSC código 10/266. Este EI es genotipo A2 serotipo adw2, al 

igual que el anterior, y posee una concentración de 955 000 UI/mL cuando se diluye 

en 0,5 mL de agua libre de nucleasas (139). 

III.3. Evaluación de los indicadores del desempeño 

Se determinaron los indicadores del ensayo tales como especificidad clínica, 

especificidad analítica (reactividad cruzada), rango lineal o linealidad y exactitud, 

precisión intra-ensayo y comparación y concordancia con un ensayo de referencia 

(140). 

Especificidad clínica o diagnóstica 

Se determinó con el análisis de muestras negativas al AgHBs y al ADN-VHB. Se 

definió como la proporción de muestras negativas (ADN no detectable) 

correctamente identificadas por la prueba empleada. Se expresó como el porcentaje 

de negatividad en muestras donde el analito a determinar estuvo ausente.   

Especificidad analítica o reactividad cruzada 

Se determinó con el análisis de las muestras negativas al AgHBs y positivas a otros 

agentes infecciosos que pueden co-infectar junto al VHB o que poseen cuadros 

clínicos similares. Este análisis permitió evaluar la capacidad de la prueba para 
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detectar solamente el analito deseado, en este caso el ADN-VHB, sin que interfiriera, 

en su correcto desempeño, la presencia de otros agentes infecciosos en la muestra 

clínica. 

Para evaluar la concordancia entre los resultados observados y los esperados se 

utilizaron tablas de contingencia. 

III.3.1. Linealidad, exactitud y precisión 

Se determinó utilizando el tercer y cuarto EI, para los ensayos SUMASIGNAL VHB 

(un paso) y HBV-PCR Probing, respectivamente de acuerdo a los siguientes 

procedimientos: 

Para evaluar los indicadores de linealidad y exactitud del ensayo SUMASIGNAL VHB 

(un paso), se utilizó el tercer EI diluido en 0,250 mL de agua libre de nucleasas, para 

obtener una concentración de 1,70E+06 UI/mL. Se realizaron diluciones seriadas en 

base 10 hasta 1:1000 con suero negativo, con 5 réplicas de cada una y se incluyó 

además el estándar puro. La precisión intra-ensayo se calculó con el EI en cuatro 

diluciones, desde 1,70E+06 UI/mL hasta 1,70E+03 UI/mL, para asegurar diferentes 

concentraciones de ADN, con 5 réplicas de cada una. Este experimento se realizó el 

mismo día.  

Para determinar los indicadores de linealidad y exactitud del ensayo HBV-PCR 

Probing se utilizó el cuarto EI diluido en 0,5 mL de agua libre de ARNasas, para 

obtener una concentración de 9,55 E+05 UI/mL. Se realizaron diluciones seriadas, en 

base 10 hasta 1:1000 con suero negativo,  con 5 réplicas de cada una. No se incluyó 

el estándar puro. La precisión se calculó con el EI en cuatro diluciones, UI/mL, con 5 

réplicas de cada una. Al igual que con el ensayo SUMASIGNAL VHB (un paso), 

estos indicadores se evaluaron en un mismo día. 

III.3.2. Estudio de comparación entre los ensayos de RCP-TR evaluados y un 

ensayo de referencia (Artus HBV RG PCR Kit) 

Para validar los ensayos evaluados fue necesaria la comparación de los resultados 

con los obtenidos por un ensayo de referencia. En este caso se empleó el estuche 

comercial Artus HBV RG PCR Kit (Qiagen, Alemania), el cual es una prueba de RCP-
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TR para la detección cuantitativa de ADN-VHB que cuenta con licencia y validación 

de la FDA (del Inglés, Food and Drugs Administration Agency) y la OMS para el 

diagnóstico in vitro. 

Para el estudio de comparación se analizaron paralelamente, por el método evaluado 

y el de referencia, muestras positivas al ADN-VHB que abarcaron todo el rango lineal 

de cuantificación de los ensayos evaluados. Para ello se determinó la carga viral de 

50 muestras positivas con el estuche SUMASIGNAL VHB (un paso) y 40 muestras 

positivas para HBV-PCR Probing. Los resultados obtenidos para las muestras 

analizadas por cada método se compararon con los del estuche de referencia Artus 

HBV RG PCR Kit (Qiagen, Alemania). 

Para la comparación con el ensayo de referencia, la extracción del ADN-VHB se 

realizó utilizando el estuche QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Alemania) de 

forma manual, según instrucciones del fabricante. Para la cuantificación del ADN se 

utilizó el estuche Artus HBV RG PCR Kit (Qiagen, Alemania) según instrucciones del 

fabricante. El programa de la RCP-TR se configuró en el equipo Rotor Gene Q 

(Qiagen, Alemania) según la descripción del manual del estuche. 

III.3.4. Extracción y cuantificación del ADN-VHB para la evaluación de los 

estuches comerciales 

III.3.4.1. Ensayo SUMASIGNAL VHB (un paso) 

III.3.4.1.1 Procedimiento técnico 

El procedimiento técnico se realizó según las indicaciones de los fabricantes. Se 

trabajó en áreas separadas para la preparación de los reactivos, el procesamiento de 

las muestras y la amplificación y análisis de los resultados. 

Preparación de los reactivos 

En el área de preparación de los reactivos se colocaron los componentes del ensayo 

a temperatura ambiente (20 - 25 °C), para su uso posterior en la mezcla de RCP, 

lista para el uso. La misma se preparó a partir de la solución maestra de RCP a 

razón de 40 μL (38 μL/prueba) + la mezcla de enzimas polimerasas (2 μL/prueba) + 
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control interno (0,25 μL/prueba). Se incluyeron en los cálculos los controles (negativo 

y positivo) y las referencias cuantitativas en UI/mL (A=4.0E+07, B=4.0E+06, 

C=4.0E+05, D=4.0E+04).   

Procesamiento de las muestras clínicas 

Los controles negativo y positivo, las referencias cuantitativas y las muestras se 

centrifugaron y procesaron en ese orden.  Se aplicaron 5 μL de la solución de lisis en 

cada tubo de RCP y posteriormente se añadieron 5 μL del control negativo, el control 

positivo, las referencias cuantitativas (A-D) y el resto de las muestras, 

respectivamente. Luego se incubaron los tubos durante 10 minutos a temperatura 

ambiente (20 - 25 ºC). Finalmente se adicionaron 40 μL de la mezcla de RCP lista 

para el uso en cada tubo, se centrifugaron 30 segundos a 2000 rpm a temperatura 

ambiente, para eliminar burbujas y se transfirieron los tubos al área de amplificación 

y análisis.  

Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 

Para la reacción de amplificación se empleó el programa que se describe en la Tabla 

III.4.  

Se colocaron los tubos en el equipo de RCP (SLAN-96P, Shanghai Hongshi Medical 

Technology Co., Ltd, Shanghai, China) y se realizaron los pasos para su 

manipulación, siguiendo las instrucciones del fabricante. Los controles, las 

referencias cuantitativas y las muestras se ubicaron en la posición correcta. Luego se 

seleccionaron los controles del ensayo (negativo y positivo) y se introdujeron los 

valores de concentración de las referencias cuantitativas en UI/mL (A=4.0E+07, 

B=4.0E+06, C=4.0E+05, D=4.0E+04).  
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Tabla III.4. Programa de la RCP-TR para realizar la amplificación de  ADN-VHB 

mediante el ensayo SUMASIGNAL VHB (un paso).  

Parámetros Tiempo (hh:mm:ss) Temperatura 
(oC) 

Reacción de la enzima 
UNG 

00: 02:00 50 

Activación Taq 
polimerasa 

00:02:00 94 

Amplificación (45 ciclos) 

Desnaturalización 00:00:05 94 

Hibridación, extensión y 
lectura de fluorescencia* 

00:00:30 57 

Enfriamiento 00:00: 10 25 
Fuente: Instructivo del estuche SUMASIGNAL VHB (un paso) para equipo de RCP SLAN 
96P.* Canal FAM para evaluar el ADN-VHB. Canal HEX o VIC para evaluar el control interno 
y la referencia pasiva ROX. 

III.3.3.1.2. Control de calidad 

Para determinar que los resultados de la prueba fueron válidos, se comprobó el 

cumplimiento de los requerimientos del control de calidad descritos por el fabricante: 

 Control negativo: No se muestra un valor de Ct (valor de corte del umbral de 

fluorescencia, del Inglés: Cut off threshold); pero su control interno debe ser 

positivo (Ct ≤ 40). 

  Control positivo-VHB: Su concentración debe estar en el rango de 1,26E+05 a 

1,26E+06 UI/mL. 

 Referencias cuantitativas-VHB (A, B, C y D): Todas deben resultar positivas y 

el coeficiente de correlación de la curva estándar r debe ser ≥0,98. 

III.3.4.1.3. Límite de detección  

El límite inferior de detección de la prueba es 377,47 UI/mL. El Ct de referencia para 

el control interno es 40.  

III.3.4.1.4. Interpretación de los resultados 

Para las muestras que son detectadas con valores entre 5,0E+02 y 5,0 E+09 UI/mL y 

la curva de amplificación tiene forma de “S”, los resultados de la prueba son 

confiables y pueden ser informados. Las muestras detectadas con valores >5,0E+09 
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UI/mL y la curva de amplificación tiene forma de “S”, se informa como “>5,0E+09 

UI/mL” (si se necesita una cuantificación precisa, se recomienda diluir la muestra y 

volver a evaluarla). Las muestras detectadas con valores ≥ 377,47 UI/mL y < 500 

UI/mL (entre el límite inferior de detección y el límite inferior de cuantificación), la 

curva de amplificación tiene forma de “S” y el control interno es positivo (Ct ≤ 40), 

significa que la muestra tiene una carga viral muy baja. En este caso el resultado de 

la prueba se informa como “muestra positiva, no cuantificable”. Para las muestras 

detectadas con valores < 377,47 UI/mL, con control interno positivo (Ct ≤ 40), se 

informa que el ADN-VHB está por debajo del límite inferior de detección de la prueba. 

Si el control interno es negativo (Ct > 40) o no se muestra un valor de Ct, el resultado 

es no válido y se debe repetir la prueba. 

III.3.4.2 Aplicación del ensayo SUMASIGNAL VHB (un paso) a muestras clínicas 

Para la aplicación del estuche diagnóstico SUMASIGNAL VHB (un paso) a muestras 

clínicas, se incluyeron 50 muestras de suero frescos para su diagnóstico virológico. 

Para estas muestras se realizaron todos los procedimientos de transporte, 

conservación, almacenamiento y extracción de ADN descritos anteriormente para la 

ejecución del ensayo de evaluación del estuche SUMASIGNAL VHB (un paso). Su 

aplicación se evaluó a ciegas y a la inversa, ya que los resultados obtenidos se 

confirmaron posteriormente contra la RCP-TR evaluada y normalizada del LNRHV-

IPK, que emplea la plataforma LightCycler 1.5 de Roche (Roche Diagnotics, EE.UU). 

III.3.4.3. Ensayo Hepatitis B Viral DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit 

(PCR- Fluorescence Probing) 

III.3.4.3.1. Procedimiento técnico 

El procedimiento técnico se realizó según las indicaciones de los fabricantes. Se 

trabajó en áreas separadas para la preparación de los reactivos, el procesamiento de 

las muestras y la amplificación y análisis de los resultados, al igual que para el 

ensayo SUMASIGNAL VHB (un paso). 
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Preparación de los reactivos 

En el área de preparación de los reactivos se colocaron los componentes del ensayo 

a temperatura ambiente (20 - 25 °C), para su uso posterior. Todos los componentes 

del ensayo, soluciones de extracción y mezcla de RCP se prepararon teniendo en 

cuenta la cantidad de muestras a evaluar, los controles (negativo y positivo) y las 

referencias cuantitativas (A=5.0E+06, B=5.0E+05, C=5.0E+04, D=5.0E+03). 

La Solución 2 de extracción de ADN se preparó a razón de 100 μL/prueba + (0,4 

μL/prueba) de control interno. Los componentes se mezclaron por inversión, evitando 

la formación de burbujas. En esta área también se preparó la mezcla de RCP, este 

paso se realizó durante los 15 minutos de secado en el procesamiento de las 

muestras. La mezcla se preparó a partir del reactivo Mezcla de RCP (49 μL/prueba) 

+ enzima (1 μL /prueba).   

Procesamiento de las muestras clínicas 

Los controles negativo y positivo, las referencias cuantitativas y las muestras se 

centrifugaron y procesaron en ese orden.   

Se prepararon e identificaron correctamente los tubos de 1,5 mL estériles y se 

adicionaron 300 μL de Solución 1 de extracción de ADN en cada tubo. Luego se 

adicionaron, a los tubos identificados anteriormente, 200 μL de: control negativo, 

control positivo, referencias cuantitativas (A-D) y muestras respectivamente, se 

agitaron por 10 segundos (vórtex) y centrifugaron a 2000 rpm por no más de 10 

segundos. Posteriormente se adicionaron 100 μL de la mezcla de la Solución 2 de 

extracción de ADN previamente preparada (en el área de preparación de los 

reactivos) a cada tubo. Se agitó por 10 segundos en vórtex y se incubó a 

temperatura ambiente durante 10 minutos, luego se centrifugaron los tubos a 2000 

rpm por no más de 10 segundos. 

Se colocaron los tubos  en un separador magnético por tres minutos y pasado este 

tiempo, se aspiró cuidadosamente la solución. Luego se adicionaron 600 μL de 

Solución 3 de extracción de ADN-VHB y 200 μL de Solución 4 de extracción de ADN 

en cada tubo, se agitaron los tubos durante 5 segundos (vórtex). Se centrifugaron  10 

segundos a 2000 rpm y se colocaron nuevamente en el separador magnético por tres 
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minutos. Una vez aspirada y desechada la Solución 4, se centrifugaron los tubos 

durante 5 segundos a 2000 rpm y se aspiró nuevamente la solución residual, con 

cuidado de no arrastrar el material oscuro adherido a la pared del tubo. 

Luego se adicionaron 50 μL de la mezcla de RCP en cada tubo y se diluyó el material 

oscuro del fondo con la mezcla, el cual se aspiró y descargó en un tubo de RCP de 

0,2 mL. Luego se transfirieron al área de amplificación y análisis.  

Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 

Para la reacción de amplificación se empleó el programa que se describe en la Tabla 

III.4.  

Tabla III.4. Programa de la RCP-TR para realizar la amplificación del  ADN-VHB del 

ensayo Hepatitis B Viral DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- 

Fluorescence Probing). 

Parámetros Tiempo (hh:mm:ss) Temperatura 
(oC) 

Reacción de la enzima 
UNG 

00: 02:00 50 

Activación Taq 
polimerasa 

00:02:00 95 

Amplificación (45 ciclos) 

Desnaturalización 00:00:15 95 

Hibridación, extensión y 
lectura de fluorescencia* 

00:00:30 58 

Enfriamiento 00:00: 10 25 
Fuente: Instructivo del estuche SUMASIGNAL VHB (un paso) para equipo de RCP SLAN 
96P.* Canal FAM para evaluar el ADN-VHB. Canal HEX o VIC para evaluar el control interno 
y la referencia pasiva ROX. 

Se colocaron los tubos en el equipo de RCP (SLAN-96P, Shanghai Hongshi Medical 

Technology Co., Ltd, Shanghai, China) y se realizaron los pasos para su 

manipulación siguiendo las instrucciones del fabricante. Los controles, las referencias 

cuantitativas y las muestras se ubicaron en la posición correcta. Luego se 

seleccionaron los controles del ensayo (negativo y positivo) y se introdujeron los 

valores de concentración de las referencias cuantitativas en copias/mL (A=5.0E+06, 

B=5.0E+05, C=5.0E+04, D=5.0E+03).  
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III.3.4.3.2. Control de calidad 

Para determinar que los resultados de la prueba fueron válidos, se comprobó el 

cumplimiento de los requerimientos del control de calidad descritos por el fabricante: 

 Control negativo: No se muestra un valor de Ct; pero su control interno debe 

ser positivo (Ct ≤ 40). 

 Control positivo-VHB: Su concentración debe estar en el rango de 1.58E+02~ 

1.58E+03 UI/mL. 

 Referencias cuantitativas-VHB (A, B, C y D): Todas deben resultar positivas y 

el coeficiente de correlación de la curva estándar r debe ser ≥0,98. 

III.3.4.3.3. Límite de detección  

El límite inferior de detección de la prueba es 10 UI/mL. El Ct de referencia para el 

control interno es 40. 

III.3.4.3.4. Interpretación de los resultados 

Para las muestras que son detectadas entre 20 UI / mL y 2.0E + 09 UI / mL, los 

resultados de la prueba son confiables y se pueden informar. Las muestras que se 

detectan con carga viral > 2.0E + 09 UI / mL, se informa que es > 2.0E + 09 UI / ml. 

Si se requiere la cuantificación precisa, se debe diluir la muestra 1000 veces y volver 

a evaluarla. Para las muestras que se detectan ≥ 10 UI / mL y <20 UI / mL y el control 

interno es positivo (valor de Ct ≤ 40), significa que el virus tiene muy baja carga, y se 

informa que "el resultado de la prueba es solo de referencia".  Para las muestras que 

se detectan <10 UI / ml, y el control interno es positivo (valor de Ct ≤ 40), se debe 

informar que el ADN-VHB está por debajo del límite inferior de detección del ensayo. 

Si el control interno no es normal (valor de Ct> 40 o no aparece valor de Ct), 

entonces el resultado de la detección de la muestra no es válido. 

III.4. Análisis estadístico 

Para el análisis de los resultados se confeccionó una base de datos en Microsoft 

Excel y se realizaron los cálculos con los valores de las concentraciones de ADN-

VHB transformados en log10. Se calcularon medidas de estadística descriptiva a 
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partir de la distribución de frecuencias absolutas y relativas expresadas en tablas de 

contingencia. Para el cálculo de la especificidad clínica y analítica de los estuches 

diagnósticos se empleó la aplicación LabCalc 1.0.1. Se calculó el coeficiente de 

correlación de Pearson (r) y el análisis de regresión lineal para los ensayos de 

exactitud y linealidad con el EI. Para evaluar la precisión intra-ensayo se determinó el 

promedio, la desviación estándar (DE) y el coeficiente de variación (CV= 

(DE/Promedio) x 100) para cada concentración evaluada del EI dentro de un mismo 

ensayo. Para comparar el método a evaluar con el ensayo de referencia Artus HBV 

RG PCR Kit (Qiagen, Alemania), se determinó el coeficiente de correlación de 

Pearson  y la concordancia inter-ensayo, mediante el empleo del método gráfico de 

Bland-Altman y el cálculo del coeficiente de correlación de concordancia de Lin, El 

análisis de los resultados cuantitativos se realizó empleando el paquete estadístico 

GraphPad Prism 5.0.1, utilizando un intervalo de confianza (IC) del 95% y tomando 

como estadísticamente significativos aquellos resultados donde se obtuvieron valores 

de p< 0.05. 

III.5. Aspectos éticos de la investigación 

El presente estudio se desarrolló según las normas de la Declaración de Helsinki 

(141) y las Guías Éticas Internacionales para estudios biomédicos en sujetos 

humanos (CIOMS, del inglés, Council for International Organizations of Medical 

Sciences) (142).  En el presente estudio se utilizaron muestras de suero enviadas al 

LNRHV-IPK y del Instituto de Gastroenterología, para el diagnóstico molecular del 

VHB, por lo que los pacientes ya fueron tratados por los especialistas que solicitaron 

dicho diagnóstico en su momento. Por tal razón la información obtenida del estudio 

no es relevante para su atención  y seguimiento, que ya está en curso. Se utilizaron 

las muestras enumeradas, respetando la identidad de las mismas. Sin embargo, los 

pacientes incluidos en el ensayo de aplicación clínica de la prueba SUMASIGNAL 

VHB, recibieron el diagnóstico molecular de la infección, permitiendo su correcta 

evaluación clínica y seguimiento por parte de especialistas en gastroenterología. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En la historia natural de la hepatitis B y su evolución hacia la cronicidad, la 

progresión de la enfermedad hepática se encuentra estrechamente relacionada con 

factores de origen viral y del huésped (143); de todos ellos, quizás el factor más 

importante sea sin duda, el mantenimiento de una replicación viral activa en el 

paciente infectado. Por tanto, la utilización de marcadores moleculares, que como la 

carga viral son indicadores directos de la replicación viral y permiten su 

cuantificación, es primordial para el manejo de los pacientes infectados por el virus 

(15, 144).  

La cuantificación de la carga viral constituye un elemento esencial para caracterizar 

el estado en que se encuentra la infección, así como para evaluar el riesgo de 

desarrollo de cirrosis y CHC. Se plantea que puede existir una relación directa entre 

este riesgo y el nivel de carga viral al momento del inicio del seguimiento clínico de 

los pacientes, o con el mantenimiento de niveles altos de replicación durante este 

estadio clínico. Por esta razón, la carga viral constituye el mejor predictor de la 

progresión a cirrosis y CHC, y esta progresión es además, proporcional a los niveles 

de carga viral (145-147). Esta relación hace imprescindible la determinación de la 

carga viral durante el seguimiento de los pacientes infectados, empleando métodos 

de cuantificación del ADN-VHB específicos, precisos y confiables, como son los 

ensayos de RCP-TR. 

IV.1. Indicadores de desempeño de los estuches SUMASIGNAL VHB y Hepatitis 

B Viral DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence 

Probing) 

Al determinar la especificidad clínica y analitítica (o reactividad cruzada) de los 

estuches SUMASIGNAL VHB (un paso) y Hepatitis B Viral DNA Quantitative 

Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence Probing) estas mostraron 

excelentes resultados, como se muestra en la Tabla IV.1.  
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Tabla IV.1. Especificidad clínica y analítica de los estuches SUMASIGNAL VHB (un 

paso) y Hepatitis B Viral DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- 

Fluorescence Probing). 

Parámetros SUMASIGNAL VHB 

N=80 

HBV Probing 

N=76 

Especificidad clínica (%) 

[IC 95%] 

100% 

[79,95% - 99,54%] 

100% 

[79,95% - 99,54%] 

Especificidad analítica 

[IC 95%] 

100% 

[65,55% - 99,08%] 

100% 

[75,93% - 99,43%] 

Especificidad total 

[IC 95%] 

100% 

[85,87% - 99,70%] 

100% 

[87,99% - 99,75%] 

Fuente:* Resultados de la investigación. 

Los resultados de la Tabla IV.1 muestran, que en todos los casos se obtuvieron los 

resultados esperados, es decir, que todas las muestras evaluadas para la 

especificidad de los ensayos, resultaron negativas al VHB (no mostraron valor de Ct) 

y el control interno se detectó como positivo (Ct ≤ 40) en todos los casos. 

En cuanto a la especificidad analítica o reactividad cruzada, los estuches evaluados 

revelaron la capacidad de discernir entre otros patógenos distintos al VHB presentes 

en la muestra, que comparten las vías de transmisión o pueden causar con-

infecciones con el VHB, evitando así el diagnóstico de falsos positivos. 

Los resultados obtenidos en esta investigación concuerdan con los estudios 

publicados por otros autores, que avalan que la cuantificación del ADN-VHB es 

crucial en el manejo de la enfermedad. Particularmente, cuando se trata de la 

evaluación de la respuesta al tratamiento y la detección de mutantes virales 

desarrolladas durante la terapia antiviral. Dichas variantes pueden dar lugar a 

fenotipos negativos del HBsAg y del HBeAg (marcador de replicación viral activa) 

(148), provocando de forma indirecta un incremento de los casos de hepatitis B 

oculta (149, 150).  

En el presente estudio no se determinó la sensibilidad analítica para definir el límite 

inferior de detección de los ensayos, pues se tuvo en cuenta la referencia de este 
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valor indicada por los fabricantes. Estudios realizados en 2019 por Armas-Cayarga y 

cols., durante la evaluación interna del estuche SUMASIGNAL VHB (un paso) 

definieron el límite de detección de ADN-VHB  de este ensayo en un intervalo de 

confianza del 95%. Para ello, emplearon el tercer EI para el VHB con código 10/264, 

(NIBSC, Reino Unido) y el método de análisis PROBIT (www.probit.com). El ensayo 

de sensibilidad mostró que el límite inferior de detección fue de 377,47  IU/mL (IC 

95%; 267,03 – 689,95 IU/mL) (151).  

El límite inferior de detección de SUMASIGNAL VHB (un paso), es elevado (2,58 

Log10 IU/mL), esto puede deberse a varias cuestiones, principalmente al volumen de 

muestra clínica de partida. Este aspecto influye en la sensibilidad de la técnica, ya 

que según lo informado en la literatura, la sensibilidad de las técnicas de 

amplificación de ácidos nucleicos del VHB no dependen solamente de la eficiencia 

de los métodos de detección y amplificación utilizados. También dependen en gran 

medida del volumen de muestra y la eficiencia del proceso de extracción (79, 152). 

En el estuche SUMASIGNAL VHB (un paso), el volumen de muestra empleado es 

muy pequeño, solamente 5 μL, además de que no incluye un proceso de purificación 

del ADN. Estos aspectos hacen que el sistema tenga un elevado límite de detección, 

lo cual constituye una limitación del estuche. 

IV.1.2. Estudio de la precisión y linealidad de los métodos evaluados frente a 

Estándares Internacionales (EI) 

En los ensayos realizados para determinar la exactitud y precisión, llevados a cabo 

con el tercer y cuarto EI de la OMS para la evaluación de los estuches 

SUMASIGNAL VHB (un paso) y Hepatitis B Viral DNA Quantitative Fluorescence 

Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence Probing) respectivamente, se lograron resultados 

satisfactorios. Como se observa en la  Tabla IV.2, se obtuvo una diferencia entre los 

Log10, esperado y observado, de menos de 0,5 en todas las diluciones, con un 

coeficiente de correlación, para ambos ensayos, mayor de 0,99.  
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Tabla IV.2. Comparación entre los títulos esperados de las diluciones del EI y los 

títulos obtenidos con los estuches SUMASIGNAL VHB (un paso) y Hepatitis B Viral 

DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence Probing). 

 
 

Estuche 
(EI evaluado) 

Título 
esperado 
(UI/mL) 

Log10 
esperado 

Media log10 

observado 
(5 réplicas) 

Diferencia 
log10 

esperado 
vs 

observado 
(exactitud) 

Coeficiente 
de 

correlación 
(r) 

p<0,001 

 
 
 

SS- VHB 
(Tercer EI) 

1,70E+06 6,23 5,94 0,29  
 
 

r=0,9977 

1,70E+05 5,23 5,06 0,17 

1,70E+04 4,23 4,12 0,11 

1,70E+03 3,23 2,95 0,28 

 
 

HBV- Probing 
(Cuarto EI) 

3,50E+05 5,54 5,59 0,05 
 
 
 

r=0,9999 
3,5E+04 4,54 4,55 0,01 

3,5E+03 3,54 3,58 0,04 

3,5E+02 2,54 2,66 0,12 

Fuente: Resultados de la investigación. Estudio de exactitud de los estuches evaluados frente a los 

EI. EI: Estándar Internacional.SS-VHB: SUMASIGNAL VHB (un paso); HBV- Probing: Hepatitis B Viral 

DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence Probing) 

En la evaluación de los indicadores de linealidad y precisión se emplearon el tercer y 

cuarto EI, debido a que estos estándares son obtenidos a partir del ADN-VHB de un 

plasma positivo al subgenotipo A2. Este es altamente frecuente en la población 

cubana (84,9%), de acuerdo a lo informado en un estudio filogenético y genotípico 

del VHB en Cuba, realizado en 2015 por Rodriguez y cols. (153). 

Para evaluar la precisión intraensayo se determinó la media, la desviación estándar y 

el coeficiente de variación, para las concentraciones del EI incluidas dentro de un 

mismo ensayo. Estos parámetros se evaluaron para el Log10 de los títulos de ADN-

VHB. Para el estuche SUMASIGNAL VHB (un paso), el rango de concentraciones 

analizadas estuvo  entre 1,70E+03 y 1,70E+06 UI/mL. Mientras que para el ensayo 

Hepatitis B Viral DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence 

Probing), el rango fue desde 3,50E+02 hasta 3,50E+05 UI/mL. El CV fue menor del 

3% para ambos ensayos (Tabla IV.3).  
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Tabla IV.3. Resultados de la determinación de la precisión intraensayo de los 

estuches evaluados con los EI para cuantificar el ADN-VHB. 

 

Estuche 

(EI) 

Concentración de 

ADN-VHB 

(UI/mL)/Log10 

(esperado) 

Log10 de la concentración de  

ADN-VHB (observado) 

Promedio  DE  CV (%) 

 

 

SS- VHB 

(Tercer EI) 

1,70E+06/6,23 5,94 0,058 0,99 

1,70E+05/5,23 5,06 0,064 1,27 

1,70E+04/4,23 4,12 0,032 0,79 

1,70E+03/3,23 2,95 0,081 2,75 

 

HBV- Probing 

(Cuarto EI) 

3,50E+05/5,54 5,59 0,013 0,24 

3,5E+04/4,54 4,55 0,082 1,81 

3,5E+03/3,54 3,58 0,050 1,40 

3,5E+02/2,54 2,66 0,032 1,19 

Fuente: Resultados de la investigación. Estudio de precisión intraensayo de los estuches evaluados 

frente a los EI. EI: Estándar Internacional. DE: Desviación estándar, CV Coeficiente de Variación SS-

VHB: SUMASIGNAL VHB (un paso); HBV- Probing: Hepatitis B Viral DNA Quantitative Fluorescence 

Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence Probing)  

La utilización de los EI de ADN-VHB de la OMS, son reconocidos como los reactivos 

de referencia para las técnicas de detección de ácidos nucleicos. Estos EI permiten 

la obtención de resultados más precisos y robustos, y su uso ha resuelto el problema 

en la normalización de los ensayos cuantitativos, al unificar los resultados en UI/mL 

(139, 154, 155). Además, ha permitido comparar y armonizar resultados entre 

diferentes laboratorios y diferentes ensayos para el establecimiento de límites 

regulatorios y guías de tratamiento (155). 

En el presente estudio no se obtuvieron diferencias significativas entre los Log10 

esperados, con relación a los observados, sin superar diferencias de más de 0,5 

Log10 (valor de corte empleado para evaluar una diferencia clínicamente 

significativa). Este resultado brinda seguridad en el diagnóstico, al apuntar que la 

variabilidad de los resultados de la prueba no pueda ser confundida como un cambio 

de la carga viral del paciente (156). 
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Lograr una buena precisión es esencial en los ensayos de cuantificación de ácidos 

nucleicos. Se plantea que en los ensayos de RCP-TR se puede lograr un CV de 1-3 

% (157).  

Los CV intraensayo, obtenidos al evaluar los estuches SUMASIGNAL VHB (un paso) 

y Hepatitis B Viral DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence 

Probing), oscilaron entre 0,79 y 2,75% y entre 0,24 y 1,81%, respectivamente. Estos 

indicadores demuestran que ambos ensayos son precisos y con mínima dispersión 

de los resultados, al realizar réplicas (n=5) del tercer y cuarto EI de la OMS, en 

diferentes concentraciones. Estos valores de CV obtenidos en la evaluación de la 

precisión de los ensayos son muy similares a los informados por Rodriguez-Lay y 

cols. Estos autores evaluaron la precisión intra e interensayo de una metodología de 

RCP-TR casera, para cuantificar el ADN-VHB, utilizando la plataforma Light Cycler 

1.5  (Roche Diagnostics, EE.UU). En el estudio obtuvieron CV de 0,16 a 1,45% y de 

0,9 a 2,62%, respectivamente (20). Los valores fueron similares a los informados por 

otros investigadores nacionales e internacionales (18, 151, 158). 

Por otra parte, el análisis de la regresión lineal en el rango de concentraciones 

evaluadas para los EI, mostró excelente linealidad con coeficientes de determinación 

(R2), mayores de 0,99 para ambos estuches (Figura IV.1). 

En la Figura IV.1A y IV.1B, se observa que todos los puntos evaluados indicaron una 

línea recta, lo cual revela que conociendo al menos un par de valores (resultado 

esperado) se puede predecir el resultado (observado) perfectamente. Este aspecto 

es crucial en el caso de métodos cuantitativos, ya que al aplicar el ensayo para la 

cuantificación del ADN-VHB en muestras clínicas, el cálculo de las cargas virales se 

realizará automáticamente a partir de una recta de regresión. Dicho cálculo se realiza 

en función de los estándares conocidos, razón por la cual es sumamente importante 

que el ensayo presente buena linealidad en el rango dinámico de cuantificación que 

exhibe. 

Los resultados obtenidos con respecto a este parámetro son comparables con los de 

varios autores (159-161), que han obtenido valores para el coeficiente de regresión 

lineal por encima de 0,99 en los ensayos de linealidad de métodos para la 
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cuantificación del ADN-VHB, definiendo este criterio como imprescindible en su 

evaluación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

               

Figura IV.1. Estudio de linealidad entre los resultados esperados del EI y la media de 

los resultados obtenidos con el estuche; A. SUMASIGNAL VHB (un paso); B. 

Hepatitis B Viral DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence 

Probing). 

IV.1A 

IV.1B 
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IV.1.3. Estudio de comparación entre los estuches SUMASIGNAL VHB (un 

paso) y Hepatitis B Viral DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- 

Fluorescence Probing) con el sistema comercial de referencia cuantitativa 

Artus HBV RG PCR (Qiagen, Alemania) 

Para el estudio de comparación con un sistema de referencia, en este caso el 

estuche comercial de cuantificación de carga viral del VHB Artus HBV RG PCR 

(Qiagen, Alemania), se seleccionaron 50 muestras positivas y cuantificables para el 

estuche SUMASIGNAL VHB (un paso) y 40 muestras con iguales características 

para el estuche Hepatitis B Viral DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- 

Fluorescence Probing). 

Los resultados obtenidos para ambas comparaciones fueron satisfactorios. En el 

caso de las muestras cuantificadas por el primer estuche SUMASIGNAL VHB (un 

paso) con respecto el sistema Artus; el 50% (25/50) de las muestras tuvieron 

diferencias de Log10≤ 0,5. El 26 % (13/50) mostraron una diferencia de logaritmo 

entre 0,51 y 1. En el 14 % (7/50) la diferencia estuvo entre ˃1 y 1,5; mientras que 

solo en el 10% (5/50) de las muestras analizadas se obtuvieron diferencias de 

Log10˃1,5.  

Para las muestras empleadas en la comparación entre el estuche HBV-Probing y el 

estuche comercial Artus; en el 40% (16/40) se obtuvieron diferencias de Log10 ≤0,5. 

El 47,5% (19/40) tuvo una diferencia de logaritmo de entre 0,5 y 1. En el  2,5% (1/40) 

las diferencias de Log10 estuvieron entre 1 y 1,5; mientras que en el 10% (4/40) de 

las muestras se detectaron diferencias de logaritmo mayores de 1,5 (Figura IV.2).  

Desde el punto de vista clínico y para la toma de decisiones sobre el manejo de la 

enfermedad en los pacientes, las diferencias mayores de 0,5 Log10 entre 

cuantificaciones de carga viral en un mismo sujeto, son consideradas significativas y 

serían indicativas de un cambio de conducta terapéutica. Es por ello que al ensayar 

metodologías diferentes de cuantificación, aplicadas a una misma muestra clínica, 

las diferencias mayores de  0,5 Log10, se consideran negativas en el proceso de 

evaluación de una técnica. 
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Al comparar los resultados obtenidos por los estuches SUMASIGNAL VHB (un paso) 

y Hepatitis B Viral DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence 

Probing), con el ensayo de referencia, el 76% y el 87,5% de las muestras clínicas 

mostraron resultados con diferencias Log10 ≤ 1, respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.2. Comportamiento de las diferencias entre los logaritmos de las cargas 

virales obtenidas entre los ensayos evaluados SUMASIGNAL VHB (un paso) y 

Hepatitis B Viral DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence 

Probing), y el sistema de referencia cuantitativa Artus HBV RG PCR (Qiagen, 

Alemania). 

Si bien las diferencias logarítmicas de 0,5 Log10 son las calificadas dentro del 

intervalo de tolerancia clínica, ya que según Pawlotsky y cols. las diferencias en este 

rango se deben a la variabilidad intrínseca de la muestras o entre los pacientes (162) 

las diferencias que se encuentran en el rango de 0,5 a 1 continúan siendo 

aceptables, ya que los cambios en los niveles de ADN-VHB para predecir la 

respuesta virológica temprana o el desarrollo de cepas resistentes a los fármacos, se 

basan generalmente en diferencias de carga viral dentro de 1 Log10 (163). 
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Braun y cols. informaron resultados similares en un estudio multicéntrico realizado en 

el 2017. Los investigadores compararon los resultados obtenidos por el sistema 

Hepatitis B assay-DxN VERIS Molecular Diagnostics System (Beckman Coulter, 

Brea, CA, EE.UU) con el mismo ensayo de referencia empleado en el presente 

estudio, el sistema Artus HBV RG PCR (Qiagen, Alemania). Obtuvieron que más del 

85% de los valores mostraban diferencias de Log10 ≤ 1 (19). A diferencia de lo 

obtenido en el presente estudio, Braun y cols. encontraron que más del 50% de los 

resultados con diferencias de     Log10 > 1, tenían valores menores de 3 Log10, lo cual 

los autores explican que pudiera estar relacionado con la diferencia entre los límites 

de detección entre los ensayos (164). En la presente investigación, los resultados 

con diferencias de Log10 > 1, mostraron valores mayores de 5 Log10, para ambos 

estuches. Esto pudiera estar relacionado de manera más directa con una mayor 

variabilidad de los resultados para las cargas virales por encima de E+05 UI/mL, que 

con las diferencias entre los límites de detección de los ensayos, ya que en los 

resultados obtenidos en el presente estudio se observó un comportamiento similar al 

cuantificar muestras con cargas virales por encima de E+05 UI/mL para ambos 

estuches evaluados, aun cuando el límite de detección para el sistema Hepatitis B 

Viral DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence Probing) es 

de 10 UI/mL (semejante al del Artus, utilizado como referencia), y para el estuche 

SUMASIGNAL VHB es de 377,47 UI/mL, el cual difiere en más de 1 Log10, con 

respecto al ensayo de referencia. 

Al evaluar la correlación de los métodos con el sistema de referencia Artus, el 

coeficiente de correlación de Pearson fue de 0,8882 para el ensayo SUMASIGNAL 

VHB (un paso) y de 0,9120 para Hepatitis B Viral DNA Quantitative Fluorescence 

Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence Probing), con una p<0,001 para ambos. Estos 

valores permitieron llegar a la conclusión que entre los métodos evaluados y el de 

referencia existe una fuerte correlación positiva. 

 En los diagramas de dispersión representados en las Figura IV.3, se muestran los 

resultados de la correlación entre los logaritmos de las cargas virales obtenidas por 



Resultados y Discusión   
 
 

51 
 

los métodos evaluados y el de referencia, mediante el cálculo del coeficiente de 

correlación de Pearson. 

 

 

Figura IV.3. Diagramas de dispersión obtenidos en el análisis de correlación entre el 

sistema de referencia cuantitativa Artus HBV RG PCR (Qiagen, Alemania) vs. A: 

SUMASIGNAL VHB (un paso) (r = 0,8883; p<0,05); B: Hepatitis B Viral DNA 

Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence Probing) (r = 0,9120; 

p<0,05). 

IV.3A 

IV.3B 
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Como se puede observar en las Figuras IV.3, el sentido de la recta evidenció la 

correlación positiva entre ambos métodos evaluados con el método de referencia, 

comentada con anterioridad, además se obtuvo una dispersión moderada de los 

datos, por lo que ambas variables revelaron una tendencia a aumentar de forma 

directamente proporcional. El coeficiente r de Pearson puede tomar valores entre 0 y 

1, por lo que un valor de r igual o cercano a 0,9; como los obtenidos en este estudio, 

representaría una asociación casi perfecta entre las cargas virales detectadas por 

ambos métodos.  

En un análisis de correlación,  mediante la ecuación de la recta, solo se estudia la 

magnitud, el sentido y la significación de la asociación lineal entre al menos dos 

variables, a diferencia de lo que se estudia en un análisis de regresión, en el que se 

modela la relación entre una variable dependiente y una o varias independientes. En 

la correlación no se asume ningún tipo de direccionalidad entre las variables que se 

vinculan, propiedad que es conocida como simetría. En consecuencia, un análisis de 

este tipo solo se basa en el cálculo del coeficiente de Pearson, para interpretar 

correctamente su magnitud y sentido (165). La medida de una misma variable (como 

la carga viral) en una misma muestra, por diferentes métodos, debe presentar un 

comportamiento igual o similar. 

Así, el coeficiente de Pearson mide la intensidad de la asociación lineal entre dos 

mediciones (correlación) pero no proporciona información acerca del acuerdo 

observado, ni sobre la presencia de diferencias entre las mediciones. 

Yeh y cols. en el 2014, informaron valores similares para el coeficiente de correlación 

de Pearson en un estudio en el que compararon el estuche Abbott RealTime HBV 

assay (Abbott Molecular Inc., Illinois, EE.UU.) con el COBAS® AmpliPrep/COBAS® 

TaqMan® HBV (Roche Diagnostics, EE.UU) para la cuantificación de las cargas 

virales del VHB (159). Asimismo, Lall y cols. en el 2019 obtuvieron una buena 

correlación (r=0,964), al evaluar el desempeño del estuche TRUPCR(®) (3B Black 

Bio Biotech, India Ltd.) de RCP-TR para la cuantificación de ADN-VHB, disponible 

comercialmente, frente al ensayo de referencia Artus HBV Real-time PCR (Qiagen, 

Alemania) (166).  
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Los resultados obtenidos en este trabajo también coinciden con los notificados por 

Lall y cols en el 2019, quienes obtuvieron un coeficiente de correlación de 0.946 al 

comparar el ensayo de RCP TRUPCR HBV Real-time (3B Black Bio Biotech, India 

Ltd) para la cuantificación del ADN-VHB en muestras clínicas con el estuche 

comercial  Artus HBV Realtime PCR (Qiagen, Germany) (167).  

IV.1.3.1. Análisis de la concordancia entre los métodos evaluados y el sistema 

de referencia cuantitativa Artus HBV RG PCR kit. 

En la evaluación de la utilidad de una prueba diagnóstica, se requiere valorar la 

reproducibilidad de los resultados o la concordancia de los mismos al compararla con 

otra prueba, que sea usada o no como patrón de oro de la entidad (140). Aun cuando 

el coeficiente de correlación de Pearson mide la probabilidad de establecer una 

ecuación lineal entre dos variables, en la que por cada cambio de unidad en una de 

ellas se espera un cambio de unidad (correlativo) en la otra, su uso no es adecuado 

para estimar la concordancia entre dos variables. Esto es debido a que se pueden 

obtener coeficientes de correlación de Pearson muy cercanos a la unidad, sin que 

exista concordancia alguna entre ellas, por lo que no aporta el criterio suficiente para 

determinar si un método es sustituible o intercambiable por otro (168). 

En el caso de métodos que determinan valores cuantitativos, el estadístico Kappa es 

insuficiente para evaluar la concordancia entre métodos, en estos casos la 

concordancia se determina empleando en coeficiente de correlación intraclase (CCI) 

o el coeficiente de correlación y concordancia de Lin (CCC). El CCI puede adquirir 

valores entre 0 y 1 y puede emplearse si hay más de una medida por el método o 

instrumento que se esté evaluando. Por su parte, el CCC adquiere valores entre -1 

(perfecta discordancia) a 1 (concordancia perfecta), y se puede determinar 

empleando observaciones simples de un fenómeno (168, 169). 

En el presente estudio, el análisis de concordancia entre los estuches evaluados y el 

sistema de referencia se llevó a cabo mediante la determinación del coeficiente de 

correlación y concordancia de Lin. Este arrojó valores de 0,76 y 0,88 al evaluar los 

estuches SUMASIGNAL VHB (un paso) y Hepatitis B Viral DNA Quantitative 
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Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence Probing), respectivamente, frente al 

sistema de referencia Artus, indicando una concordancia pobre entre los métodos 

evaluados y la prueba de referencia.  

Torres-Santos y cols. en el 2016 realizaron un estudio de normalización de una 

técnica de RCP-TR  casera y compararon los resultados obtenidos con los métodos 

de referencia Cobas Amplicor HBV y Cobas AmpliPrep/Cobas TaqMan HBV, 

empleando como indicadores los coeficientes de correlación de Pearson y los CCI. 

Para este último, los autores obtuvieron valores por encima de 0,98 (163). 

En el presente trabajo no se empleó el CCI debido a que para utilizar este indicador 

de concordancia es necesario, como se explicó anteriormente, trabajar con datos 

pareados de los valores analizados. En este caso, dos determinaciones de carga 

viral del VHB por cada muestra, determinados por cada uno de los métodos. No se 

contaba con dos determinaciones de la carga viral para cada muestra, razón por la 

cual se empleó el coeficiente de Lin. 

En esta investigación se evaluó además la concordancia de forma gráfica, 

empleando el método de Bland-Altman (170). Este análisis mostró una diferencia 

entre las medias de los métodos SUMASIGNAL VHB (un paso) y Artus de 0,34 Log10 

UI/mL. Se obtuvo que el 96% de las diferencias logarítmicas entre las muestras 

empleadas en la comparación, se encontraron entre -1,2 Log10 y 1,9 Log10, límites de 

concordancia estimados del análisis para un IC del 95% (Figura IV.4A).   

Por otra parte,  el análisis de la concordancia entre los métodos HBV Probing y Artus, 

mostró una diferencia  de 0,45 Log10 UI/mL, con el 90% de las muestras evaluadas 

entre los límites de concordancia (-0,9 Log10 – 1,9 Log10), para un IC del 95% (Figura 

IV.4B).  

Desde el punto de vista clínico, la concordancia adquiere importancia cuando se 

desea conocer si con un método o instrumento nuevo, se obtienen resultados 

equivalentes. De esta forma, eventualmente uno y otro puedan ser remplazados o 

intercambiados, ya sea porque uno de ellos es más sencillo o menos costoso, o 
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porque uno de ellos resulta más seguro para el paciente, entre otras razones que se 

determinan desde el punto de vista clínico (171). 

 

                                                     

Figura IV.4. Comparación entre el sistema de referencia cuantitativa Artus HBV RG 

PCR (Qiagen, Alemania) vs. A: SUMASIGNAL VHB (un paso); B: Hepatitis B Viral 

DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence Probing), 

empleando el método gráfico Bland-Altman para el análisis de la concordancia entre 

los ensayos.  

IV.4A 

IV.4B 
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Concluyendo, existe concordancia entre los valores de carga viral obtenidos por los 

estuches evaluados y el sistema de referencia, ya que las medias de las diferencias 

logarítmicas de las cargas virales obtenidas, por los ensayos evaluados y el ensayo 

de referencia resultaron menores de 0,5 y más del 90% de las muestras evaluadas 

con cada método se encontraron dentro de los límites de  concordancia de la prueba 

estadística. Por tanto, es posible emplear los estuches SUMASIGNAL VHB (un paso) 

y HBV Probing en el diagnóstico y seguimiento de pacientes con hepatitis B. 

En estudios realizados por Li y cols. en 2017,  donde evaluaron un método 

automático para la cuantificación de la carga viral del VHB, frente al sistema 

CAP/CTM v.2.0 de Roche (Roche Diagnostics, EE.UU), se informó que la diferencia 

entre las medias fue 0,06 Log10.  

Por otra parte, Madihi y cols. en 2020 al evaluar la concordancia por el método de 

Bland-Altman del ensayo Artus HBV QS-RGQ frente al ensayo comercial CAP/CTM 

HBV v2.0, informaron una diferencia muy similar en magnitud y sentido a la obtenida 

en el presente estudio (CAP/CTM v2.0 - Artus HBV QS - RGQ) =0.5717 log10 IU/mL 

(172). Sin embargo, en otra investigación realizada por Weber y cols. en el 2019, los 

autores informaron una diferencia negativa de      -0,054 Log10, entre las medias del 

ensayo Aptima HBV Quant Dx assay (Hologic, Inc.,  CA, EE.UU) evaluado frente al 

mismo sistema comercial (CAP/CTM v.2.0 de Roche) (158). La diferencias negativas 

por el método de Bland-Altman, indican una subestimación de las cargas virales por 

el método evaluado, lo cual es más riesgoso desde el punto de vista clínico, ya que 

pueden influir en la toma temprana de decisiones con respecto al inicio o cambio de 

la terapia antiviral. 

El empleo de métodos cuantitativos inadecuados, que no cumplan con los 

estándares de calidad requeridos para la cuantificación del ADN-VHB, podría afectar 

las decisiones terapéuticas durante el seguimiento clínico de pacientes infectados 

con el VHB. Esto se debe a que las directrices actuales para el tratamiento de la 

enfermedad crónica por el VHB, recomiendan el inicio de la terapia antiviral en los 

pacientes con VHB HBeAg negativos, con cargas virales superiores a 2,0 E+03 

UI/mL y para los pacientes con VHB HBeAg positivos, con cargas virales superiores 
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a 2,0 E+04 UI / mL, según las guías de tratamiento de la AASLD (82), por lo tanto, la 

carga viral es un criterio decisivo para el inicio del tratamiento antiviral. Cabe 

destacar que las decisiones de tratamiento se basan en múltiples factores. Además 

de la carga viral, se tienen en cuenta los niveles de algunas enzimas hepáticas como 

la ALT, la enfermedad hepática histológica, la edad, los antecedentes familiares y los 

antecedentes de tratamiento previo (71). 

IV.2. Aplicación del estuche SUMASIGNAL VHB (un paso) en muestras clínicas 

El estuche SUMASIGNAL VHB (un paso) se seleccionó para la aplicación en 

muestras clínicas. A diferencia del estuche Hepatitis B Viral DNA Quantitative 

Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence Probing), SUMASIGNAL VHB (un 

paso) ya posee la aprobación del Centro para el Control Estatal de Medicamentos, 

Equipos y Dispositivos Médicos (CECMED) para su comercialización y distribución 

en todo el país. Además, es un sistema rápido y de menor manipulación, que no 

requiere de equipamiento ni personal altamente calificado para el proceso de 

extracción del ADN viral. El sistema incluye un control interno para evaluar la 

reacción de amplificación de las muestras e informar sobre la presencia de 

inhibidores de la RCP, evitando resultados falsos negativos. Además, emplea la 

enzima Uracilo-N-Glicosilasa (UNG) + dUTP, lo cual permite degradar los productos 

amplificados, evitando resultados falsos positivos debido a contaminaciones por 

reacciones previas. 

Con el objetivo de evaluar la aplicabilidad del estuche SUMASIGNAL VHB (un paso) 

para el diagnóstico in vitro, se estudiaron 50 muestras de sueros recibidas en el 

LNRHV-IPK, para detectar y cuantificar por este método molecular el ADN-VHB. 

En la figura IV.5 se muestran los resultados del estudio, donde se observa que no se 

detectó el genoma viral en el 76% de los casos. El 14% tuvieron cargas virales 

cuantificables por debajo de 2,0 E+05 UI/mL y el 10% mostró niveles de ADN por 

encima de 2,0 E+05 UI/mL. A pesar del bajo número de casos estudiados (N=50), en 

la aplicación clínica del estuche SUMASIGNAL VHB (un paso), los resultados 

obtenidos coinciden con las estadísticas anuales reportadas por el LNRHV-IPK, en 
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cuanto a la detección y cuantificación del ADN-VHB en muestras de suero, mediante 

el empleo de la técnica de RCP-TR (dato no publicado). 

 

Figura IV.5. Distribución de las cargas virales cuantificadas del VHB en las 50 

muestras estudiadas, empleando el estuche SUMASIGNAL VHB (un paso).      CV: 

carga viral del VHB. CV no detectable: CV <377,47 UI/mL (LD del estuche). 

Como bien se ha mencionado anteriormente, la carga viral constituye un criterio 

importante para el inicio de la terapia antiviral. Las guías internacionales más 

recientes para el manejo terapéutico de la infección por el VHB, establecen  que el 

inicio del tratamiento antiviral es recomendado en personas con hepatitis B crónica 

cuando existe evidencia de ADN-VHB cuantificable, mayor que 2,0 E+03 UI/mL (si el 

HBeAg es negativo) o mayor que 2,0 E+04 UI/mL (si el HBeAg es positivo) (81, 82).  

En Cuba, las pautas para el inicio del tratamiento están definidas en el Plan 

Estratégico Nacional para la prevención y control de las ITS, el VIH y las hepatitis 

2019-2023 (173). En este documento se establece que los pacientes se tratarán 

cuando los niveles de ADN-VHB son mayores de 2,0 E+04 UI/mL. Además, se 

evalúan los niveles de transaminasa, el daño hepático mediante pruebas histológicas 

y otros factores característicos del hospedero como la edad, duración de la infección, 

estadio de la enfermedad, entre otros. Como se puede apreciar en los resultados de 

76% 

14% 

10% 

CV NO DETECTABLE 377,47≤CV<2,0E+04 CV≥2,0E+04 
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la figura IV.5, y teniendo en cuenta la norma cubana del 2019; 5 (10%) de los casos 

estudiados presentaron criterio virológico para que los pacientes inicien terapia 

antiviral. 

IV.2.1. Comportamiento de las cargas virales del VHB por grupos de riesgo 

En la figura IV.6 se muestran los resultados del diagnóstico de VHB aplicando el 

estuche SUMASIGNAL VHB (un paso), según los grupos de riesgo a los que 

pertenecen las muestras analizadas. Como se evidencia, la mayor parte de las 

muestras incluidas en el estudio corresponden a casos de hepatitis B crónica en 

estudio o seguimiento, mientras que la mayor frecuencia de cargas virales 

cuantificables utilizando el estuche SUMASIGNAL VHB (un paso), correspondió a 

nefrópatas en tratamiento de hemodiálisis. 

 

Figura IV.6. Comportamiento de las cargas virales del VHB en los grupos de riesgo 

estudiados, empleando el estuche SUMASIGNAL VHB (un paso). Transmisión 

perinatal: Este grupo incluye embarazadas e hijos de madres positivas al VHB. CV: 

carga viral del VHB. 

La literatura describe ampliamente el comportamiento observado en pacientes 

hemodializados, en la cual se informa que la prevalencia de infección con el VHB es 
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mayor en este grupo de riesgo que en población general (174),  ya que presentan un 

mayor riesgo de adquirir la infección por el VHB, así como de otros virus que se 

transmiten por vía parenteral. Este riesgo incrementado es debido al proceder 

dialítico per se, a las transfusiones, a la corta duración de la inmunidad protectora 

(anti-HBs) post-vacunal y al estado de inmunodepresión general, quedando expuesto 

directamente al VHB por la vía parenteral (175, 176). Aun cuando la hepatitis B ha 

disminuido considerablemente en este grupo de riesgo, gracias en gran medida, al 

seguimiento de las buenas prácticas en las unidades de hemodiálisis (177). 

En el presente estudio el 50% de los pacientes hemodializados mostraron valores de 

carga viral cuantificables por el estuche SUMASIGNAL VHB (un paso), donde el 

33,3% (2/6) se encontraron por encima de 2,0 E+04 UI/mL, por lo que presentan 

criterio virológico de tratamiento. 

De forma general, los resultados obtenidos en este grupo de riesgo concuerdan con 

los informados por Montalvo y cols., en el 2007. En la investigación realizada, los 

autores  identificaron la presencia del ADN-VHB en el 66,7% (10/15) de los casos al 

estudiar la seroprevalencia de marcadores del VHB y los factores de riesgo 

asociados en pacientes hemodializados de La Habana (178).  

Por otra parte, Duong y cols, en el 2019 realizaron un estudio de revisión y 

metanálisis, sobre la prevalencia de la infección por los VHB y VHC en pacientes 

hemodializados en Vietnam. Estos autores evidenciaron que la frecuencia de la 

infección por el VHB se encontró en el rango de 4,9% a 14,3%, más baja que la 

obtenida en la presente investigación (179). 

En la presente investigación el 100% de los pacientes hemodializados estudiados 

fueron previamente positivos al HBsAg y desde el punto de vista de las cargas virales 

obtenidas, estas oscilaron de 377,47 a 3,57 E+06 UI/mL. Los resultados de la 

presente investigación son similares a los notificados por Musa y Ateya en el 2020, 

en un estudio realizado a 135 pacientes hemodializados, correspondientes a una 

unidad de hemodiálisis de un hospital en Iraq. Aquí los autores evidencian una vez 

más la elevada actividad replicativa del VHB en este grupo de riesgo, donde el 100% 

de los  pacientes seropositivos al HBsAg, presentaron niveles cuantificables del 
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ADN-VHB, los cuales oscilaron entre 20 y 7.37 E+06 UI/mL (180). Las diferencias 

entre el estudio en comparación y el presente trabajo pueden deberse, en parte, a la 

diferencia entre los límites de detección de los ensayos empleados (181). 

En la figura IV.6 se observan además, los resultados de la cuantificación del ADN-

VHB en otros grupos de riesgo, tal es el caso de una gestante con una carga viral de 

8,86 E+07 UI/mL (CV ≥ 2,0 E+04 UI/mL), dentro del grupo de riesgo estudiado por 

transmisión perinatal (4 embarazadas y 5 hijos de madres positivas al VHB). Así 

como un paciente coinfectado con VIH/VHB en estado SIDA, el cual mostró una 

carga viral de 2,88 E+08 UI/mL. Por su parte, el 16% de los individuos con hepatitis B 

crónica en estudio o seguimiento resultaron positivos. A dichos pacientes se les 

indica la cuantificación de la carga viral para evaluar el estado replicativo del virus y 

de ser necesario indicar tratamiento (182).  

Debido al bajo número de muestras estudiadas para cada grupo de riesgo, es 

imposible establecer comparaciones con los datos publicados en la literatura 

nacional e internacional, aspecto que constituye una limitante de la presente 

investigación. 

Los estudios moleculares para la detección y cuantificación del ADN-VHB, en 

embarazadas que resultan positivas al HBsAg y de sus hijos (si resultan igualmente 

seropositivos al HBsAg), son indispensables en países donde el VHB es endémico, 

con el objetivo de prevenir y tratar a tiempo la transmisión perinatal Siendo esta la 

principal causa de infecciones crónicas por el VHB, ya que el 90% de los niños 

infectados por esta vía se convierten en portadores crónicos al llegar a la adultez 

(183-185). Para evitar esto y lograr la eliminación de la transmisión materno-infantil 

en Cuba se sigue un algoritmo para el manejo de las embarazadas. Dicho algoritmo 

consta del tamizaje serológico para la detección del HBsAg en los tres trimestres del 

embarazo, intervención terapéutica durante el embarazo (186), si la embarazada 

cumple con los criterios de tratamiento (ADN-VHB ≥ 2,0E+05 UI/mL) durante las 

semanas 28-32 del embarazo), inmunoprofilaxis activa y pasiva del recién nacido y 

pruebas serológicas post-vacunación (185, 187-189). 
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La aplicación clínica del estuche SUMASIGNAL VHB (un paso) para el diagnóstico in 

vitro se vio afectada por una limitante del ensayo; su elevado límite de detección 

(377,47 UI/mL) (151), lo cual le resta utilidad práctica. Esto se debe a que para el 

estudio de determinados casos, donde los niveles del ADN-VHB son bajos, se 

requiere de ensayos con mayor sensibilidad analítica. Estos casos incluyen la 

detección de la infección por el VHB durante el período de ventana, la detección de 

infecciones ocultas por el VHB (IOB) y el tamizaje de donantes de sangre que 

permita cumplir con los principios de sangre segura (79, 190).  

La mayoría de los casos de IOB se caracterizan por presentar bajas cargas virales 

(ADN-VHB <200 UI/ mL) y su estudio adquiere gran importancia en determinados 

grupos poblacionales como los donantes de sangre e individuos 

inmunocomprometidos, como los pacientes con VIH/SIDA, trasplantados, 

politransfundidos y hemodializados (191, 192). En este último grupo, el cual 

constituye uno de los grupos de riesgo analizados en la presenta investigación, la 

IOB presenta una elevada prevalencia debido al comportamiento de la cinética de la 

cargas virales posterior al procedimiento de diálisis (193). 

Otros estudios donde se requieren ensayos con bajos límites de detección (10 

UI/mL) y en los que el estuche SUMASIGNAL VHB (un paso) no sería de utilidad, 

son aquellos que definen la respuesta virológica en los pacientes tratados con 

análogos de nucleósidos (AN), ya que esta define su eficacia justamente con la no 

detección del ADN-VHB (82). 

Comúnmente se estima la indicación de terapia antiviral contra la hepatitis B crónica 

cuando los niveles de ADN-VHB son mayores de 2,0 E+04 UI/mL. También se tienen 

en cuenta otros marcadores bioquímicos, histológicos y factores del hospedero, 

como ya se mencionó previamente. Cuba adopta igualmente este criterio para la 

indicación de tratamiento, proponiendo, como procedimiento preferencial, las 

monoterapias con AN de alta barrera de resistencia a largo plazo. En este grupo de 

fármacos se encuentran el Entecavir (ETV), Tenofovir Alafenamida (TAF) y Fumarato 

de Disoproxilo de Tenofovir (TDF) (81, 173). No obstante, en la práctica clínica, se ha 

visto que algunos pacientes con hepatitis B crónica tienen niveles fluctuantes de 
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ADN-VHB, que pueden variar desde valores indetectables hasta >2,0 E +06 UI/mL 

(194, 195), como bien se pudo constatar en los resultados obtenidos en este estudio. 

De ahí que el monitoreo seriado de la carga viral es más importante que un único 

valor de corte arbitrario para prescribir el tratamiento (82). 

De acuerdo con estos planteamientos, el estuche comercial SUMASIGNAL VHB (un 

paso) podría emplearse en la red diagnóstica para identificar a los pacientes con 

infección crónica tributarios de tratamiento antiviral y a las embarazadas en cuya 

pesquisa se confirme la presencia del HBsAg, estudios en los que el elevado límite 

detección del ensayo no causaría perjuicio sobre la valoración clínica de los  

especialistas. 
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V. CONCLUSIONES 

 La evaluación de los ensayos SUMASIGNAL VHB (un paso) y Hepatitis B Viral 

DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence Probing) 

muestran indicadores de desempeño excelentes, lo que valida su uso para 

para la cuantificación del ADN-VHB in vitro. 

 El estuche SUMASIGNAL VHB (un paso) puede ser recomendado para su 

introducción en el diagnóstico, la vigilancia y la indicación del tratamiento en 

los pacientes con hepatitis B crónica. 

 EL ensayo SUMASIGNAL VHB (un paso) no debe emplearse para el estudio 

de casos en periodo de ventana, tamizaje de bancos de sangre, ni en el 

estudio de infecciones ocultas, debido a su elevado límite de detección. 

 Los ensayos evaluados poseen estándares elevados de calidad, lo que valida 

su uso como una plataforma tecnológica nacional. 
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VI. RECOMENDACIONES 

 Informar a las autoridades del Centro de Inmunoensayo y del MINSAP, los 

resultados obtenidos, que respaldan el uso de los ensayos evaluados para el 

diagnóstico in vitro y seguimiento de pacientes con hepatitis B crónica. 

 Evaluar un mayor número de pacientes, representativo de los diferentes 

grupos de riesgo estudiados con el estuche SUMASIGNAL VHB (un paso). 

 Realizar un estudio de aplicación en muestras clínicas del ensayo Hepatitis B 

Viral DNA Quantitative Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence 

Probing) donde se incluyan casos de infección oculta en hemodializados, 

inmunocomprometidos  y donantes de sangre. 

 Evaluar de forma independiente los métodos de extracción empleados por los 

estuches SUMASIGNAL VHB (un paso) y Hepatitis B Viral DNA Quantitative 

Fluorescence Diagnostic Kit (PCR- Fluorescence Probing), frente al sistema 

comercial de referencia QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemania). 
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VIII. ANEXOS 

Anexo 1 

Marcadores serológicos empleados en el diagnóstico de laboratorio de la infección 

por VHB. 

Marcador 

diagnóstico 

Nombre Descripción e interpretación clínica 

HBsAg Antígeno de superficie 

del VHB 

Es el primer marcador que se detecta en suero. Si 

está presente al mismo tiempo que los anticuerpos 

IgM anti-HBcAg indica infección aguda. Si se 

mantiene positivo por más de 6 meses, indica 

infección crónica. Se negativiza cuando se resuelve 

la hepatitis B. 

HBeAg Antígeno e del VHB Puede detectarse tanto en la fase aguda como en la 

infección crónica. Indica replicación viral activa. Está 

asociado con la alta infectividad. Cuando es reactivo 

por más de 6 meses indica infección crónica. 

Anti-HBsAg Anticuerpos contra el 

AgsHB  

Son detectables de 1 a 3 meses después de la 

vacunación: valores < 10 UI/L indican que no hay 

protección;  ≥10 UI/L indican seroprotección; ≥1000 

indican hiperrespuestas. Son los últimos 

marcadores que aparecen en suero, indican 

recuperación e inmunidad.   

Anti-HBeAg Anticuerpos contra el 

AgeHB 

Aparecen cuando el HBeAg ya no es detectable. 

Indican un pronóstico favorable. 

IgM anti-

HBcAg  

Anticuerpos contra el 

AgcHB 

Son la primera clase de anticuerpos detectables en 

un paciente infectado, indica infección reciente. 

Puede permanecer reactivo hasta 6 meses. 

Anti-HBcAg  Anticuerpos totales 

contra el AgcHB 

Se mantienen reactivos durante años. Indican una 

infección pasada o crónica. No se inducen por la 

vacunación ni indican inmunidad. Puede ser el único 

marcador detectable en el período de ventana 

cuando el AgsHB ya es negativo y los anti-HBsAg 

no han aparecido todavía. 

 


