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Resumen

La Organizaciéon Mundial de la Salud estima 296 millones de personas con
infeccidn cronica por el virus de la hepatitis B (VHB) y 820.000 muertes/afio relacionadas
con esta infeccion. A pesar del programa de vacunacion universal, ain hay regiones con
alta prevalencia de Hepatitis B como la cuenca amazénica donde habitan varias
comunidades indigenas. Por otra parte, el Virus de la Hepatitis Delta (VHD) infecta
aproximadamente al 4,5% de las personas positivas para el antigeno de superficie del
VHB (HBsAQ) a nivel global, dado que el VHD utiliza el HBsAg para ensamblar la particula
viral e infectar los hepatocitos. La coinfeccion o superinfeccion VHB/VHD puede
asociarse a cuadros severos. Entre las poblaciones con alta prevalencia de Hepatitis
Delta se encuentran las comunidades indigenas de América.

El objetivo de este estudio es caracterizar los marcadores seroldgicos y
moleculares de infeccion por VHB y VHD en indigenas de cuatro departamentos de
Colombia. Para cumplir el objetivo se realizaron trabajos de campo previa identificacion
de los casos de hepatitis B correspondientes a indigenas notificados al Sivigila entre 2015
y 2022 en los departamentos de Amazonas, Guaviare, Antioquia y La Guajira. Por cada
caso que acepto participar en el estudio se seleccionaron dos controles de la misma etnia
pareados por sexo y edad.

El diagnéstico de Hepatitis B de los casos se confirmd con la deteccion de los
marcadores HBsAg y anti-HBc (IgM y total) por ELISA. Ademas, se evaluaron los niveles
séricos de las enzimas ALT y AST y los marcadores HBeAg y Anti-HBe en muestras de
casos con infeccion crénica y niveles séricos superiores al nivel normal de transaminasas.
En todas las muestras con marcadores de infeccién por VHB se evalud la presencia del
marcador Anti-VHD Total.

El genoma de VHB y VHD se intent6 amplificar por PCR y RT-PCR en la totalidad
de las muestras obtenida de los casos, previa extraccion del ADN total y ARN viral,
respectivamente. Posteriormente, se secuenciaron los amplicones correspondientes a
las regiones S (422-758nt), preS1 (2440-58nt) y preS2 (3006-213nt) del genoma de VHB
y la regiéon que codifica para HDAg (887-1290nt) del genoma de VHD. Por ultimo, se

realiz6 un analisis filogenético por el método de Maxima Verosimilitud y Bayesiano para
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la caracterizacion de los genotipos virales; y se identificaron las variantes de escape del
VHB mediante andlisis de la secuencia de aminoacidos.

En total se estudiaron 75 casos de hepatitis B notificados al Sivigila y 150 controles.
La mayoria de los casos presentaban marcadores de hepatitis B cronica (62,67%), un
caso con marcadores de reactivacion (1,33%), seis casos con marcadores de resolucion
de la infeccion (8%) y 19 casos (25,3%) sin marcadores de infeccion por VHB. El genoma
del VHB se detect6 en 20/75 (26,67%) y el genoma de VHD en 18/75 (24%) muestras de
los casos. Los marcadores serolégicos y/o moleculares de la infeccién por VHD se
detectaron en 22/75 (29,33%) de los casos. En los controles se encontrd una prevalencia
de Anti-HBc del 27,33% y se identificaron tres casos de infeccion oculta por VHB.

En el analisis filogenético se caracteriz6 el genotipo F en 13 muestras (cinco
subgenotipo F1b, siete subgenotipo F3 y una subgenotipo F4) y el genotipo D en siete
secuencias. Se identificaron las mutaciones Q3L y P36T en PreS1y en el dominio S se
caracterizaron las mutaciones A17G, L94Q, Y100C, Y100S, T114P, G145A, y W199G.
El genotipo Il de VHD se caracterizé en 8/18 muestras y genotipo | en 10/18 muestras.

Los resultados del estudio demuestran que la infeccion por VHB y VHD representa
un problema de salud publica de estas comunidades indigenas, en particular las
pertenecientes a los departamentos de Amazonas y Guaviare. Es de anotar la alta
prevalencia de coinfeccién/superinfeccion por VHB y VHD (24%) en la poblacion de
estudio. Identificamos por primera vez en Colombia el genotipo | de VHD y la presencia
de nuevos genotipos de VHB, F3, F4 y D, en comunidades indigenas. Este estudio
demuestra la necesidad de abordar esta problematica de salud publica en las
comunidades indigenas desde una mirada interdisciplinaria para fortalecer la prevencién
por medio de la vacunacion, el diagndstico, busqueda activa y seguimiento de casos.

Palabras clave: VHB, VHD, poblacién indigena, Colombia
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Abstract

The World Health Organization estimates 296 million people with chronic hepatitis
B virus (HBV) infection and 820,000 deaths/year related to this infection. Despite the
universal vaccination program, there are still regions with a high prevalence of Hepatitis
B, such as the Amazon basin, where several indigenous communities live. On the other
hand, Hepatitis Delta Virus (HDV) infects approximately 4.5% of HBV surface antigen
(HBsAQ) positive people globally, since HDV uses HBsAg to assemble the viral particle.
HBV/HDV coinfection or superinfection can be associated with severe conditions. Among
the populations with a high prevalence of Hepatitis Delta are the indigenous communities
of America.

This study aims to characterize the serological and molecular markers of HBV and
HDV infection in indigenous people from four states of Colombia. Fieldwork was carried
out after identifying the cases of hepatitis B corresponding to indigenous people notified
to Sivigila between 2015 and 2022 in the states of Amazonas, Guaviare, Antioquia and
La Guajira. For each case that agreed to participate in the study, two controls of the same
ethnic group, paired by sex and age, were selected.

The Hepatitis B diagnosis in the cases, was confirmed with the detection of HBsAg
and anti-HBc markers (IgM and total) by ELISA. In addition, the serum levels of the ALT
and AST enzymes and the HBeAg and Anti-HBe markers were evaluated in samples from
cases with chronic infection and serum levels above the normal level of transaminases.
In all samples with HBV infection markers, the presence of the Total Anti-HDV was
evaluated.

An attempt was made to amplify the HBV and HDV genome by PCR and RT-PCR
in all the samples from the cases, after extraction of the total DNA and viral RNA,
respectively. Subsequently, the amplicons corresponding to the S (422-758nt), preS1
(2440-58nt) and preS2 (3006-213nt) regions of the HBV genome and the HDAg-coding
region (887-1290nt) of the HDV genome were sequenced. A phylogenetic analysis was
carried out using the Maximum Likelihood and Bayesian method for the characterization
of the viral genotypes, and HBV escape variants were identified by amino acid sequence

analysis.
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Atotal of 75 cases of hepatitis B reported to Sivigila, and 150 controls were studied.
Most of the cases presented markers of chronic hepatitis B (62.67%), one case with
markers of reactivation (1.33%), six with resolution of the infection (8%), and 19 cases
(25, 3%) without markers of HBV infection. The HBV genome was detected in 20/75
(26.67%) and the HDV genome in 18/75 (24%) samples of the cases. Serological and/or
molecular markers of HDV infection were detected in 22/75 (29.33%) of the cases. In the
controls, a prevalence of Anti-HBc of 27.33% was found and three cases of hidden HBV
infection were identified.

In the phylogenetic analysis, the F genotype was characterized in 13 samples (five
F1b subgenotypes, seven F3 subgenotypes, and one F4 subgenotype) and the D
genotype in seven sequences. The Q3L and P36T mutations were identified in PreS1,
and the A17G, L94Q, Y100C, Y100S, T114P, G145A, and W199G mutations were
characterized in the S domain. HDV genotype Il was characterized in 8/18 samples and
genotype | in 10/18 samples.

The results of the study show that HBV and HDV infection represent a public health
problem in these indigenous communities, particularly those belonging to the departments
of Amazonas and Guaviare. It is noteworthy the high prevalence of
coinfection/superinfection by HBV and HDV (24%) in the study population. We identified
for the first time in Colombia the HDV genotype | and the presence of new HBV genotypes,
F3, F4 and D, in indigenous communities. This study demonstrates the need to address
this public health problem in indigenous communities from an interdisciplinary perspective
to strengthen prevention through vaccination, diagnosis, active search and follow-up of

cases.Keywords: HBV, HDV, indigenous people, Colombia.
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Marco tedrico

Virus de la Hepatitis B

El Virus de la Hepatitis B (VHB) esta clasificado en la familia Hepadnaviridae,
género Orthohepadnavirus (1). Es un virus envuelto, con un didmetro de 42 nm y un
genoma de ADN, de doble cadena parcial, de aproximadamente 3,2 kb. El genoma
presenta dos “enhancers” (Enh1 y Enh2), cuatro promotores (core, S1, S2 y X), cuatro
marcos de lectura abiertos (ORF), una sefial de poliadenilacion y dos secuencias
repetitivas (DR1 y DR2) (Figura 1) (1).

L\
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DL Polisdenilacian 1 52 Enhl X DR2 Enh2/BOP
m RN
Presi L-HEsag G-I Palyh
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Figura 1. Organizacion genémica de VHB.
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A. Los ORFs de VHB se encuentran representados en semicirculos. B. Se representan los cinco
MARN que se transcriben a partir del cccADN. Figura adaptada de Minor M et al., 2014 y Karayiannis et
al., 2017 (1,2).

El ORF Core/Pre-Core codifica las proteinas Core, 21 KDa, y el antigeno e
(HBeAg), 25 KDa (2). Core es la subunidad estructural de la capside, tiene un dominio C-
terminal que permite la interaccion con la polimerasa viral en complejo con la estructura
secundaria € del ARN pregendémico (pgARN) y un dominio N-terminal que participa en la
formaciéon de homodimeros para el ensamblaje de la capside de simetria icosaédrica (2).
También se ha descrito que la proteina Core regula la replicacién de VHB y el transporte
de la nucleocapside al nacleo de la célula blanco (4-9). El HBeAg es dispensable para la
replicacion; sin embargo, es una proteina que hace parte de los mecanismos de
inmunotolerancia y de inmunomodulacion, importantes en el desarrollo de una infeccion
cronica (Tabla 1) (1-3).

El ORF P codifica la polimerasa viral conformada por cuatro dominios (1). El
dominio terminal tiene funcion primasa para iniciar la sintesis de la cadena negativa de
ADN viral. EI dominio espaciador es variable y permite la conformacion de la estructura
terciaria de la polimerasa para interactuar con la region épsilon €. El dominio polimerasa
con actividad transcriptasa reversa (RT) y DNA polimerasa, y el dominio RNasa H (4).

El ORF X codifica para la proteina X, la cual tiene funciones pleiotropicas como
regulacion positiva de la transcripcion de los mARN a partir del genoma viral,
transactivacion de genes celulares, e interaccion con proteinas celulares de regulacion
de proliferacién celular, reparacion del ADN celular y apoptosis (5).

El ORF S incluye las regiones PreSl1, PreS2 y S que codifican para las tres
isoformas del HBsAg (L, My S). El L-HBsAg esta conformado por los dominios PreS1,
PreS2y S; el M-HBsAg por los dominios PreS2y Sy el S-HBsAg por el dominio S (1). El
dominio S presente en las tres isoformas del HBsAg se caracteriza por presentar una
region hidrofébica altamente conservada, importante en el reconocimiento antigénico. En
esta regidn se encuentra el determinante “a” que es el epitope inmunodominante del

HBsAg y altamente conservado (Tabla 1) (6).
Tabla 1. Proteinas de VHB.
Se presentan las principales funciones de las proteinas Core, HBeAg, polimerasa viral, X y HBsAg.

Elaboracién propia.
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Proteinas de VHB Funcidon
Core Subunidad estructural de la cdpside
HBeAg Inmunomodulacién

Transcripcion reversa, sintesis de la cadena positiva y

Poli
olimerasa negativa de ADN, degradacion del pgARN (excepto 18 nt)

Transactivador que regula la expresiéon de VHB y de genes
X celulares. Modula la transduccién de sefiales de vias
como Tp53, Wnt/B-catenina, INK entre otros.

Antigeno de superficie con tres isoformas (S-HBsAg, M-
HBsAg y L-HBsAg).

HBsAg L-HBsAg: dominio de union al receptor NTCP (PreS1)
M-HBsAg: dominio de unidn a la nucleocapside (PreS2)
S-HBsAg: dominio de unién al glypican-5 (S)

Ciclo de replicacion de VHB

El S-HBsAg se une a proteoglicanos de heparan sulfato como el glypican-5 durante
la fase de adhesion de la particula viral al hepatocito, y luego el L-HBsAg,
especificamente el dominio PreS1, interactia con el receptor polipéptido cotransportador
de Na*-taurocolato (NTCP) para mediar la entrada del viridbn por endocitosis (7). Por
mecanismos que aun no han sido completamente dilucidados la nucleocapside es
transportada a la membrana nuclear (7) y durante este proceso se da la descapsidacion
y se libera el ADN circular relajado (rcADN) en el nucleo (Figura 2) (1).

En el nucleo del hepatocito, el rcADN es reparado por polimerasas celulares
formando un ADN circular de doble cadena conocido como ADN circular covalentemente
cerrado (cccADN), que es muy estable dado que forma un minicromosoma por
interaccion con las histonas celulares H1, H2ab y H3 y las proteinas X y Core (7). La
transcripcion de los cinco mARN a partir del cccADN es mediada por la ARN polimerasa
Il celular: pgARN, ARN precore, ARN 2,4 kb, ARN 2,1 kb y ARN 0,7 kb (8).

La estructura secundaria € del pgARN es reconocida por el dominio TP de la
polimerasa viral y forman un complejo (1). La proteina Core se dimeriza y reconoce este
complejo para su encapsidacion (1). € posee una secuencia 5-UUC-3" necesaria para
que el dominio TP de la polimerasa realice el “priming” gracias a un dGTP que esta unido
al residuo Y63 y que usado para formar un 5 -dGAA-3°(7). EI complejo Pol-dGAA se
transloca al DR1 para la sintesis de la cadena negativa de ADN complementaria; luego

el pgARN es degradado parcialmente por el dominio RNasa H de la polimerasa.
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Posteriormente, la secuencia del pgARN se transloca del DR1 al DR2 para iniciar la
sintesis parcial de la cadena positiva de ADN para dar lugar al rcADN (9).

Las nucleocéapsides con el rcADN presentes en el citoplasma celular pueden ser
transportadas de nuevo al nucleo para la reparacion y generacién de mas copias de
cccADN o puede adquirir la envoltura en el reticulo endoplasmico donde se encuentran

las isoformas del HBsAg y salir de la célula por medio del sistema excretorio (1,10).

Traduccion HBsAg %
pgRNA

i

Traducciény
ensamblaje

B BT

Transcripcién

| WA
\AYAV AV A

Figura 2. Ciclo de replicacién del Virus de la Hepatitis B.

Esquema de los principales pasos de la replicacién de VHB. Elaboracion propia.
Particulas subvirales

Durante el ciclo de replicaciéon del VHB se producen viriones conocidas como
particulas Dane. Adicionalmente, se producen particulas subvirales (PSV) (11),
conformadas por la bicapa lipidica y el HBsAg en ausencia de la nucleocapside, que se

producen 10.000 a 100.000 veces mas que los viriones. Recientemente se han descrito
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particulas que poseen capside pero sin genoma, que se producen 100 veces mas, y las
particulas que contienen pgARN, ARN, o ADN de cadena sencilla de VHB, que se
producen en menor cantidad (11) (Figura 3).

Las PSV suelen tener una mayor cantidad de S-HBsAg y una menor proporcion
de L-HBsAg (12). Estas particulas cumplen un papel importante en la evasion del sistema
inmune gracias al reconocimiento por anticuerpos neutralizantes anti-HBsAg (11),
ademas en la respuesta de linfocitos B y T con perfil de agotamiento en la infeccion

cronica (12).

Figura 3. Representacion de las diferentes particulas subvirales que se generan durante la

replicacion del VHB.

En la parte superior se observa la particula Dane y en la parte inferior los
diferentes tipos de particulas subvirales (PSV). Imagen adaptada y modificada de S.
Tsukuda and K. Watashi et al., 2020 (7).
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Historia natural de lainfeccion por VHB

El VHB es un virus hepatotrépico que puede causar infeccion transitoria o infecciéon
cronica, con riesgo de progresién a cirrosis y/o carcinoma hepatocelular (CHC) (2). Las
rutas de transmision de VHB son horizontal, sexual y parenteral y la transmision vertical
(8).

El desarrollo de la infeccidén crénica depende de la edad de contagio, los nifios
menores de un afio progresan a infeccion crénica en el 90% de los casos, los menores
de 5 afos entre el 20-60% y los adultos en menos del 5% (13). Los principales
marcadores para el diagnéstico de la infeccién se describen en la siguiente tabla (Tabla
2).

Tabla 2. Marcadores de la infeccion por VHB.

Informacién adaptada de Villar et al., 2015 (14)

Marcador Significancia clinica en el diagndstico

Primer marcador que aparece con la infeccién de VHB.

HBsA . . . - . . L
& Cuando HBsAg persiste por mas de seis meses indica una infeccidn crénica.

Anti-HBc IgM | Marcador seroldgico de infeccién aguda o reciente.

Anticuerpos que indican exposicidn al VHB previa o infeccidn activa segun el

Anti-HBc Total ) . .
perfil de otros marcadores de infeccién.

HBeAg Indica una infeccidn activa con altas tasas de replicacién viral.

Anti-HBe Detectable en casos de resolucion de la infeccién y en casos de infeccidon
cronica luego de la seroconversion de HBeAg a anti-HBe.

Anti-HBs Detectable en casos de resolucion de la infeccidn o en individuos vacunados.

ADN VHB Primer marcador de infeccidn. La carga viral puede variar segun la fase de la

infeccion.

Durante la infeccion transitoria, se presentan niveles altos de carga viral (>20.000
Ul/ml), HBsAg+, HBeAg+, Anti-HBc IgM+, y puede haber aumento de los niveles séricos
de las enzimas hepéticas, alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa
(AST). Luego del aclaramiento viral, se detectan los marcadores seroldgicos Anti-HBc
Total, Anti-HBe y Anti-HBs (15).

Cuatro fases de infeccion cronica con un perfil serologico diferencial han sido

descritas (16) (Figura 4) :
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¢ Infeccion crénica HBeAg+, alta carga viral, y niveles normales de ALT y AST.
e Hepatitis cronica HBeAg+, niveles fluctuantes de carga viral, necro-inflamacién
hepética y fibrosis y aumento del nivel sérico de ALT y AST.

e Infeccion crénica HBeAg-, Anti-HBe+, baja carga viral (<200Ul/ml) y nivel normal

de ALT y AST.
e Hepatitis cronica HBeAg-, Anti-HBe+, niveles fluctuantes de carga viral y de ALT y
AST.
I 5
ADN VHB
LT/AST
Infeccidn crénica Hepatitis crénica Infeccidn crénica Hepatitis crénica
HBeAg-positiva HBeAg-positiva HBeAg-ngativa HBeAg-negativa

Figura 4. Fases de la infeccion crénica por VHB.

Se muestra la relacion entre diferentes marcadores serolégicos, las enzimas de
funcidn hepatica alanina aminotransferasas (ATL) y aspartato aminotransferasa (AST) y
carga viral (ADN VHB). Figurada adaptada de Lau et al., 2020 (17).

Existen diversos factores que pueden afectar este desenlace clinico, tales como el
genotipo de VHB, mutaciones en el genoma viral, la carga viral y edad del paciente, entre
otros (18). La progresion a fibrosis y cirrosis en los pacientes HBeAg+ es de 2-5,5% por
afio y de 8 a 20% en cinco afios. La seroconversion temprana a Anti-HBe+ es una sefial

de posible remision y de buen prondstico, aunque depende del grado de dafio hepatico

(8).
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Infeccion Oculta por VHB (OBI)

En el afio 1979 se describié por primera vez la Infeccion Oculta por VHB (OBI),
gue se caracteriza por una baja carga viral (<200 Ul/ml), HBsAg- y en el 80% de los casos
Anti-HBc+ (19). De acuerdo al perfil serol6gico que presente la persona infectada, el OBI
se puede dividir en diferentes categorias (20):

e OBI seropositivo: En casos HBsAg-, Anti-HBc+ y Anti-HBs+ se puede haber
perdido el HBsAg después de la resolucién clinica o durante la infeccion crénica
(20).

e OBI seronegativo: en casos HBsAg-, Anti-HBc- y Anti-HBs- que se presenta en 1-
20% de OBI. Los individuos pueden perder estos anticuerpos Anti-HBc
progresivamente a lo largo del tiempo (OBI seronegativo secundario), 0 nunca
haberlos desarrollado (OBI seronegativo primario) (20).

Se han planteado diversos mecanismos de patogénesis de OBI, como mutaciones
en la secuencia del determinante “a” o en las regiones PreS1 y PreS2 que generan
cambios estructurales en el HBsAg y por tanto no es detectable en los inmunoensayos
(21). Se ha propuesto que mutaciones en los promotores del genoma de VHB y
variaciones en el “splicing” pueden reducir el nivel de expresion del HBsAg por debajo del
limite de deteccion (21). Por ultimo, diferentes patrones de metilaciéon del cccADN y
desacetilacion de las histonas en el minicromosoma de VHB se han asociado con el
desarrollo de OBI (21,22).

Rendon y colaboradores llevaron a cabo un estudio en 50 muestras de explante
hepatico obtenido de pacientes con hepatopatias terminales sometidos a trasplante entre
2002-2008 en un hospital de Medellin. Los casos de OBI fueron identificados en muestras
de pacientes HBsAgQ- en las que se amplificaron al menos dos regiones del genoma viral
(S, X ylo Core). En total se caracterizaron 5/50 (10%) casos de OBI (22). En muestras de
donantes de un banco de sangre en Medellin se identificaron 6 casos de OBI a partir de
302 muestras con marcadores HBsAg-/anti-HBc+ (23). Casos de OBI también se

describieron en 8,7% de muestras de pacientes con coinfeccién VIH-VHB (24).
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Vacuna contra la infeccion por VHB

El programa ampliado de inmunizaciones (PAI) fue implementado en América en
1977 por la Organizacibn Panamericana de la Salud (OPS) (25). Actualmente, el
programa nacional de vacunacion incluye la vacuna monovalente y la pentavalente para
hepatitis B, difteria, tosferina, tétano y Haemophilus influenzae tipo B (26).

En Colombia la vacunacion para hepatitis B iniciéo en 1992 en nifios menores de
cinco afios del departamento de Amazonas usando el esquema de tres dosis de vacuna
recombinante monovalente. En 2001 este esquema fue modificado por la dosis del recién
nacido (primeras 12 horas del nacimiento) con una vacuna monovalente, y tres dosis a
los dos, cuatro y seis meses de vida con la vacuna pentavalente (27).

La cobertura de vacunacion de la primera dosis en recién nacidos fue de 80,60%
en 2019 en el pais; sin embargo, esta cobertura puede variar segun el departamento:
Guaviare 93,70%, La Guajira 93,40%, Antioquia 66,50%, Amazonas 59,70% y Vaupeés
37,0% de cobertura (28). En el informe de evaluacion del avance en el cumplimiento de
la meta de eliminacion de la Hepatitis B en nifios y nifias de 5 a 10 en Colombia publicado
en el 2020, el 89,9% de los nifios tenia carné de vacunacién y la cobertura se estimé en
94,5% para la dosis del recién nacido, y entre 95-96,2% para las otras dosis (29).

En otros estudios llevados a cabo con nifios del departamento de Amazonas
después de la implementacion de la vacuna recombinante del recién nacido en el 2001,
encontraron una alta cobertura de vacunacion, entre el 88-98% (30—-32). Sin embargo,
reportan que solo el 25-30,7% de los neonatos fueron vacunados en las primeras 24
horas de vida (30-32). De la Hoz y colaboradores describieron que cuando la
administracion de la primera dosis super6 los dos meses, se asocié con un mayor riesgo
de ser HBsAg positivo, especialmente los que fueron vacunados después de los dos afios
(OR=12,5, 95% CI 1,2—125,7) (31).

Variantes de escape

Como se anotd anteriormente, las 3 isoformas, L-HBsAg, M-HBsAg y S-HBsAg
presentan determinante “a” en el dominio S, conformado por los aminoacidos 124-147;
este determinante corresponde a un region inmunodominante reconocida por los

anticuerpos generados en respuesta a la vacuna o a una infeccion natural (33). Se han
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identificado mutaciones puntuales y deleciones en las regiones S, PreS1y PreS2 que se
han asociado con la disminucién de la afinidad de los anticuerpos Anti-HBs y por tanto a
casos de infecciéon en individuos vacunados, lo que se conoce como variante de escape
(33).

El primer reporte de variante de escape de VHB se realiz6 por Carman y
colaboradores en 1990 en un nifio de nacionalidad italiana, nacido de una madre
HBsAg+/HBeAg+, que contaba con inmunoprofilaxis y esquema de vacunaciéon (34).
Desde entonces se han reportado diversas variantes de escape, siendo el cambio de
arginina por glicina en la posicion 145 (G145R) una de las mutaciones mas descritas en

la literatura (35).

Tabla 3. Mutaciones en el HBsAg descritas en estudios realizados en Colombia.

Mutacion Implicacién Bioldgica Referencia
N37D - Rendon JC et al., 2017
Q51E - Rendon JC et al., 2017
N52K - Peldez-Carvajal D et al., 2018
ceoy - Rendon JC et al., 2017
G70T - Rendon JC et al., 2017
R73H - Rendon JC et al., 2017
C76F - Rendon JC et al., 2017
C99* - Rendon JC et al., 2017
Y100H - Rios-Ocampo WA et al., 2014
Q101H - Rendon JC et al., 2017
L109R Posible mutacion de escape Bautista-Amorocho H et al., 2014
P120Q Mutacidn de escape Bautista-Amorocho H et al., 2014
G130E - Jaramillo CM et al., 2017
M133L - Rendon JC et al., 2017
K141N - Rios-Ocampo WA et al., 2014
G145R Mutacidon de escape Jaramillo CM et al., 2017
C149R - Bautista-Amorocho H et al., 2014
W156* Mutacidn de escape, OBI Jaramillo CM et al., 2017
L158G - Mora MVA et al., 2010
G159R Mutacidon de escape Bautista-Amorocho H et al., 2014
Fi61Y - Mora MVA et al., 2010
V184A - Rios-Ocampo WA et al., 2014
1195M - Rendon JC et al., 2017
W196S - Rendon JC et al., 2017
1255M - Rendon JC et al., 2017
F259Vv - Rendon JC et al., 2017
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A1392G | Mutacién Sinénima Rios-Ocampo WA et al., 2014

C1602A | Mutacion Sinénima Rios-Ocampo WA et al., 2014

A1623G | Mutacién Sinénima Rios-Ocampo WA et al., 2014

C1638T | Mutacidn Sindénima Rios-Ocampo WA et al., 2014

A3113-35 Posible‘mutacic’m de escape, por Peldez-Carvajal D et al., 2018
determinar

En algunas mutaciones de amino&cido no se conoce la implicacion biolégica. Elaboracion propia.

En el estudio de Jaramillo y colaboradores en comunidades indigenas del
Amazonas se reporto la circulacion de aislados de VHB con las mutaciones de escape
G145R en una madre y de la mutacion W156*, que genera un codén de parada del
HBsAg, en un nifio (33). También en casos de OBI, Rendo6n y colaboradores reportaron
en pacientes con hepatopatias terminales las mutaciones N37D en PreS1, en la regién
de union al receptor, y Q51E, N52K, C60Y, G70T, 1255M, F259V, C76F, C99*, 1195M,
W196S, R73H, en el dominio S; las ultimas tres reportadas anteriormente en la literatura
(22).

En el estudio de Peldez-Carvajal y colaboradores en el cual se incluyeron 495
muestras de suero de casos con diagnostico de hepatitis B remitidos al Laboratorio de
Virologia del INS, se identificaron las mutaciones L180M y M204V asociadas a resistencia
a lamivudina, entecavir, y telbivudina y 1169L asociada con resistencia a ETV, P120Q
reportada como variante de escape y la delecion A3113-35, region que codifica para el
HBsAg (36).

Asimismo, en seis muestras de donantes de sangre con OBI se identificaron las
mutaciones sindnimas en el ORF S, C1602A, C1638T, A1623G y los cambios en los
aminoacidos Y100H, V184A y K141N. También las mutaciones en dominio RT de la
polimerasa viral rtL108P, rtR110G, rtL180M, rtR192C, rtI187V y rtT150S (23).

Epidemiologia de la infeccién por VHB

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima 296 millones de personas con
infeccion cronica por VHB y alrededor de 820.000 muertes relacionadas con este virus
(37). En 2016 se estim6 una prevalencia global para hepatitis B del 3,9% (IC 95: 3,4-

4,6%) con acceso a diagndstico el 10% y tratamiento el 5% de los casos (8).



CARACTERIZACION SEROLOGICA Y MOLECULAR DE LA INFECCION POR EL VIRUS DE L... 26

La infeccion por VHB es mas prevalente en el Sudeste Asiatico, en Africa,
especialmente en la region subsahariana, en la regién occidental del Pacifico; en China
se encuentran cerca del 50% de los casos de hepatitis B a nivel mundial (38,39). En la
region del este del Mediterrdneo se ha descrito una prevalencia promedio del 3,3%, y
prevalencias mayores en Pakistan (4,5%), Yemen (12,7%), Sudan (8,2%), y Somalia
(5,6%) (39). En Latino América y el Caribe se estima una prevalencia de baja a
intermedia, con regiones endémicas en Haiti y en la Cuenca Amazoénica (39,40).

Epidemiologia de la infeccién por VHB en Colombia

En el aflo 2021 se notificaron 1.999 casos de hepatitis B en el sistema de vigilancia
epidemiologica (SIVIGILA) del Instituto Nacional de Salud (INS). Segun la notificacion, en
la dltima década (2011-2021) la incidencia promedio de la infeccién por VHB presenta un
rango entre 2,5-4,68 por 100.000 habitantes. Sin embargo, algunas entidades territoriales
como Amazonas y Guaviare han tenido histéricamente incidencias altas de Hepatitis B,

tal como en el 2021 con incidencias de 29,8 y 28,3, respectivamente (Figura 5) (41).

Incidencia de hepatitis B
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Figura 5. Incidencia de la infeccion por VHB en Colombia en el periodo 2010-2020.
Datos tomados de los Informes de Evento del INS 2010-2021. Incidencia por 100.000 habitantes.

Se muestra la incidencia de hepatitis B en Colombia (negro) y en los departamentos Amazonas (verde),

Antioquia (azul), La Guajira (rojo) y Guaviare (Amarillo). Elaboracion propia.
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Ademas de la notificacién, la epidemiologia de la Hepatitis B se ha descrito en
diferentes estudios como el realizado en el aflo 2019 en el que se incluyeron 5.771
personas. El estudio de la Fundacion Antioquefia de Infectologia incluyé poblacion
general, poblacion LGBT, habitantes de calle, reclusos, trabajadores sexuales, jovenes
vulnerables y usuarios de drogas inyectables (42). La frecuencia de infeccién por VHB
fue mayor en usuarios de drogas inyectables (5,94% p < 0,01), en HSH (0,63% p < 0,05),
y en poblacién afrocolombiana (2,78% p < 0,01). En el andlisis multivariado encuentran
gue la probabilidad de estar infectados con VHB es 5 veces mayor en HSH, habitantes
de calle y en jovenes vulnerables; 3,7 veces en trabajadores sexuales y 33,7 veces en
usuarios de drogas intravenosas comparado con poblacién general (42).

En otros estudios en poblaciones como donantes de sangre en Medellin se
encontro una prevalencia de infeccion por VHB de 0,2% (43), en pacientes con cirrosis
y/o carcinoma hepatocelular del 10,7-58,1% (44,45), y en personas con infeccion por VIH
una prevalencia de VHB del 12-38,6% (24,46) (Tabla 4).

Los estudios en poblaciones indigenas han sido de particular interés por la alta
prevalencia, especialmente en la Amazonia (47). En 1989 fue reportado un brote de
casos de falla hepatica aguda en un internado de nifios y adolescentes indigenas por lo
cual se llevo a cabo un estudio en estas comunidades, y se encontré una prevalencia de
infeccion por VHB de 50% en nifios <10 afios y 71% en >10 afios (48). Posteriormente
se realiz6 un segundo estudio en la misma comunidad en el cual se reportd una
prevalencia del 61% en nifios indigenas menores de 15 afios (49).

Luego de ocho afios de la implementacion de la vacuna recombinante, se realiz6
un estudio con 2.145 nifios del departamento de Amazonas. La prevalencia de Anti-HBc
fue de 6,2% y de HBsAg de 1,1%, siendo mayor la prevalencia en las zonas rurales
comparada con las urbanas y en nifios de etnia indigena (31). En un estudio realizado
entre 2011-2012 en nifios indigenas menores de 11 afios en diferentes comunidades del
departamento se encontré una prevalencia de Anti-HBc del 3,6% y de Anti-HBc+/HBsAg+
del 0,5% (27,33). Adicionalmente, se encontré una prevalencia del 30,9% para Anti-HBc
y de Anti-HBc+/HBsAg+ 9% en las madres (37).

Recientemente fue publicada la evaluacién del avance en el cumplimiento de la

meta de eliminacion de la Hepatitis B en Colombia (29). En el andlisis se incluyeron
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muestras obtenidas de nifios y nifias de 5 a 10 afios de 36 municipios seleccionados de
16 departamentos. De los 3.203 nifios del estudio, el 45,1% correspondian a etnia
afrodescendiente, el 13,3% etnia indigena y el 41,6% no perteneciente a alguna etnia.
Todas las 3.203 muestras del estudio fueron negativas para HBsAg por prueba rapida
(29).

Tabla 4. Estudios de prevalencia de Hepatitis B en diferentes poblaciones de Colombia.

Elaboracién propia.

Prevalencia
Aio Poblacién Muestra | HBsAg | Anti- ADN- Referencia
(%) HBc (%) | VHB (%)
Nifios y nifias de 5 a 10 afios Rios-Hincapié et al.,
2020 de edad de 36 municipios 3203 0,00 2022
Poblacién general 2624 0,15
HSH 1100 0,27
Sin hogar 1061 0,37 Cardona-Arias et al.,
2019 -
Trabajadoras sexuales 380 0,26 2020
Jovenes vulnerables 260 0,39
Personas que se inyectan 202 5,94
Indigenas
No -
Trabajadoras sexuales -
especifi ) 697 566 | 2843 Alvarado-Mora et
Personal de salud al., 2011
cado
Desplazados
2011- Indigenas > 18 afios 362 6 39,13 di Filippo et al.,
2013 Amazonas ! (9/23) 2015
Indigenas < 11 afios
2011- gA 1275 0,5 3,6 8,3 Jaramillo et al.,
mazonas
2012 - 2017
Madres indigenas Amazonas 572 9 30,9 3,1
2011 | Donantes de sangre (OBI) 302 ; 1,99 R'OS'OC;(;“IZO etal,
2009- Bautista-Amorocho
5010 VIH+ 275 12 29,20 10,91 atal., 2014
., Cadavid-Betancur
2009 Poblacién general 2077 0,20 0,04 etal . 2017
2007- Donantes de sangre en
5010 Medellin 65535 0,2 Bedoya et al., 2012
2007 Nifios 1-12 afios Amazonas 2145 6,2 De la Hozetal,,
2008
2002- L
5008 Cirrosis y/o CHC (OBI) 50 - 10 Rendon et al., 2017
2005- . . Cortes-Mancera et
2007 Cirrosis y/o CHC 131 10,7 al., 2011
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2000- Cirrosis y/o CHC 43 53,49 Navas et al., 2011

2007

2002- Hoyos-Orrego et al

2004 VIH+ 251 2,1 38,6 2006

1997 | 'ndigenasedad8-15afios 198 61 Hoz et al., 1992
Amazonas

1988- , .

1991 Indigenas 404 18 66 Durédn et al., 1991

Genotipos de VHB

Se han descrito diez genotipos del VHB (A-J), con una diversidad genética de mas
del 8%, y 40 subgenotipos con una divergencia genética de mas del 4% (50). El genotipo
A es mas prevalente en Africa Sub-Sahariana, el occidente de Africay el norte de Europa;
los genotipos B y C en Asia, el genotipo D en Africa, Europa, el Mediterraneo e India; el
genotipo E en Africa, el genotipo F en América, el genotipo G en Francia, Alemania y
Estados Unidos; y el genotipo H en Centro América. El genotipo | fue reportado en
Vietnamy Laos, y el genotipo J en Japon (51,52).

El genotipo F es autdctono de Ameérica y es el genotipo mas frecuente en
Latinoameérica, exceptuando en México y Brasil donde los principales genotipos son el H
y A, respectivamente (53). En Surameérica, el subgenotipo F3 es el mas prevalente en
Colombia y Venezuela, el subgenotipo F2b también se ha reportado en Venezuela. El
subgenotipo F1b ha sido reportado en comunidades indigenas en la cuenca Amazonica
en Colombia, Peru y Brasil, y también se distribuye en Chile y Argentina (53-55). Por el
contrario, el subgenotipo Fla se ha descrito en Centroameérica, principalmente en Costa
Rica y El Salvador (53).

En Brasil son mas prevalentes los genotipos A y D; sin embargo, en el norte de
este pais en regiones rurales donde habitan comunidades indigenas, se ha reportado el
subgenotipo F2a (56). Adicionalmente, en Sao Pablo y Parana, donde residen un nimero
importante de descendientes de migrantes hay circulacién de los genotipos B y C (53).
En Bolivia y en el norte de Argentina se ha descrito la circulacion del subgenotipo F4 y
en las areas urbanas de Argentina es prevalente el genotipo D (57).

El genotipo de VHB se ha relacionado no sélo con la distribucion geogréfica, sino

también con diferencias en el desarrollo clinico de la enfermedad, resistencia a antivirales
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y el prondstico de los casos (50,58). Por ejemplo, se ha descrito que en los casos de

infeccion por el genotipo C hay una mayor elevacion del nivel de ALT, riesgo de

progresion a CHC y una menor probabilidad de seroconversion comparando con la

infeccién por genotipo B (59). Mientras que se ha descrito una mayor progresion a

infeccion cronica por el genotipo A (60). También se ha descrito una mayor mortalidad en

pacientes con infeccion por VHB genotipos D y F, en comparacion con el genotipo A

(40,61); asi como una menor respuesta al tratamiento con interferén alfa (62).

Distribucion de los genotipos de VHB en Colombia

En el pais se han reportado los genotipos A, subgenotipos Al, A2, genotipo C,

genotipo D, subgenotipo D3, genotipo E y genotipo F, subgenotipos Fla, Fl1b, y F3 (Tabla

5).
Tabla 5. Genotipos y subgenotipos de VHB reportados en Colombia.
No. De Prevalen
Poblacion de estudio N secuencias | Genotipo cia (%) Referencia
obtenidas ?
Pacientes con A2 14,3% Peldez-
diagnadstico clinico rseu:m;;Z:sBasﬁiz 495 28 . Carvajal D et
de hepatitis Viral F3 85,7% al., 2018
A 2%
sar?orr;a;(;ce;odité >0 50 (Colombia) ¢ 2% Devesa M et
& 8911 (colombia) D 8% al., 2008
y Bucaramanga
F3 86%
Donantes de A 72,7% ,
sangre y personas 56 11 Renddn JC et
Donantes de asintomaticas al., 2016
sangrey HBsAg+ F 27,3%
Donantes de Rios-Ocampo
sangre (HBsAg- 302 6 F3 100% WA et al.,
/Anti-HBc+) 2014
Donantes de Alvarado-
sangre (HBsAg+) 143 21 F3 100% Mora MV et
& 8 al., 2011
Madres y nifios | 31 nifiosy A 14,28%
indigenas 159 Jaramillo CM
, Fla 14,28%
Indigenas Departamento de madres / > etal., 2017
Amazonas (anti-HBc+) Flb 71,43%
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Ind|gae|:22 >18 23 (HBsAg di Filippo et
0,
Departamento de * E)rgeba 9 Fib 100% al., 2015
rapida)
Amazonas
Explantes A2 20%
hepati
epaticos de D4 20% | Rendon JC et
pacientes con 50 5 S al. 2017
Pacientes con Cirrosis y/o CHC Fi 20% v
cirrosis y/o CHC (HBsAg-) F3 40%
Pacientes con Cortes-
diagndstico de 131 7 F3 100% | Mancera F et
Cirrosis y/o CHC al., 2011
Al 52,17%
Poblacion Afro D3 43% Alvarado-
Departamento de 60 23 ’ Mora et al.,
P , E 39,13%
.. Chocé 2012
Poblacién Afro F3/A1 4,3%
Maternas Afro Alvarado-
Departamento de 9 9 E 100% Mora MV et
Choco al., 2010
A 6,2% Bautista-
Personas VIH+ Personas VIH+ 275 15 . Amorocho H
F3 93,8% | etal,2014

INS: Instituto Nacional de Salud. CHC: carcinoma hepatocelular. Elaboracién propia.

En el estudio de Pelaez-Carvajal y colaboradores se logré amplificar por el ORF S
y dominio RT en 66/495 muestras, y secuenciar 28 muestras Se identificaron los
subgenotipos F3 (85,7%) y A2 (13,3%) (36). Las muestras del subgenotipo F3 provenian
de los departamentos de Guainia, Magdalena, Meta, Guaviare, Cauca, Atlantico, Caldas,
Boyacay Cordoba, y las muestras del subgenotipo A2 de los departamentos de Guaviare,
Meta y Cundinamarca (36).

Rendon y colaboradores a partir de la amplificacion del ORF S del VHB y
genotipificacion por RFLP y secuenciacion, reportaron los genotipos A (72,7%) y F
(27,3%) (63) en donantes de sangre. También se identifico el genotipo F3 tanto de
donantes con OBI de la ciudad de Medellin (23), como en donantes de sangre de Bogota
y Bucaramanga (64).

En poblaciones indigenas del departamento de Amazonas donde se ha reportado
una alta prevalencia de la infeccién por VHB, Jaramillo y colaboradores reportaron el
subgenotipo F1b (71,43%) en las comunidades de San Juan de Atacuari, Naranjales,

Puerto Esperanza y Boyahuazu, el subgenotipo Fla (14,28%) en San Juan de Atacuari
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y el genotipo A (14,28%) en Tarapaca (33). di Filippo y colaboradores identificaron el
genotipo F1b en un estudio en indigenas mayores de 18 afios en las comunidades Doce
de octubre, Nazareth, Puerto Esperanza, San Juan de Atacuari, Santa Sofia, Puerto Rico
y Santarem del departamento de Amazonas (54).

En poblacion afro del departamento del Choc6 se han realizado dos estudios.
Durante el 2007 se analizaron 60 muestras positivas para HBsAg, de las cuales se
amplificé el ORF S en el 48,3%. En esta poblacion los autores describen el genotipo A,
subgenotipo Al (52,17%), el genotipo E (39,13%), el genotipo D, subgenotipo D3 (4,3%),
y una muestra recombinante F3/Al (4,3%) (65). Adicionalmente, en el periodo 2006-
2007, se realizd un estudio con nueve muestras positivas para la amplificacion de la
region S del genoma de VHB que provenian de maternas afro. Cinco de estas muestras
pudieron ser secuenciadas y clasificadas como genotipo E (66).

Virus de la Hepatitis Delta

El VHD fue descubierto en la década de 1970 por Rizzetto y colaboradores,
guienes reportaron el antigeno delta (HDAQ) en pacientes con hepatitis B y se considero
como un nuevo antigeno de VHB (67). Posteriormente, se identificaron las particulas
virales por microscopia electronica y el VHD fue clasificado en el género Deltavirus (68).
En lareuniéon del ICTV en 2020 el género Deltavirus se clasificé en la familia Kolmioviridae
(69).

El VHD es un virus de 36nm de diametro, con una envoltura lipidica con las tres
isoformas del HBsAg. El genoma viral es un ARN circular de cadena sencilla y polaridad
negativa, con regiones complementarias formando una estructura secundaria en forma

de baston, de aproximadamente 1,7 kb (Figura 6) (70).
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Figura 6. Representacioén de la particula viral del VHD.

Elaboracién propia.

El ARN de VHD posee un ORF que codifica para el HDAg pequefio (S-HDAQ) de
195 aminoacidos (24 kDa). La enzima celular adenosina deaminasa-1 edita el nucledtido
en la posicion 196 del ARN antigendmico, modificando el codén de parada UAG a UGG,
cambiando el marco de lectura y dando lugar a la isoforma larga (L-HDAgQ) con 19
aminoacidos adicionales en el extremo C-terminal (27 kDa) (70). Ambos HDAg tienen un
dominio para la dimerizacién durante el ensamblaje y dos dominios de union al ARN (71).

El S-HDAg permite la formacion de la ribonucleoproteina por interaccion con el
genoma viral y regula positivamente la replicacion interactuando con factores de
transcripcion. El L-HDAg por el contrario, regula negativamente la replicacién del genoma
viral, sufre un proceso postranscripcional en el cual se adiciona un grupo de isoprenil en
un residuo de cisteina en la region C-terminal que es esencial para interactuar con el
HBsAg y el posterior ensamblaje (70). Adicionalmente, el genoma de VHD posee un
dominio de 85 nucleotidos con actividad ribozima necesario para el auto-clivaje durante

la replicacién del genoma viral (70).
Ciclo de replicacién de VHD

El VHD usa el mismo receptor celular que el VHB, NTCP (70). Al entrar por
endocitosis al hepatocito, VHD pierde su envoltura y la ribonucleoproteina es traslocada

al nucleo gracias a un dominio de localizacién nuclear en el S-HDAg (72—74) (Figura 7).
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La sintesis del ARN gendmico se lleva a cabo en el nucleoplasma por la ARN polimerasa
Il celular y el antigendmico en el nucleolo por actividad de la ARN polimerasa | celular
(75).
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Figura 7. Ciclo de replicacién del VHD.
Figura adaptada de Hughes et al., 2011 (70).

La replicacion del genoma viral se realiza mediante un mecanismo de circulo
rodante, en el cual se sintetiza una cadena de ARN lineal con varias copias
concatenadas. Cada una de estas copias tiene el dominio con actividad ribozima para el
auto-clivaje, generando moléculas de ARN antigendmico individuales, que son
circularizadas por ligasas celulares y estos ARN circulares sirven como molde para
sintetizar el ARN gendmico (76).

El ARN gendmico sirve como molde para sintetizar el ARN mensajero que da lugar
al S-HDAg. A partir del ARN antigenémico luego de ser editado por ADAR1, se genera el
ARN gendmico que sirve como molde para el ARN mensajero para la sintesis al L-HDAg
(70).

Luego de la sintesis del S-HDAg se transloca al nucleo para regular positivamente
la replicacion, mientras que el L-HDAg regula negativamente la replicacion del genoma

de VHD vy favorece el ensamblaje (70). Los S-HDAg y L-HDAg forman octameros que
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interactian con el ARN genomico, similar a la forma en la que se empaqueta el ADN
celular en las histonas (77,78). El L-HDAg sufre una modificacion postraduccional, en la
cual se da una isoprenilacion en la cisteina del C-terminal, sefial necesaria para la

interaccion con el HBsAg y el ensamblaje de la particula viral (79) (Figura 7).
Historia natural de lainfecciéon por VHD

El VHD se transmite principalmente por via parenteral (70), aunque también se
transmite por via sexual (80). Teniendo en cuenta que el VHD es un tipo de virus satélite
de VHB, por su dependencia de HBsAg para el ensamblaje de las particulas virales, se
han definido dos tipos de infeccién: coinfeccion y superinfeccién. La coinfeccion
corresponde a la infeccion simultanea de VHB y VHD; mientras que la superinfeccion se
presenta en individuos con infeccion crénica por VHB, que posteriormente se infectan
con VHD (77). (Figura 8).

o L]
! PR |
Coinfeccion Superinfeccion
Infeccidn
crénica

95% 20%
v v
Aclaramiento 5% . Infeccion 80% Aclaramiento

viral cronica viral

|
v

Cirrosis 4% / afio
CHC 2,8% / afio

Figura 8. Coinfeccion y superinfeccion VHB/VHD.
Figura adaptada de Turon-Lago et al; 2020 (84).

La coinfeccién suele ser mas severa que la monoinfeccién por VHB y puede
presentarse una falla hepatica aguda en el 2-3% y progresion a infeccién crénica en el

5% de las personas con coinfeccion VHB/VHD (70,81). En el caso de una superinfeccién,



CARACTERIZACION SEROLOGICA Y MOLECULAR DE LA INFECCION POR EL VIRUS DE L... 36

se desarrolla infeccion crénica por VHD en el 80% de los pacientes, y suele presentarse
un cuadro de hepatitis mas severa con mayor grado de fibrosis, y mayor progresion a
cirrosis y CHC, comparado con la monoinfeccién por VHB (70) (Figura 8).

Dado que el desenlace y manejo clinico difiere, se debe determinar si se trata de
coinfeccion o superinfeccion. En el primer caso el individuo presenta marcadores de
hepatitis B aguda HBsAg+, Anti-HBc IgM+, y Anti-VHD Total y/o IgM+, carga viral de
VHD+ (82). Adicionalmente, se presentan niveles séricos elevados de ALT y/o AST y en
una proporcién de los casos el ADN de VHB es detectable (Figura 9) (83).

En el caso de una superinfeccion el individuo presenta marcadores de infeccién
cronica por VHB, HBsAg+, Anti-HBc IgG+ e IgM - y usualmente la carga viral de VHB es
baja o indetectable, acompafiada de deteccion del ARN de VHD y Anti-VHD Total y/o IgM
(82). Se ha descrito que el marcador Anti-VHD IgM se puede reactivar durante la infeccion
cronica, por lo cual no es indicativo necesariamente de infeccion aguda, sino que se
puede correlacionar con una infeccion activa (82). Asimismo, algunos estudios han
encontrado que los anticuerpos Anti-VHD IgM persisten durante la progresion de la
infeccion y desaparecen en los casos de aclaramiento viral (84), y que se asocian con la
actividad histoldgica y bioquimica por lo cual podria ser un marcador de mal prondéstico
clinico (83) (Figura 9).

Se ha descrito que la baja carga viral de genoma de VHB en los casos de
coinfeccion y superinfeccion, se debe a la regulacion negativa de VHD sobre la
replicacion de VHB (85,86). Como se mencion6 anteriormente, el genoma de VHB posee
dos enhancers Enhl y Enh2 y se ha reportado que el S-HDAg y L-HDAg pueden unirse
a estas secuencias regulando negativamente la transcripcion a partir del cccADN (85).
Adicionalmente, el L-HDAg puede actuar como transactivador del gen celular que codifica
la proteina de resistencia a mixovirus 1 (MxA), potenciando la produccién de interferon
alfa (85).



CARACTERIZACION SEROLOGICA Y MOLECULAR DE LA INFECCION POR EL VIRUS DE L... 37

Coinfeccion por VYHB y VHD con aclaramiento viral
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Figura 9. Marcadores serol6gicos de coinfeccion y superinfeccion por VHB y VHD.
Figura adaptada de Usai et al., 2022 (83).

Dado que VHB y VHD presentan el HBsAg en la envoltura de los viriones y usan
el mismo receptor, las dos infecciones se previenen con la vacuna recombinante de

Hepatitis B que corresponde al determinante “a” del HBsAg (77). Usualmente la infeccion
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por VHD es tratada con IFN-q, sin embargo, en los ultimos afios se han desarrollado y
explorado otras estrategias terapéuticas como: 1) el IFN lambda pegilado actualmente en
ensayos clinicos fase 2 (83); 2) Bulevirtide que es un lipopéptido que se une al NTCP e
inhibe la entrada de VHB y VHD, se encuentra en ensayos clinicos en fase 2 y 3y con
autorizacion condicional por parte de Agencia Europea de Medicamentos (83); 3)
Lonafarnib que inhibe la prenilacion del L-HDAg, modificacion necesaria para la
interaccion con el HBsAg y para el ensamblaje de la particula viral, fue designado como
terapia innovadora por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos y medicamento de prioridad por EMA, se encuentra en el estudio global de fase
3 (83,87). Adicionalmente, in vitro se han evaluado pequefias moléculas, polimeros de
acidos nucleicos y ARN de interferencia que evitan el clivaje durante la replicacién del
genoma de VHD (88,89).

Epidemiologia de la infeccion por VHD

Se estima que alrededor del 4,5% de las personas con Hepatitis B cronica en el
mundo, estan infectadas con el VHD (90). Las regiones endémicas para hepatitis B
suelen tener una mayor prevalencia de VHD, especialmente en Africa, la cuenca
amazonica, la zona mediterranea de Europa, el Medio Oriente y algunas regiones de Asia
(70,91).

Miao y colaboradores cuantificaron la prevalencia global de la infeccién por VHD
usando diferentes modelos matematicos y utilizando los datos de 634 estudios de 48
paises, incluyendo Colombia. Los investigadores describen una prevalencia de 0,8% en
poblacién general y 13,02% en poblacidon seropositiva para HBsAg, lo que corresponde
a 48-60 millones de personas infectadas a nivel mundial (92).

La prevalencia de la hepatitis delta en Suramérica es heterogénea: en Chile,
Uruguay, Argentina y el Sur de Brasil, la prevalencia es < 2% en personas con infeccion
cronica por VHB (93). Mientras que en la Cuenca Amazonica compartida por Brasil,
Colombia, Peru, Ecuador y Venezuela, existe una alta endemicidad para la infeccion por
VHB y VHD (93).

Gracias a la implementacién de medidas de prevencion como la vacunacion contra

hepatitis B, la prevalencia de VHD ha disminuido especialmente en poblacién joven (70).
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Sin embargo, existen poblaciones de alto riesgo como las comunidades indigenas,
pacientes sometidos a hemodidlisis y personas que se inyectan (PID) (94). Miao y
colaboradores encontraron en el metaanalisis que la prevalencia de VHD es del 4,75%
(2,34-7,95) en PID HBsAg- y 40,41% (31,82-49,30) en PID HBsAg+, con un OR=15,44
(95%CI, 8,68-27,49) comparado con poblacion general (92). Adicionalmente, las
migraciones hacia América y Europa en los ultimos afios han modificado el panorama
epidemiologico de la infeccion por VHD, por las personas procedentes de regiones
endémicas para VHB/VHD (90,95).

Epidemiologia de la infeccién por VHD en Colombia

Histéricamente, numerosos casos de falla hepatica aguda asociados a VHD se
han reportado en Colombia, Brasil, Venezuela y Peru (96), tal como la “hepatitis de
Labrea” reportada en la regiéon del Amazonas en Brasil (97-99) y la “hepatitis de la Sierra
Nevada de Santa Marta” en el norte de Colombia (100). El dltimo brote de hepatitis delta
en Colombia se registré en el periodo 2004-2005 en municipio de Inirida, departamento
de Guainia, con seis casos fatales asociados a hepatitis fulminante (101). Segun los
informes de evento del INS se han notificado en el SIVIGILA tan solo siete casos de
hepatitis delta en el periodo 2016-2021 (41).

En un estudio realizado con 697 individuos de los departamentos de Amazonas,
Chocd6, Magdalena y San Andrés, encontraron 173 individuos HBsAg y/o Anti-HBc
positivos, con las frecuencias mas altas de seroprevalencia en Amazonas y Magdalena
(p=0,033). De las 173 muestras positivas para marcadores de infeccion por VHB, 9
(5,20%) fueron positivas para Anti-VHD (ocho muestras de Amazonas y una de
Magdalena) (102).

Di Filippo y colaboradores realizaron una busqueda activa de casos de VHB en
poblacién indigena >18 afios de 19 comunidades del departamento de Amazonas en el
periodo 2011-2013. Un total de 23/861 indigenas fue positivos para HBsAg por prueba
rapida. En la poblacion de estudio se detectaron marcadores serolégicos Anti-VHD en el
43,5% de las muestras de participantes HBsAg positivos y se logré detectar el ARN de
VHD en 30,43% (54) (Tabla 6).

Tabla 6. Estudios de prevalencia de la infeccion por el VHD en Colombia.
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2011- , 43,5% 30,4% -
2013 Indigena Amazonas 23 (10/23) (7/23) Di Filippo et al., 2015
Indigenas
! Amazonas 5,2% Alvarado-Mora et al.
2011 | personal médico ’ 173 ’ ’
M | 17 2011
y desplazados* agdalena (9/173) 0
— 3 :
2007 Casos hepatitis Amazonas 7 71,4% Alvarado-Mora et al.,

fulminante (5/7) 2011
*En este estudio los resultados no se encuentran discriminados por poblacion de estudio.

Elaboracion propia.
Distribucion de los genotipos de VHD

A la fecha se han descrito ocho genotipos de VHD que divergen entre si en el 40%
de la secuencia (70,103). El genotipo | presenta una distribucion global, el genotipo Il se
encuentra distribuido principalmente en Japdn, Taiwan y Rusia, el genotipo Il en Sur
América, el genotipo IV en Japon y Taiwan y los genotipos V-VIII principalmente en Africa
(70,104).

De acuerdo a estudios de filogeografia se ha descrito que el genotipo de VHD mas
prevalente en la Surameérica es el 11l con un ancestro comun localizado entre 1952 y 1972
(95% HPD) siguiendo un posible patron de diseminacion desde Brasil hacia Venezuela 'y
posteriormente Colombia (104). También se ha identificado el genotipo | en la region y
recientemente se ha reportado la presencia del genotipo VIl de VHD en Maranhéao, Brasil
(105,106).

Algunos estudios reportan una relacién entre el genotipo de VHD vy el desarrollo
clinico de la infeccion. El genotipo | se ha asociado con un menor porcentaje de remision
y con complicaciones hepaticas cuando se le compara con el genotipo Il (107). El
genotipo Il se ha asociado con casos de falla hepatica aguda y una mayor mortalidad en
la poblacion de la cuenca amazonica y en la Sierra Nevada de Santa Marta, Colombia
(100,108).

Distribucion de los genotipos de VHD en Colombia

En 2007 se caracterizaron 5 secuencias del genotipo Il del VHD en muestras

obtenidas de indigenas del Amazonas (109). Y en el estudio de di Filippo y colaboradores
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se identificaron 7 secuencias que agruparon con el genotipo Il de VHD de muestras de

indigenas del departamento de Amazonas (54).
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Planteamiento del problema

En la revision sistemética de Russell y colaboradores, reportan que el rango de
prevalencia de HBsAg en estudios realizados en comunidades indigenas vy
afrodescendientes de Latinoamérica es de 0-29,5% y para Anti-HBc de 0-78%.
Adicionalmente, reportan prevalencias para Anti-VHD entre 0,1-8,3% y entre 6,0-43,5%
en individuos positivos para HBsAg (110). Estos resultados muestran que esta es una
problemética en indigenas de Latinoamérica (Figura 10).

Aunque en Colombia se cuenta con la vacuna de hepatitis B desde 1992 y a partir
de 1995 como parte del esquema del PAI, en el 2000 se reporté un brote de infeccién por
VHB/VHD en la comunidad Alto Paca, en el departamento del Vaupés, en el que
fallecieron nueve indigenas por falla hepética y se identificaron por lo menos 20 casos
positivos para Anti-VHD (111). Posteriormente, en 2005 se reporté un brote en Inirida,
Guainia, con seis casos con coinfeccion VHB/VHD y desenlace fatal (101).

En el pais se han realizado estudios como el de Garcia y colaboradores y el de
Jaramillo y colaboradores, en nifios nacidos después de 2001 de comunidades indigenas
del departamento de Amazonas (27). Este estudio se llevo a cabo durante el periodo
2011-2012 y se incluyeron 1275 nifios menores de 11 afios. El 3,6% fueron Anti-HBc+ y
el 0,5% HBsAg+/Anti-HBc+. El estudio permitié estimar que los recién nacidos que
recibieron la primera dosis en las primeras 48 horas de vida tuvieron hasta un 95% menos
riesgo de infectarse. Adicionalmente, los nifios nacidos de madres Anti-HBc+ tienen una
mayor probabilidad de infectarse (OR=7,8, 95% CI 3,3-10,2) (27,33).

La problematica de las condiciones para el acceso a la vacuna y tiempo de
administracion de la dosis del recién nacido, también se evidencio recientemente en nifios
y nifias de 5 a 10 afios, en zonas con probable circulacion de VHB en Colombia. La
cobertura de vacunacion de las dosis del recién nacido en esta poblacion de estudio fue
del 94,2%, pero discriminado por etnia, la cobertura es del 86,6 % en los nifios indigenas
(29). Adicionalmente, solo el 68,7% de los nifios recibieron la dosis del recién nacido en
las primeras 24 horas de vida (29). Lo que demuestra la necesidad de estrategias de
prevencion dirigidas a estas comunidades y estudios acerca de la infeccién por VHB y

VHD indigenas de Colombia.
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La prevalencia de HBsAg varia entre 0,5-18% y de Anti-HBc entre 3,6-66% en
poblacion indigena del departamento de Amazonas, con las mayores prevalencias en
indigenas nacidos antes de la implementacion de la vacuna (31,33,48,49,54). A la fecha,
hay un solo estudio de VHD en poblacion indigena del departamento de Amazonas, en
el que se describe una prevalencia de Anti-VHD del 43,5%, y deteccion del genoma de
VHD en el 70% de los casos Anti-VHD+ (54).

Estos estudios realizados hace méas de 10 afios aportan evidencia de que la
infeccion por VHB y VHD siguen siendo un problema de salud publica en comunidades
indigenas del departamento de Amazonas. Sin embargo, poco se conoce de la situacion
actual en comunidades indigenas de otras regiones del pais. Razdn por la cual se formul6
este estudio en el marco del proyecto “Caracterizacion molecular y factores asociados a
la infeccion por el Virus de la Hepatitis B en poblacion indigena de Colombia: un estudio

de casos y controles”.
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Q| HBsAg: 1,4-9,4%
Anti-HBc: 33% )
OBI: 14,2% o
{Roman et al., 2010, Russell et al., 2019, Pujol
etal, 2016)
= HBsAg: 2,67-9,3%

Anti-HBc: 3,8-33,4%
HBsAg+/anti-HBc+: 0,5-9,2%
Anti-VHD en HBsAg+: 43,5 %
(Porras Ramirez, 2017, Jaramillo et al., 2017, di Filippo
et al., 2015)

HBsAg: 14-54%
ﬁ Anti-HBc: 95-98%
OBI: 23,5-25%
Anti-VHD en HBsAg+: 70%
{Manock et al., 2000, Pujol et al., 2016)

I”"I HBsAg: 0-9,4 %
Anti-HBc: 39,13-59,7%
Anti-VHD: 2,11-39 % de los HBsAg+ {Cabezas S et al.,
2006, Ormaeche et al., 2012, Cabezas et al., 2020}

HBsAg: 1,3-1,4% *
Anti-HBc: 1,4-3,2% -!

{Gabster et al., 2019}

Anti-HBc: 12-81,1% wracm
HBsAg: 1,8-37,8%
OBI: 5,6-34%
Anti-VHD en HBsAg+: 0-12,5%
{Monsalve-Castillo et al., 2008, Russell et al., 2019,
Pujol et al., 2016, Blanco et al., 2018, Cardona et al.,
2020, Duarte MC et al., 2010)

HBsAg: 0-20,6%
Anti-HBc: 2,2-54,5%

Anti-HD en HEsAg+: 13,4%
{Braga et al,, 2001, Aguiar et al., 2002, W. 5. M.
Braga, 2004, Parana et al., 2008, Hilton, 2008,
Coelhg, 2017, Yamada et al., 2017 )

HBsAg: 1,4-1,7%
OBI: 6,6-18,64%
{Delfino et al., 2012, Pujol et al., 2016)

Figura 10. Reporte de casos de infeccién por VHB y/o VHD en comunidades indigenas de Latinoamérica.

Elaboracién propia a partir de la informacion de Castro-Arroyave et al., 2022 (47).




CARACTERIZACION SEROLOGICA Y MOLECULAR DE LA INFECCION POR EL VIRUS DE L...
45

Objetivos

Objetivo general

Caracterizar los marcadores serologicos y moleculares de la infeccion por
VHB y VHD en poblaciones indigenas de cuatro departamentos de Colombia.

Objetivos especificos

e Describir marcadores serolégicos para la infeccion por VHB y VHD en la
poblacién de estudio.

e Identificar los casos de coinfeccion y superinfeccion por el virus de la hepatitis
D en la poblacion de estudio.

e Caracterizar los genotipos de VHB y VHD y variantes de escape de VHB en

la poblacion de estudio.



CARACTERIZACION SEROLOGICA Y MOLECULAR DE LA INFECCION POR EL VIRUS DE L...
46

Materiales y Métodos

Poblacion de estudio

Se seleccionaron los departamentos de Amazonas y Guaviare por ser
departamentos con alta incidencia de infeccion por hepatitis B. Y adicionalmente,
los departamentos de Antioquia y La Guajira por la experiencia de los grupos de
investigacion Epidemiologia y GEPIDH en comunidades y organizaciones indigenas
de estas regiones (Figura 11).

La Guajira

Antioquia

Guaviare

Amazonas

Figura 11. Ubicacion geogréfica de los departamentos que hacen parte del estudio.
Tipo de estudio

El disefio del estudio es de casos y controles. Se defini6 como caso, indigena
mayor de 18 afios de edad notificado al SIVIGILA como caso de hepatitis B durante
el periodo 2015-2022 en uno de los departamentos del estudio. Para cada caso se
seleccionaron dos controles negativos para HBsAg por prueba rapida (Ad. Bio)
pareados por sexo, edad, etnia indigena y departamento de procedencia.
Adicionalmente, uno de los criterios de inclusion de los casos o0 y controles es hablar
y entender espafiol.

De acuerdo con la incidencia 2010-2021 reportada por el INS para cada uno

de los departamentos, se estim6 una proporcion de casos y controles del 50% en
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Amazonas, 25% en Guaviare, 15% en La Guajiray 10% en Antioquia. Se calculé un
tamafo de muestra que permitiera medir un OR igual o superior a 2,5, asumiendo
una frecuencia de exposicion en el grupo control del 20%, un nivel de confianza del
95% y un poder del 80%, usando el programa Epi InfoTM 7.2.1.0, para un total de
67 casos y 134 controles.

Muestreo

Los casos fueron identificados y se anoté la probable localizacién geogréfica
a partir de los registros suministrados por la Secretaria de Salud correspondiente
con previa firma de acuerdos de confidencialidad. Posteriormente, se realizaron las
salidas de campo y con ayuda de las alianzas interinstitucionales en cada uno de
los departamentos se inicio el muestreo comenzando por los casos ubicados cerca
de la cabecera municipal, con el apoyo de los promotores de salud de hospitales y
centros de salud de cada municipio.

Los individuos que cumplian con los criterios de inclusion y aceptaron
participar en el estudio, diligenciaron el consentimiento informado, previa
explicacion del estudio y de sus derechos. Luego se entrevisto al participante para
dar respuesta a las preguntas de la encuesta con las caracteristicas

sociodemograficas y posibles factores de riesgo.
Toma de muestra

Se obtuvo en tubo seco una muestra de sangre por puncion venosa de 14
mL de los casos notificados de Hepatitis B y de los controles negativos para HBsAg
por prueba rapida. La obtencién del suero se realiz6 por separacion de fases
centrifugando a 3500 rpm por 15 minutos por personal del laboratorio departamental
respectivo, y conservadas entre -20°C y -70°C. Las muestras fueron enviadas al
laboratorio del Grupo Gastrohepatologia de la Universidad de Antioquia, por servicio
especial de mensajeria con triple embalaje y con hielo seco para asegurar una
temperatura de congelacion, donde fueron almacenadas a -70°C para su posterior

andlisis.
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Marcadores seroldgicos para la infeccion por VHB

Alicuotas de 1000ul de suero fueron analizadas en el Laboratorio Docente
Asistencial e Investigativo de la Universidad de Antioquia para la deteccién de los
marcadores HBsAg, anti-HBc IgM y Total por quimioluminiscencia, y pruebas de
funcién hepética ALT y AST, por Test UV, segun la IFCC (Federacion Internacional
de Quimica Clinica y Medicina de Laboratorio) modificado con buffer TRIS sin
piridoxal fosfato. Las muestras que fueron positivas para HBsAg y Anti-HBc y que
presentaron niveles elevados de ALT y/o AST, fueron analizadas para HBeAg y anti-
HBe, con el método de quimioluminiscencia.

Adicionalmente, las muestras de los controles también se analizaron para el
marcador anti-HBc Total por quimioluminiscencia en el Laboratorio Docente
Asistencial e Investigativo de la Universidad de Antioquia.

Extraccion y deteccion del genoma de VHB

El ADN total se obtuvo a partir de las muestras de suero utilizando un estuche
comercial (QlAamp DNA Blood mini kit, QIAGEN), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Alicuotas de 20uL del ADN fueron almacenadas a -20°C.

Para la PCR anidada de la region S se utilizan los primers YS1 - YS2 en la
primera ronda (112) y S3s - S3as para la segunda ronda (113) (Anexo 1); los cuales
amplifican un fragmento de 336 pb (posicion gendmica: 422-758 nt con respecto al
genoma de referencia NC_003977.2). Las condiciones de amplificacion y ciclaje
fueron adaptadas de protocolos previamente publicados en la literatura vy
estandarizados en el Grupo de Gastrohepatologia de la Universidad de Antioquia
(33,54) (Anexo 2).

Las condiciones de la primera ronda son volumen final 25uL, buffer 1X, MgCl>
4mM, dNTPs 0,2mM (Promega), primer YS1y YS2 0,4 uM, Taq DNA polimerasa
(Thermo Scientific) 1,25U. Dado que la cuantificacion de la extraccion de ADN total
a partir de suero es baja y no indica la carga viral de la muestra, se usaron 5uL de
ADN producto de la extraccion. El ciclaje fue 94°C por 3 minutos, seguido de 35

ciclos de 94°C por 45 segundos, 53°C durante 1 minuto, extension a 72°C por 1.30
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minutos y 72°C por 6 minutos, usando el termociclador C1000 Touch Thermal Cycler
(Bio-Rad).

Las condiciones de la segunda ronda son volumen final 50puL, buffer 1X,
MgCl> 2mM, dNTPs 0,2mM (Promega), primers S3a y S3as 0,4 uM, Tag DNA
polimerasa (Thermo) 1,25 U y 5 pL de producto de amplificacién de la primera ronda.
El ciclaje fue 94°C por 4 minutos. Seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 50°C
por 1 minuto y15 segundos y extensién a 72°C por 1 minuto y 30 segundos, y una
extension final de 72°C por 5 minutos.

El protocolo de amplificacién para las regiones PreS1y PreS2 corresponde
a una PCR anidada utilizando los primers P1-P2 en la primera ronda para amplificar
el genoma completo del VHB (114) (Anexo 1), con modificaciones al protocolo
previamente estandarizada en el Grupo de Gastrohepatologia (Anexo 3). El volumen
final de la reaccion fue de 50uL con buffer 1X, MgCI2 1,5mM, dNTPs (Promega)
0,2mM, primers P1y P2 a 1uM, Taqg DNA polimerasa (Thermo Scientific) 5Uy 5 uL
de ADN. Se disefid un ciclaje touchdown 94°C por 4 minutos 10 ciclos de 94°C por
40 segundos, 55°C un minuto, 72°C por 3 minutos, 10 ciclos de 94°C por 40
segundos, 60°C un minuto, 72°C por 5 minutos, 10 ciclos de 94°C por 40 segundos,
62°C un minuto, 72°C por 7 minutos, 10 ciclos de 94°C por 40 segundos, 62°C un
minuto, 72°C por 9 minutos, y una extension final de 72°C por 10 minutos.

Para la segunda ronda se usaron los primers 2440p-58n para amplificar un
fragmento final de 830 pb (posicion gendmica: 2440-58 nt con respecto al genoma
de referencia NC_003977.2) de PreS1 previamente estandarizado en el Grupo de
Gastrohepatologia de la Universidad de Antioquia (33) (Anexo 1). Las condiciones
de amplificacién fueron adaptadas (33) (Anexo 4). En la segunda ronda el volumen
final de la reaccion fue de 50uL con buffer 1X, MgClz 1,5mM, dNTPs (Promega)
0,2mM, primers a 0,4uM, Tag DNA polimerasa (Thermo Scientific) 1,5 Uy 5 uL de
producto amplificado de primera ronda. El ciclaje fue de 95°C por 3 minutos seguido
de 35 ciclos de 95°C por 40 segundos, 55°C por 30 segundos y extensién a 72°C
por un minuto, y una extension final de 72°C por 10 minutos.

La region PreS2 se amplificd con los primers p3006f-p213r que amplifican un

fragmento de 407 pb (posicion gendmica: 3006-213 nt con respecto al genoma de
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referencia NC_003977.2) previamente disefiados en el Grupo de Gastrohepatologia
de la Universidad de Antioquia (Anexo 1) (33). El volumen final de la reaccién fue de
50uL con buffer 1X, MgCl2 1,5mM, dNTPs (Promega) 0,2 mM, primers a 0,4 uM,
Tag DNA polimerasa (Thermo Scientific) 1,5 U y 5 pL de producto amplificado de
primera ronda. El ciclaje fue 95°C por 3 minutos seguido de 35 ciclos de 95°C por
40 segundos, 59°C por 30 segundos y extension a 72°C por un minuto, y una
extension final de 72°C por 10 minutos (Anexo 5).

Los productos de amplificacién fueron visualizados en geles de agarosa al
1,5% por electroforesis (Thermo Scientific) y tefiidos con bromuro de etidio (BrEt
0,5mg/mL) al 0,1% v/v. El corrido se llevo a cabo a 100 Voltios durante 1 hora en
solucién buffer TAE 1X. Para la visualizacion del gel se utiliz6 un marcador de peso
molecular de 100pb (Thermo Scientific), como control negativo se utilizé agua libre
de nucleasas y como control positivo el ADN de la muestra HPTU-01-005, caso de
hepatitis B. Los geles fueron fotodocumentados con el equipo 2UV transiluminator
(Digital Imaging System).

PCR cuantitativa para VHB

Con el fin de determinar la eficiencia de la PCR utilizando los primers S3s-
S3as (422-758 nt) se adquirio el plasmido pL-HBsAg (Addgene) (115). Se realizo la
transformacion de bacterias competentes siguiendo el protocolo sugerido por
Addgene. Posteriormente se realizé una Miniprep a partir de 5 mL de medio con el
Kit GeneJET Plasmid (Thermo Scientific) siguiendo las indicaciones de la casa
comercial. EI ADN se cuantificd por espectrofotometria (NanoDrop 2000-Thermo
Scientific) y se determiné el numero de copias por pl en la plataforma
NEBCalculator.

Se realizaron diluciones seriadas de 108-10'! copias del plasmido/ul y se
realiz6 una PCR en tiempo real (QPCR). El volumen final de la reaccion fue 25uL
con SYBR Mix 12,5 ul (Thermo Scientific), primers S3a 'y S3as a 0,3 uM, y 2 pL de
ADN. El ciclaje fue 50°C por 2 minutos y 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos
de 95°C por 15 segundos, 50°C por 30 segundos y extension a 72°C por 30

segundos, y una extension final de 72°C por 1 minuto (Anexo 6).
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Segun los Cq obtenidos se realizé una regresion lineal con un R? mayor a

0,95. De acuerdo con el valor de la pendiente se hall6 la eficiencia:
1
WE = (10(_4Pendiente) — 1) x100

Siguiendo los parametros de la regresién lineal se cuantificé la carga viral de
las muestras positivas para PCR convencional. Adicionalmente, se determiné el
limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ). EI LOD se definié como
la concentracion mas pequefia que puedo ser detectada, y LOQ la concentracion

mas baja que se pudo cuantificar sin perder la linealidad de la curva estandar.
Marcadores serolégicos para la infeccion por VHD

Las muestras de los casos fueron analizadas con una ELISA competitiva para
determinar la presencia de anticuerpos anti-VHD Totales (DIA.PRO) siguiendo las

instrucciones de la casa comercial. De cada muestra se analizaron dos replicas.
Extraccion y deteccion del genoma de VHD

El ARN viral se obtuvo a partir de las muestras de suero utilizando el kit
comercial QlAamp Viral RNA Mini (QIAGEN), siguiendo las instrucciones de la casa
comercial. Alicuotas de 30puL del ARN fueron almacenadas a -70°C.

La deteccion del genoma viral se realizé por RT-PCR anidada utilizando los
primers 8531U-1302D y HDV-E-HDV-A (Anexo 1) especificos para una region que
codifica para el HDAg (posicion genémica: 877nt-1290nt con respecto al genoma
de referencia NC_003977.2). Las condiciones de amplificacion y ciclaje fueron
adaptadas de protocolos estandarizados en el laboratorio del Grupo de
Gastrohepatologia (54) (Anexo 7). Para la RT se us6 un volumen final de 30 pL,
Buffer RT 1X, dNTPs 0,67 mM (Promega), primer 1302D 0,67 uM, RevertAid RT
(Thermo Scientific) 20 U y 10 pL de ARN. Dado que se usdé ARN Carrier en la
extraccion, este podria sobreestimar la cuantificacion, que no necesariamente
refleja la carga viral de la muestra. Siguiendo las recomendaciones del inserto, se

llevé a cabo un ciclaje de 42°C por 60 minutos, y 70°C por 10 minutos.
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La reaccion de primera ronda se llevo a cabo en un volumen final de 50 pL
con Buffer 1X, MgCl> 2 mM, dNTPs 0,2 mM (Promega), primer 8531U y 1302D a
0,5 uM, Taq DNA polimerasa (Thermo Scientific) 1,25 U y 10 uL de cADN producto
de la RT. El ciclaje fue de 95°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por 30
segundos, 56°C durante 30 segundos, extension a 72°C por 1 minuto y 72°C por 10
minutos.

La reaccion de segunda ronda se llevé a cabo en un volumen final de 50 pL
con Buffer 1X, MgCl, 2 mM, dNTPs 0,2 mM (Promega), primer HDV-E y HDV-A a
0,5 uM, Taq DNA polimerasa (Thermo Scientific) 1,25 Uy 10 uL de cADN producto
de la RT. El ciclaje fue de 95°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por 30
segundos, 56°C durante 30 segundos, extension a 72°C por 1 minuto y 72°C por 10
minutos.

Todos los productos amplificados fueron visualizados en geles de agarosa al
1,5% por electroforesis (ThermoScientific) y teflidos con bromuro de etidio (BrEt
0,5mg/mL) al 0,1% v/v. El corrido se llevo a cabo a 100 Voltios durante 1 hora en
solucion buffer TAE 1X. Para la visualizacion del gel se utilizé6 un marcador de peso
molecular de 100pb (Thermo Scientific), como control negativo se utilizé agua libre
de nucleasas y como control positivo la muestra previamente caracterizada en el
laboratorio de Gastrohepatologia con el cédigo VHD+2020 (116). Los geles fueron

fotodocumentados con el equipo 2UV transiluminator (Digital Imaging System).
PCR cuantitativa para VHD

Con el fin de determinar la eficiencia de la PCR utilizando los primers HDV-
E-HDV-A (877nt-1290nt) se adquirié el plasmido pSVL(D3) (Addgene) (116). Se
realizo la transformacion de bacterias competentes siguiendo el protocolo sugerido
por Addgene. Posteriormente se realizé una Miniprep a partir de 5 mL de medio con
el Kit GeneJET Plasmid (Thermo Scientific) siguiendo las indicaciones de la casa
comercial. Se cuantifico por espectrofotometria (NanoDrop 2000-Thermo Scientific)
y se determind el nimero de copias por pl en la plataforma NEBCalculator.

Se realizaron diluciones seriadas de 10%-10* copias/ul y se llevé a cabo una
gPCR. El volumen final de la reaccion fue de 25 uL con SYBR Mix 12,5 pL (Thermo
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Scientific), primers HDV-E y HDV-A 0,3 pM, y 2 pL de ADN. El ciclaje fue de 50°C
por 2 minutos, 95°C por 10 minutos seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos,
56°C por 30 segundos y extension a 72°C por 30 segundos, y una extension final
de 72°C por 1 minuto (Anexo 8).

Segun los Cq obtenidos se realizé una regresion lineal con un R? mayor a

0,95. De acuerdo con el valor de la pendiente se hallé la eficiencia:
1
0WE = (10(_Pendiente) — 1) x100

Siguiendo los parametros de la regresién lineal se cuantificé la carga viral de
las muestras positivas para PCR convencional. Adicionalmente, se determiné el
LOD y LOQ. El LOD se definié como la concentracion mas pequefa que puedo ser
detectada, y LOQ la concentracion mas baja que se pudo cuantificar sin perder la
linealidad de la curva estandar.

Andlisis Filogenéticos

Las muestras que fueron positivas para la deteccion del genoma de VHB y
VHD se amplificaron nuevamente con la enzima de alta fidelidad Taq Platinum
(Invitrogen). La purificacion y secuenciacion de los productos de PCR fue realizada
por Macrogen Inc (Seoul, Korea) utilizando el método de dideoxinucleotidos
automatizado de Sanger (BigDyeTM terminator).

Las secuencias se verificaron con BLASTN (NCBI). Con el programa SeqMan
de DNASTAR se cre6 una secuencia consenso. Se disefié un data set con las
secuencias obtenidas y secuencias representativas de todos los genotipos del VHB
y genotipos del VHD disponibles en GenBank y secuencias de los diferentes
estudios que se han llevado a cabo en Colombia. El alineamiento se realizd con
Clustal W y/o Muscle.

Para determinar el modelo de sustitucibn que mas se ajustara, se utilizd
MEGA X. Posteriormente, se realizaron analisis filogenéticos por el método de
Méaxima Verosimilitud y un Bootstrap de 1000 réplicas. Adicionalmente, se utilizd Mr.

Bayes para realizar los andlisis por el método bayesiano.
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Andlisis estadisticos

Para los andlisis se usO estadistica descriptiva, para determinar los
promedios, desviaciones estandar y frecuencias reportadas se utilizé el programa
RStudio v. 2022.02.1+461.

Consideraciones éticas

Esta investigacion se acoge a las guias internacionales para investigacion
con seres humanos expresadas en la Declaracion de Helsinki de la Asociacion
Médica Mundial en su ultima version. Igualmente se acogen a la normatividad
nacional expresada en las resoluciones 008430 de 1993 y 2378 de 2008 del
Ministerio de Salud y Proteccion Social. De acuerdo con lo dispuesto en la primera
de estas resoluciones, esta investigacion se puede clasificar como de riesgo
minimo, pues no incluye ningun tipo de intervencion o procedimiento experimental
gue ponga en riesgo la salud y la vida de los participantes. El proyecto fue aprobado
por el comité de ética de la Facultad Nacional de Salud Publica de la Universidad

de Antioquia.
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Resultados

Caracteristicas sociodemograficas de la poblacion de estudio

El estudio se realizé entre octubre de 2018 y mayo de 2022. Durante este
periodo se realizaron tres salidas de campo en el departamento de Amazonas, tres
salidas en Guaviare y una salida en La Guajira. Dado que no se realizé trabajo
comunitario no fue necesario realizar una consulta previa. Se realizaron diferentes
alianzas interinstitucionales para realizar la captacion de casos y controles en cada
una de las regiones durante la emergencia sanitaria por la pandemia de COVID-19.
Adicionalmente, se diseiid un protocolo de bioseguridad aprobado por la
Universidad de Antioquia para retomar el trabajo de campo.

Las bases de datos con la informacion de los casos notificados del SIVIGILA
fueron proporcionadas por las Secretarias de Salud de Amazonas, Antioquia y
Guaviare, en las cuales se identificaron 122 casos notificados de hepatitis B
(HBsAg) en indigenas durante el periodo 2015-2022.

El departamento de Amazonas tuvo el mayor nimero de casos, con un total
de 58, de los cuales, 20 pudieron ser contactados e ingresados al estudio el (34,5%).
Adicionalmente, a partir de los reportes de las IPS y EPS del departamento se
incluyeron 17 participantes para un total de 37 casos en Amazonas. El
departamento del Guaviare reporté 54, logrando captar el 20,4% (11/54), y ademas
se incluyeron 4 casos de los reportes de las IPS y EPS del departamento. Antioquia,
fue el departamento con menos casos notificados (10 casos) y se logré ingresar al
estudio el 30% (3/10), y dos casos reportados por las IPS y EPS de Antioquia.

En el caso de La Guajira, las bases de datos fueron proporcionadas por la
EPS indigena Anas Wayuu, teniendo en cuenta que por la intervencion de la
Superintendencia de Salud, no fue posible desde la Secretaria de Salud de La
Guajira. La entidad promotora de salud compartié los datos de 37 casos
diagnosticados por prueba rapida, y se logré captar el 48,6% (18/37).

En total se incluyeron 75 casos de los cuales el 49,3% (37/75) fueron del
departamento de Amazonas, el 24% (18/75) de La Guajira, el 20% (15/75) de

Guaviare, y el 6,7% (5/75) de Antioquia. En la Tabla 7 se presentan las etnias
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indigenas mas frecuentes en cada uno de los departamentos, los Tikuna (23/37) en
Amazonas, Wayuu en La Guajira (18/18), Nukak en Guaviare (11/15) y Embera
Katio en Antioquia (2/5). La edad promedio de los casos es 33,0 afios (DS+ 10,6
afos) y la proporcidon de mujeres es mayor que la de hombres, 82,7% y 17,3%,
respectivamente.

En el estudio se incluyeron 150 controles seleccionados de manera
concurrente con la identificacion de los casos y pareados por sexo, edad, etnia y
departamento; de los cuales el 49,3% (74/150) fueron del departamento de
Amazonas, el 24% (36/150) de La Guajira, el 20% (30/150) de Guaviare, y el 6,7%
(10/150) de Antioquia. La edad promedio es 33,1 afios (DS+ 10,5 afios) en los

controles.

Tabla 7. Caracteristicas sociodemogréficas de los casos notificados de Hepatitis B y

controles incluidos en el estudio.

Casos Controles

n=75 n= 150
Sexo No. % No. %
Femenino 62 82,7 124 82,7
Masculino 13 17,3 26 17,3
Edad (afios)
Promedio 33,0 33,1
Comunidades indigenas
por departamento
Amazonas 37 49,3 74 49,3
Tikuna 23 30,7 50 33,3
Yaguas 10 13,3 13 8,7
Andoque 2 2,7 1 0,7
Cocama 2 2,7 8 5,3
Tanimuca 0 0,0 2 1,3
La Guajira 18 24,0 36 24,0
Wayuu 18 24,0 36 24,0
Guaviare 15 20,0 30 20,0
Nukak 11 14,7 16 10,7
Jiw 2 2,7 9 6,0
Tukano 1 1,3 3 2,0
Yuruti 1 1,3 0 0,0
Cubea 0 0,0 2 1,3
Antioquia 5 6,7 10 6,7
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Embera Katio 2 2,7 1 0,7
Embera 1 1,3 1 0,7
Embera Chami 1 1,3 5 3,3
Embera Dovida 1 1,3 3 2,0

Marcadores seroldgicos de la infeccién por VHB

En los casos se confirmé la presencia del marcador HBsAg en el 64% (48/75)
y el marcador Anti-HBc IgM y/o Total en el 72% (54/75). De acuerdo con estos
resultados seroldgicos, se identificé un caso de posible reactivacion (HBsAg+/Anti-
HBc IgM+/Anti-HBc Total +), 47 casos de infeccion cronica (HBsAg+/Anti-HBc IgM-
/Anti-HBc Total+) (Tabla 8) y dos casos de OBI (HBsAg-/Anti-HBc Total+/ADN-
VHB+); ademas, seis casos con marcadores de resolucion clinica (HBsAg-/Anti-HBc
IgM +/- /Anti-HBc Total+/ADN-VHB-). Adicionalmente, se identificaron 19 casos con
marcadores negativos de infeccion por VHB (HBsAg-/Anti-HBc Total-/ADN-VHB-) a
pesar de haber sido notificados al SIVIGILA (Tabla 9).

Tabla 8. Marcadores serolégicos de infeccion por VHB en los casos notificados y

confirmados para HBsAg.

Marcador
seroldgico Reactivacion | Crodnica Total
HBsAg + +
Anti-HBc IgM + -
Anti-HBc Total + +
No. de casos 1 47 48

Tabla 9. Marcadores serolégicos y deteccién del genoma de VHB en los casos notificados

al Sivigila negativos para HBsAg en el estudio.

Sin
Marcador Resolucién OBl Marcadores Total
HBsAg - - - -
Anti-HBc IgM + - - -
Anti-HBc Total + + - -
ADN-VHB - - + -
No. de casos 1 5 2 19 27

OBI: Infeccion oculta de VHB
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De los casos que presentaron marcadores serologicos de infeccion por VHB,
el 31,2% (15/48) presentaron niveles elevados de ALT >49Ul/mL y/o AST >34Ul/mL
(Figura 12). El nivel sérico de AST y ALT presentd un rango de 34,63-1563 Ul/mL y
51,40-494,20 Ul/mL, respectivamente (Figura 12).
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Figura 12. Niveles de AST y ALT en casos de Hepatitis B crénica.
Niveles de AST y ALT en casos HBsAg+/Anti-HBc+ cuantificados por el método IFCC
modificado (AST>34 Ul/mL y ALT>49 Ul/mL).

A estos 15 casos con niveles séricos de enzimas hepaticas elevadas se
realizo deteccion de los marcadores HBeAg y Anti-HBe. Un caso fue positivo para
HBeAg, diez casos positivos para Anti-HBe y un caso positivo para ambos, HBeAg
y Anti-HBe. De tres casos no habia suficiente suero para este analisis. Estos
resultados sugieren que posiblemente se trata de un caso de reactivacion
(HBsAg+/Anti-HBc IgM +/ Anti-HBc Total+/ ADN-VHB+/Anti-HBe+), un caso de
hepatitis B crénica HBeAg positiva, un caso de reaparicion de HBeAg, y nueve

casos de hepatitis B cronica HBeAg negativos (Tabla 10).

Tabla 10. Marcadores seroldgicos de casos de infeccién cronica por VHB que presentan

niveles séricos elevados de ALT y/o AST.
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Hepatitis B
Marcador Hepatitis B crénica Hepatitis B
seroldgico/Clasificacion | Reactivacion cronica con cronica Total
del caso HBeAg + reaparicion HBeAg-

del HBeAg
HBsAg + + + +
Anti-HBc IgM + - - -
Anti-HBc Total + +
AST/ALT Elevados + +
HBeAg - + -
Anti-HBe + - + +
No. de casos 1 1 1 9 12

AST 34,63-1563 Ul/mL y ALT 51,4-494,2 Ul/mL. Marcadores HBeAg y anti-HBe con el

método de quimioluminiscencia.

Deteccion del genoma de VHB

Se realiz6 extraccion de ADN total a partir de las 75 muestras de suero de
los casos. Luego del ensayo de PCR, en 20/75 (26,67%) de las muestras se
amplifico la region ORF S de VHB (422nt-758nt) (Figura 13). Estos resultados se
confirmaron repitiendo la amplificacion con una enzima de alta fidelidad (Platinum
Taqg DNA polymerase, Invitrogen).

PCR anidada S

WM - + 005 006 007 100 102

500 pb

336pb —»

Figura 13. Figura representativa de la amplificacion del ORF S del VHB.

Muestras de suero de los casos de indigenas notificados como positivos para hepatitis B en
el SIVIGILA. Gel de agarosa al 1,5%. WM: Marcador de peso molecular de 100pb. -: Control negativo
agua libre de nucleasas. +: Control positivo muestra HPTU-01-005.
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A partir de las 20 muestras de suero positivas para la deteccién del genoma
de VHB (ORF S), se realiz6 el ensayo de PCR de las regiones PreS1 (2440-58 nt)
y PreS2 (3006-213 nt), con amplificacion de la region PreS1 en 3 muestras (15,0%)
y la region PreS2 en 6 muestras (30,0%) (Figura 14).

PCR anidada PreS2 PCR anidada PreS1

WM - 102 103 + WM - + 002 003 004 005 006

1000 pb
830 pb

500pb —>»
407 pb

Figura 14. Figura representativa de la amplificacion de las regiones PreS1y PreS2 del VHB.
Muestras de suero de los casos de indigenas reportados como positivos para hepatitis B a
los cuales se les logré detectar el genoma de VHB ORF S. La banda esperada es de 407pb para
PreS2 y 830pb para PreS1. Gel de agarosa al 1,5%. WM: Marcador de peso molecular de 100pb. -:

Control negativo agua libre de nucleasas. +: Control positivo muestra HPTU-01-005.

Cuantificacion de la carga viral de VHB

Con el fin de realizar una cuantificacion absoluta se realizaron diluciones
seriadas del plasmido pL-HBsAg de 10°%10* copias/uL. De acuerdo con los
resultados de Cq obtenidos en la gPCR, se realizd una regresion lineal con un
R?=0,99 en la cual se obtuvo una pendiente de -3,46 y un intercepto de 38,98. De
acuerdo con la pendiente obtenida, se estim6 una eficiencia del 94,46%. Con la
curva estandar realizada se determiné un limite de deteccion de LOD= 1 copia/uL y

un limite de cuantificacion LOQ=10 copias/pL.
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Figura 15. Regresion lineal de la gPCR del ORF S de VHB a partir del plasmido pL-HBsAg.

Se realizan diluciones seriadas de 10°-10* copias/pL del plasmido pL-HBsAg.

Adicionalmente, se realiz6 el ensayo de gPCR con las muestras por triplicado
y se logré cuantificar la carga viral en 16 muestras (Anexo 9), de los cuales dos
tuvieron una carga viral >2000 copias/pL (Figura 16). En cuatro muestras de casos
no se logré cuantificar la carga viral, porque el nimero de copias esta por debajo
del limite de deteccion de la prueba o porque se ha degradado el ADN extraido. De
los casos a los cuales se les realizd deteccion de HBeAg, se logro detectar y
cuantificar el genoma de VHB en tres, una HBeAg positiva con una carga viral de
1,0x10° copias/pL y dos HBeAg negativas con 6,9x10° y 0,68 copias/uL. Aunque la
cantidad de muestras no es representativa, se observa que el caso HBeAg positivo

presenta una mayor carga viral.
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Cuantificacion de la carga viral de VHB
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Figura 16. Cuantificacién de la carga viral de VHB en las muestras de suero positivas para
la deteccion del genoma de VHB, ORF S.

Cada muestra se analiza por triplicado y se toma en cuenta el promedio de los dos Cq mas
homogéneos.

Identificacidon de los genotipos y subgenotipos de VHB

La caracterizacion de los genotipos y subgenotipos de VHB se realizo
mediante secuenciacion de los amplicones de la PCR anidada del ORF S (336pb)
utilizando una enzima de alta fidelidad. Se determiné en el programa Mega X que el
mejor modelo de sustitucion para este dataset es el modelo Kimura-2-parameter
con distribucion G+I. El primer andlisis filogenético se llevé a cabo en Mega X
usando el método de Maxima Verosimilitud con un Bootstrap de 1000 réplicas.

Se identificaron 13 secuencias que agruparon en el genotipo F, 5 del
subgenotipo F1B, 6 del subgenotipo F3 y por ultimo, dos secuencias no agruparon
con ningun subgenotipo. Ademas, siete secuencias agruparon en el genotipo D
(Figura 17). Dado que la region secuenciada es de 336 pb, no hay suficiente

resolucién para obtener valores de Bootstrap mayores a 70.
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Figura 17. Analisis Filogenético de la region ORF S de VHB.

Andlisis por Maxima Verosimilitud en Mega X con Bootstrap de 1000 con un modelo K2+G+l.
Las secuencias del estudio estan indicadas con un circulo, verde e Amazonas, rojo e Guaviare,
naranja e La Guajira. Las ramas del subgenotipo F1b se marcan azul oscuro, del subgenotipo F3 en
azul claro y del genotipo D en morado. Las secuencias HBV-26-2, HBV-29-2 y HBV-35-2

corresponden a controles OBI.

Las cinco secuencias que agruparon en los dos andlisis en el subgenotipo
F1b pertenecen a casos del departamento de Amazonas (005-1, 007-1, 030-1, 031-
1, y 037-1). De las siete secuencias que agruparon en el subgenotipo F3, tres

corresponden a casos del departamento de La Guajira (210-1, 212-1, 214-1), dos
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casos de Guaviare (100-1 y 102-1) y dos casos de Amazonas (006-1 y 025-1). De
las siete secuencias que agruparon en el genotipo D, cinco corresponden a casos
del departamento de Amazonas (026-1, 029-1, 033-1, 035-1 y 036-1) y dos a
Guaviare (113-1, 115-1).

Las secuencias de casos de Amazonas clasificadas en el subgenotipo F1b,
agrupan con otras secuencias de Colombia, Argentina y Venezuela. La secuencia
005-1 es la mas distante de las secuencias del estudio que agruparon en Flby
agrupa con secuencias reportadas en Argentina.

En el subgenotipo F3 la secuencia 100-1 agrupa en un clado con secuencias
de Colombia y Venezuela, las secuencias de La Guajira (210-1, 212-1 y 214-1)
agrupan en un mismo clado con una secuencia de Venezuelay las otras secuencias
de Amazonas y Guaviare (006-1, 025-1 y 102-1) agrupan con secuencias de
Colombia y Brasil. Las secuencias de Amazonas que agruparon con el genotipo D
son similares a secuencias reportadas en otros estudios en Colombia y también
comparten similitud con secuencias reportadas en Brasil.

Posteriormente, con el fin de tener una mayor resolucion filogenética, se
secuenciaron las muestras en las que se logré amplificar PreS1 y/o PreS2. Al
ensamblar las secuencias utilizando el programa DNAstar se evidencia una region
no cubierta por las secuencias primarias durante el ensamblaje entre PreS2y S, por
lo cual esta region se elimina tanto del ensamble como de los alineamientos, con el

fin concatenar las regiones secuenciadas (Figura 18).



CARACTERIZACION SEROLOGICA Y MOLECULAR DE LA INFECCION POR EL VIRUS DE L...

Regidn sin cobertura
PreS2-S ’
100 200 300 400 500 €
1 1 1 1 1 L 1 1 1
{ Cobertura
- Consenso
eemsmmecmmacccccecscccsamenanann q Secuencia reverse 3'-5' PreS2
I > Genoma de referencia
> Secuencia forward 5'-3" PreS2
[ et s | Secuencia reverse 3'-5'S

Secuencia forward 5'-3' S

PreS1-Pre$2-§ .

Cobertura

'] Consenso
3 Secuencia forward 5’-3’ PreS1
-------------------------------------- I Secuencia reverse 3'-5' PreS1

3  Genoma de referencia
------ 4 Secuencia reverse 3'-5' PreS2

> Secuencia forward 5'-3’ PreS2
R 1 Secuencia reverse 3'-5' S
?  Secuencia forward 5’-3°S

Figura 18. Ensamblaje de las secuencias PreS1, PreS2 y S del genoma de VHB.
Ensamblaje de PreS2-S (imagen superior) y PreS1-PreS2-S (imagen inferior) con el
programa DNAstar. Se observa en rojo la region sin cobertura entre las secuencias PreS2-S que fue

removido para los posteriores analisis.

Se logro la secuenciacion de seis muestras para la region PreS2. En estos
analisis, que incluyen una secuencia de 707pb se confirmo que estas seis muestras
pertenecen al genotipo F con un Bootstrap de 100; una muestra agrupo con el
subgenotipo F1b con un Bootstrap de 100, y cinco muestras con el subgenotipo F3,
sin embargo, no se alcanz6 un Bootstrap de >70 (Figura 19A).

La muestra 005-1 de Amazonas, forma un clado con secuencias F1lb de
Argentina, Chile, Venezuela y Peru. En el Subgenotipo F3 se encuentran dos
secuencias de Guaviare (100-1y 102-1) y tres de La Guajira (210-1, 212-1y 214-1)

gue nuevamente agrupan con secuencias de Colombia y Venezuela.
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Figura 19. Andlisis filogenético de la regién PreS1, PreS2 y S de VHB.
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A. Andlisis por Méxima Verosimilitud de la region PreS2-S en Mega X con Bootstrap de 1000
con un modelo GTR+G. Las secuencias del estudio estan indicadas con un circulo, verde e
Amazonas, rojo e Guaviare, naranja e La Guajira. Las ramas del subgenotipo F1b se marcan azul
oscuro, del subgenotipo F3 en azul claro. B. Analisis por Maxima Verosimilitud de la region PreS1-
PreS2 y S en Mega X con Bootstrap de 1000 con un modelo GTR+G+l. La secuencia del estudio
esta indicada con un circulo naranja e La Guajira. Las ramas del subgenotipo F3 estan marcadas en

azul claro.

S6lo se logr6 obtener una muestra con la suficiente calidad para la
secuenciacion de PreS1. En este analisis que incluye una secuencia de 1419pb se
confirma que la secuencia 210-1 de La Guajira pertenece al subgenotipo F3 con un
Bootstrap de 99 (Figura 19B).

Adicionalmente, se corri6 en el programa Mr. Bayes un analisis por el método
bayesiano con las diferentes secuencias obtenidas, con 1 millébn de generaciones
para obtener parametros ESS>200. En este analisis se logré confirmar las cinco
secuencias del subgenotipo F1b con un soporte del 70%, siete secuencias del
subgenotipo F3 con un soporte del 98%, una secuencia (038-1) del subgenotipo F4

con un soporte del 88%, y siete del genotipo D con un soporte del 66% (Figura 20).
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Analisis bayesiano de las regiones S, S-PreS2 y S-PreS2-PreS1, llevado a cabo con Mr.
Bayes, K2+G, MCMC 1 millon de generaciones, ESS>200. Las secuencias del estudio estan
indicadas con verde Amazonas, rojo Guaviare, naranja La Guajira. Las ramas del subgenotipo F1b

se marcan azul oscuro, del subgenotipo F3 en azul claro, F4 en verde y D en morado.

En este andlisis bayesiano se observa que en el subgenotipos F1b y F3 las
secuencias del estudio no forman un clado monofilético, lo que sugiere multiples
introducciones de este subgenotipo en la poblacion de estudio. La secuencia 038-1
agrupa en el subgenotipo F4 formando un clado con secuencias reportadas en
Argentina. Las secuencias del estudio forman un clado monofilético en el genotipo
D, y dado que se forman otros clados con secuencias previamente descritas en
Colombia, sugiere que también existen multiples introducciones del genotipo D en

el pais.
Tabla 11. Genotipos y subgenotipos de VHB y VHD caracterizados en la poblacion de estudio.
Genotipo/
Departamento| Subgenotipo de VHB | No. de casos Genotipo de VHD No. de casos
Flb 5 I 4
F3 2 I 7
Amazonas
F4 1
D 5
Guaviare F$ 2 !
D 2 I
La Guajira F3 3 I

Variantes de escape y mutaciones asociadas a resistencia

En el programa Geno2Pheno se analizaron cada una de las secuencias
obtenidas del ORF S, utilizando como base el genoma de referencia de VHB
NC_003977.2. Aunque se identificaron sustituciones, ninguna corresponde a una
mutante de escape. Adicionalmente y dado que la regién ORF S se solapa con parte
de la secuencia del ORF P, se realizO un analisis para identificar posibles
mutaciones de resistencia a los analogos de nucleésidos; sin embargo, no se logré
identificar ninguna mutacién asociada a resistencia.

Posteriormente, se realiz6 un alineamiento de aminoacidos en Mega X, para

verificar posibles mutaciones de forma manual. En la region PreS1 en la muestra
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210-1 de La Guajira se identificaron las mutaciones Q3L Yy P36T. En laregion PreS2
no se detectaron posibles mutaciones de escape. En el dominio S se identificaron
las mutaciones A17G (102-1), L94Q (005-1), Y100C (038-1), Y100S, T114P y
G145A (037-1), y W199G (025-1).

Tabla 12. Sustituciones encontradas en el ORF S y Dominio RT de VHB.
Para cada una de las secuencias del ORF S obtenidas en el estudio se muestran las

sustituciones en el ORF Sy en el dominio RT. Como referencia se utiliz6 la secuencia NC_003977.2.

Muestra PreS1 (1-108aa) PreS2 (1-55aa) S

210-1 Q3L

210-1 P36T

102-1 Al17G
005-1 L94Q
038-1 Y100C
037-1 Y100S
037-1 T114P
037-1 G145A
025-1 W199G

La region amplificada (posicion gendmica: 422-758 nt con respecto al
genoma de referencia NC_003977.2) cubre parcialmente el dominio RT de la
polimerasa viral y no se detectaron posibles mutaciones en esta region en el

alineamiento realizado.
Casos de Infeccion Oculta por VHB (OBI)

En el trabajo en campo ninguno de los controles fue positivo para la prueba
rapida de HBsAg (Ad.Bio). Sin embargo, de los 150 controles, 41 (27,33%) fueron
positivos para Anti-HBc Total; discriminado por departamento, 58,54% (24/41) de
los controles del departamento de Amazonas, 31,71% (13/41) de Guaviare y 9,76%

(4/41) de Antioquia fueron positivos para anti-HBc.
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De estos 41 controles Anti-HBc+, se tenia suero disponible de 34. Luego de
la extraccion de ADN, se logr6 amplificar el genoma de VHB ORF S en 3/34
muestras del departamento de Amazonas (026-2, 029-2 y 035-2). Teniendo en
cuenta el perfil de marcadores serolégicos y moleculares, estos tres casos son
clasificados como OBI. Con el fin de confirmar estos resultados y cuantificar la carga
viral se realiz6 una qPCR. Los tres casos de OBI presentaron una baja carga viral
<200 copias/pL en un rango de 0,16-0,81 copias/pL (Tabla 13).

Tabla 13. Cuantificacion de la carga viral de VHB en las muestras de casos de OBI.

Cdédigo Copias/uL Copias/mL
26-2 0,28 279,50
29-2 0,16 155,80
35-2 0,81 813,36

Cada muestra se analiza por triplicado y se toma en cuenta el promedio de los dos Cq mas

homogéneos.

Estas tres muestras se incluyeron en el analisis filogenético, y las tres
secuencias obtenidas agruparon en el genotipo D con otras secuencias de
Amazonas y muy cercanas a sus respectivos casos (026-1, 029-1 y 035-1) (Figura

17).
Marcadores serologicos de la infeccién por VHD

Los 75 casos del estudio fueron evaluados para anticuerpos Anti-VHD. El
14,67% de las muestras (11/75) fueron positivas para Anti-VHD Total. Uno de estos
casos presenté marcadores seroldgicos de una posible reactivacion (HBsAg+/Anti-
HBc IgM+/Anti-HBcTotal+/anti-HBe+/ADN-VHB) y los otros 10 casos presentaron
marcadores de infeccidn crénica por VHB (HBsAg+/Anti-HBc IgM-/Anti-HBc Total+).
De los 11 casos positivos para Anti-VHD, el 63,64% (7/11) pertenecen al
departamento de Amazonas, el 18,18% a Guaviare y el 18,18% (2/11) a Antioquia.
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Deteccién del genoma de VHD

El ensayo de deteccion del genoma de VHD se realizé en las 75 muestras de
los casos del estudio por RT-PCR anidada, usando como control positivo una
muestra de suero de un paciente (VHD+2020). El 24% (18/75) de las muestras de
suero fueron positivas para la deteccion del genoma de VHD (Figura 21). Estos
resultados se confirmaron por amplificacion con una enzima de alta fidelidad (Taq
Platinum, Invitrogen).

Amplificacidn del genoma del VHD. RT-PCR anidada del
HDAg

WM -S - + 001 002 003 004 005 006

500 pb
403 pb

Figura 21. Deteccién del genoma de VHD, region que codifica para el HDAg.
Las muestras positivas presentan una banda de 403pb. Gel de agarosa el 1,5%, tincién con
bromuro de etidio. WM: Marcador de peso molecular de 100pb. (-): Como control negativo se usé

agua libre de nucleasas. (+): Como control positivo se us6 la muestra VHD+2020.

De los casos positivos para VHD, el 61,11% (11/18) provenian del
departamento de Amazonas, el 22,22% (4/18) de Guaviare y el 16,67% (3/18) de
La Guajira.

En cuanto al perfil serolégico y molecular, el 83,33% (15/18) presentaron
marcadores de infeccién cronica por VHB (HBsAg+/Anti-HBc Total +) y en 7/13 se
logré detectar simultaneamente el genoma de VHB y VHD. Adicionalmente, se
detecto el genoma de VHD en un posible caso de reactivacion (HBsAg+/Anti-HBc

IgM +/Anti-HBc Total +/ ADN-VHB+); y en dos casos de La Guajira que fueron
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negativos para HBsAg-/Anti-HBc- uno de los cuales también fue positivo para el

genoma de VHB, lo que podria sugerir infeccion oculta secundaria (Tabla 14).

Tabla 14. Marcadores seroldgicos y moleculares de la infeccion por VHD en los casos
notificados de VHB.

Marcador Coinfeccién/superinfeccién* Total
HBsAg + + + + - - + +
Anti-HBc IgM + - - - - - - -
Anti-HBc Total + + + + - - + +
ADN-VHB + - + - + - - +
Anti-VHD Total + + - - - - + +
ARN-VHD + + + + + + - -
No. de casos 1 6 7 2 1 1 3 1 22

*No se puede descartar que se traten de coinfecciones que desarrollaron infeccion crénica

por VHB y VHD.

Cuantificacion de la carga viral de VHB

Con el fin de realizar una cuantificacion absoluta se realizaron diluciones
seriadas del plasmido pSVL(D3) de 10°10!' copias/uL. De acuerdo con los
resultados de Cq obtenidos en la gPCR, se realiz6 una regresion lineal con un
R2=0,99 y una pendiente de -3,72 y un intercepto de 38,59. De acuerdo con la

pendiente obtenida, se estima una eficiencia del 85,83%.
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Figura 22. Regresion lineal de la curva estandar de la qPCR de la region que codifica para
el HDAg de VHD.

Se realizan diluciones seriadas de 10°-10* copias/pL del plasmido pSVL(D3).

Adicionalmente, se analizaron las muestras por triplicado para cuantificar la
carga viral (Anexo 10). Las 18 muestras con resultados en el ensayo presentan una
carga viral >2000 copias/mL (Figura 23). Es de anotar que para este ensayo no se
ha estipulado una unidad de cambio de copias/mL a Ul/mL, dado que no se conto
con el estandar de la OMS.

Cuantificacion de la carga viral de VHD
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Figura 23. Cuantificacién de la carga viral de VHD en las muestras de suero positivas para
la deteccion del genoma de VHD.

Cada muestra se analiza por triplicado y se toma en cuenta el promedio de los dos Cq mas
homogéneos.

Identificacidn de los genotipos de VHD

Para la caracterizacion de los genotipos de VHD, se secuenci6 el producto
de la RT PCR anidada (403pb). Para los analisis filogenéticos se usé como grupo
externo la secuencia del Virus de la Hepatitis Delta descrito en roedores
MK598012.2, 97 secuencias obtenidas del Genebank para cada uno de los

genotipos de VHD, y las secuencias obtenidas en este estudio.
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Se determiné en el programa Mega X que el mejor modelo de sustitucidén

para este dataset es el modelo Tiempo General Reversible (GTR) con distribucion

G+l. El andlisis filogenético se llevo a cabo en Mega X usando el método de Maxima

Verosimilitud con un Bootstrap de 1000 réplicas, en el cual se identificaron ocho

secuencias que agruparon con el genotipo Ill y nueve secuencias con el genotipo I;

en ambos casos con un valor de Bootstrap >70. Adicionalmente, los resultados se

confirmaron por el método Bayesiano (Figura 24).
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Figura 24. Andlisis Filogenético de la region que codifica para el HDAg de VHD.

A. Andlisis por Maxima Verosimilitud en Mega X con Bootstrap de 1000 con un modelo
GTR+G+l. Las secuencias del estudio estan indicadas con un circulo, verde e Amazonas, rojo e
Guaviare, naranja e La Guajira. Las ramas del genotipo | se marcan azul oscuro, del genotipo Il en
azul claro. B. Analisis bayesiano llevado a cabo con Mr. Bayes, MCMC 1,5 millon de generaciones,
ESS>200. Las secuencias del estudio estan indicadas en verde Amazonas, café Guaviare, naranja

La Guajira. Las ramas del genotipo | se marcan azul oscuro, del genotipo Il en azul claro.

Las secuencias del estudio que fueron caracterizadas en el genotipo | de
VHD agrupan con secuencias descritas principalmente en Venezuela y Brasil. Se
logré identificar la circulacion de genotipo | de VHD en los tres departamentos,
Amazonas (005-1, 025-1, 027-1), Guaviare (102-1, 103-1) y La Guajira (208-1, 210-
1, 214-1). Las secuencias que agruparon en el genotipo Il son principalmente de
casos del departamento de Amazonas (001-1, 006-1, 007-1, 010-1, 016-1, 032-1,
034-1) y una del departamento de Guaviare (100-1), las cuales son similares a
secuencias reportadas en Perq, Brasil y Venezuela.

En las nueve muestras en las que se logré amplificar simultdaneamente el
genoma de VHB y VHD se identificaron la co/superinfeccion con los genotipos VHB
F1b/ VHD Il en 1/9 muestras, VHB F1b/ VHD | en 2/9, VHB F3/ VHD Ill en 2/9 y
VHBF3/VHD | en 4/9 muestras, para VHB y VHD respectivamente (Tabla 15).

Tabla 15. Genotipos de VHB y VHD en casos Coinfeccidn/superinfeccion en la poblacion de
estudio

Subgenotipo de VHB | Genotipo de VHD | No. Casos

Flb I 2
Flb 1] 1
F3 I 4
F3 1] 2

9

Total
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Discusioén

El objetivo de este estudio fue caracterizar los marcadores serolégicos
y moleculares de la infeccion por VHB y VHD en indigenas de Amazonas, Guaviare,
Antioquia y La Guajira. Se incluyeron 75 casos notificados al Sivigila y 150
controles. El 49,3% (37/75) corresponden a casos del departamento de Amazonas,
el 24% (18/75) de La Guajira, el 20% (15/75) de Guaviare y el 6,7% (5/75) de
Antioquia.

La poblacion de estudio se caracterizd por ser en su mayoria mujeres en
edad reproductiva (82,7%), con un promedio de 33 afios y un rango de 17-63 afos.
Sin embargo, diversos estudios como el metaanalisis publicado por Mitiko-Tengan
y colaboradores, describen una mayor proporcién de infeccion por VHB en hombres
(117). En otros estudios también encuentran una mayor proporcion de hombres
infectados con VHB, como el de Baig con una razén de 3,8 hombres por 1 mujer
(118). La mayor prevalencia en hombres estd asociado al numero de parejas
sexuales y otras conductas sexuales (HSH), y al uso de drogas inyectables mas
frecuente en poblaciéon masculina (42).

En los casos notificados al Sivigila también se describe una mayor proporcion
de hombres, con un promedio del 57,5% en el periodo 2015-2021 (119). En otros
estudios como el realizado en poblacion de riesgo por la Fundacion Antioquefia de
Infectologia en Bogota, Medellin, Cali, Quibdd y Pereira, la proporcion de hombres
fue de 58,07% (42). Y en el estudio realizado en indigenas >18 afos, la frecuencia
de HBsAg + detectada por prueba rapida en hombres fue de 52,2% (54).

La proporcién de hombres y mujeres observada en el presente estudio se
debe probablemente a la forma de notificacién de casos de Hepatitis B al Sivigila en
el pais dado que principalmente corresponden a mujeres en gestacion identificadas
a través de los programas de control prenatal, donantes de sangre, pacientes
sintomaticos y pacientes que desarrollaron hepatopatias secundarias.

Teniendo en cuenta que la mayoria de casos de indigenas con Hepatitis B
suelen ser asintomaticos, asi como fue descrito por di Filippo y colaboradores (54),

y segun la experiencia del trabajo de campo de estos dos estudios, los indigenas
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no suelen asistir con la misma frecuencia de otras poblaciones a consulta en
instituciones de atencion en salud, debido a que muchos viven en lugares apartados
de las cabeceras municipales y de dificil acceso y ademas prefieren el manejo con
medicina tradicional.

Los casos de la poblacion de estudio fueron diagnosticados principalmente
por prueba rapida para HBsAg y se desconoce la sensibilidad y especificidad de las
pruebas rapidas utilizadas. Adicionalmente, la mayoria notificados al INS como
Hepatitis B sin clasificar. En los informes de evento del INS también reportan un
promedio de 47,7% de casos de Hepatitis B sin clasificar en el periodo 2015-2020,
lo que demuestra las dificultades en las diferentes entidades territoriales del pais
para confirmar y clasificar los casos con otros marcadores de infeccién por VHB.

Adicionalmente, la representatividad en la notificacion de casos de las
comunidades indigenas es limitada dado que en promedio, el 2,9% del total de los
casos del Sivigila corresponden a etnia indigena en el periodo 2015-2020 (41). Esta
baja representatividad en el total de casos notificados a pesar de la evidencia de
alta prevalencia de Hepatitis B en comunidades indigenas del departamento de
Amazonas puede estar asociada a variables como problema de accesibilidad al
sistema de salud, factores geogréficos, de lenguaje, y factores culturales.

La seroprevalencia de HBsAg+ y Anti-HBc+ encontrada en los casos del
presente estudio fue de 64% (48/75) y 72% (54/75), respectivamente. Se
identificaron 1/75 caso de reactivacion (HBsAg+/Anti-HBc IgM+/Anti-HBe+/ADN-
VHB+) y 47/75 casos de infeccion cronica (HBsAg+/Anti-HBc IgM-/Anti-HBc Total+).
La muestra 220-1 presentd marcadores serologicos HBsAg-/Anti-HBc IgM+/Anti-
HBc Total+ y no se logré detectar el genoma de VHB, por lo cual se podria tratar de
un caso de resolucion, en el cual los niveles de HBsAg pueden disminuir
gradualmente, y se podria observar un perfil HBsAg-/Anti-HBc IgM+ (120,121).

Con el fin de descartar falsos negativos por error en los ensayos serologicos
0 por inestabilidad de la muestra, se realiz6 una nueva toma de sangre en cinco
casos notificados de La Guajira y se repitieron los analisis serolégicos en tres
muestras de casos notificados de Amazonas; en las 8 muestras se confirmo la

ausencia de marcadores de infeccién por VHB. El 63,16% (12/19) de los casos sin
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marcadores de infeccidén provenian de La Guajira; la entidad prestadora de salud
indigena en la region informd que la notificacion se realiz6 con prueba rapida de
HBsAQg, por lo cual es importante verificar la sensibilidad y especificidad de la prueba
y la posibilidad de un resultado falso positivo como se ha descrito con infecciones
por parasitos como nematodos intestinales y cisticercosis prevalentes en estas
comunidades (122). Aunque no contamos con los detalles técnicos de las pruebas
rapidas utilizadas en La Guajira, se realizd un estudio donde describen que en el
trabajo en campo con indigenas asintomaticos del departamento de Amazonas, la
sensibilidad de la prueba rapida fue 19% (123).

La seroprevalencia de Anti-HBc encontrada en el grupo control fue de 27,33%
en el presente estudio (41/150). Esta prevalencia es similar a la reportada por
Jaramillo y colaboradores en madres negativas para HBsAg (Anti-HBc de 21,6%)
de comunidades indigenas de Amazonas (33); mientras que la seroprevalencia fue
de 2,9% en los nifios indigenas negativos para HBsAg; aunque la metodologia de
muestreo del presente estudio difiere de la de Jaramillo y colaboradores (33).

La edad promedio de la poblacion de estudio es 33 afios con un rango de 17-
63 afios, por lo cual una proporcién de la poblacion posiblemente no fue vacunada,
y los resultados obtenidos ratifican la necesidad de fortalecer la vacunacion y el
seguimiento en salud publica de estas infecciones en comunidades indigenas.

Los estudios en poblacion nacida después de la implementacion de la vacuna
han demostrado una disminucién importante en la prevalencia de HBsAg (27,31).
En el estudio de Rios-Hincapié y colaboradores en el que se evalué el avance en el
cumplimiento de la meta de eliminacion de la Hepatitis no se detecto el HBsAg en
ninguna de las muestras de los 3.203 nifios <de 10 afios de 36 municipalidades de
alto riesgo de infeccién. Sin embargo, encuentran que aun existen poblaciones
donde la cobertura de vacunaciéon es baja, como en nifios indigena (89%, en los
tiempos del esquema 55,4%, p<0.001), y nifios extranjeros (86,3%, en los tiempos
del esquema 55,4%, p<0.001) ( (124). Estos resultados sugieren que factores
culturales, y logisticos como las barreras para que los recién nacidos sean
vacunados en las primeras 24 horas, pueden contribuir a las mayores prevalencias

de hepatitis B reportadas en estas comunidades.
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En las muestras obtenidas de 41 indigenas del grupo control HBsAg
negativos por prueba rapida, y positivos para Anti-HBc por ELISA, se logro detectar
el genoma de VHB en 3/41 que corresponden a OBI. El diagnéstico de OBI es de
importancia clinica dado el riesgo de cirrosis o CHC (21). Ademas de la posibilidad
de transmision del virus y la probabilidad de reactivacion de la infeccién en pacientes
con trasplante o en inmunoterapia (21). El patrén serolégico y molecular de los 38
controles HBsAg-/Anti-HBc+ indica la exposicion a la infeccion por VHB, aunque
estos individuos no desarrollaron una infecciobn cronica y por tanto presentan
posiblemente resolucién clinica.

Por otra parte, casos de OBI en Colombia han sido reportados en diferentes
poblaciones con una prevalencia que varia entre 0,97-8,7% (22,125). Los tres casos
de OBI que se lograron identificar en el grupo control en el presente estudio
presentan una baja carga viral <2000 copias/yL e infeccion por VHB genotipo D.
Los tres controles pertenecen a Amazonas. En indigenas del departamento de
Amazonas solo se habia reportado un caso OBI del genotipo F, subgenotipo F1b, y
un caso genotipo A en el estudio de nifios y madres indigenas (33). Dado que este
es el primer reporte de genotipo D en casos de OBI en comunidades indigenas del
Amazonas, demuestra la importancia de continuar la vigilancia epidemiolégica y
gendmica de la introduccion de nuevos genotipos de VHB.

El porcentaje de deteccidn del genoma de VHB en los casos del presente
estudio fue de 26,67% (20/75), de los cuales 10/20 presentaron marcadores
serologicos y/o moleculares de infeccion por VHD. El porcentaje de amplificacion
del genoma de VHB de las muestras de este estudio se puede deber a los casos
negativos para HBsAg en el 36% (27/75), cargas virales por debajo del limite de
deteccion, y a la coinfeccion con VHD, que regula negativamente la replicacion de
VHB (70).

El ORF S es ampliamente utilizado para su deteccion, teniendo en cuenta
gue es una de las regiones mas conservadas entre los diferentes genotipos del
VHB. La regién gendmica amplificada incluye 336 pb entre las posiciones 422nt-
758nt. Adicionalmente fue necesario amplificar las regiones PreS1 y PreS2 con el

fin de obtener mayor resolucion en los andlisis filogenéticos, aunque la variabilidad
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genética de estas representa una mayor dificultad técnica en su amplificacion. El
reducido porcentaje de amplificacion por la variabilidad genética de PreS1 y PreS2
en las muestras del estudio, 3/20 y 6/20, respectivamente, fue descrito previamente
en el estudio de Jaramillo y colaboradores, en el cual amplificaron las regiones
PreS1y PreS2 en 2/7 muestras (33).

El genotipo F fue caracterizado en el 65% (13/20) de las muestras
secuenciadas de los casos del presente estudio, lo que concuerda con los reportes
previos de estudios realizados en diferentes poblaciones en Colombia (36,53). El
subgenotipo F1b ha sido descrito en comunidades indigenas de Amazonas en
estudios previos (33,54). En el subgenotipo Flb encontramos secuencias
reportadas por Jaramillo y colaboradores y di Filippo y colaboradores que
corresponden a indigenas de Amazonas (33,54); cuatro de las secuencias del
presente estudio agrupan en un mismo clado parafilético con una secuencia
reportada por Alvarado-Mora y colaboradores (65).

Adicionalmente, se caracterizaron 7 secuencias en el subgenotipo F3. Tres
muestras corresponden a casos de La Guajira y agrupan con secuencias de
Venezuela, pais limitrofe con este departamento. Pelaez-Carvajal y colaboradores
también identificaron la circulacion del subgenotipo F3 en el departamento de
Guaviare (36). Las secuencias de estudio caracterizadas en el subgenotipo F3 se
agrupan en un clado con otras secuencias caracterizadas principalmente en
donantes de sangre de la region andina (23,126,127), y en secuencias aisladas de
tejido hepatico de pacientes con cirrosis y/o CHC atendidos en el Hospital Pablo
Tobon Uribe en Medellin (22,45).

Por el método bayesiano se logré caracterizar una secuencia del
departamento de Amazonas en el subgenotipo F4. Aungque este subgenotipo no
habia sido reportado en comunidades indigenas de Colombia, éste ha sido descrito
en Bolivia y Argentina (53), en indigenas de la comunidad Mbya-Guarani que
habitan en Paraguay, sur de Brasil y Argentina (128).

El genotipo D de VHB se caracteriz6 en dos muestras de Guaviare y ocho
muestras del departamento de Amazonas; las secuencias agruparon con el

subgenotipo D3, pero no se alcanzé un Bootstrap >70. Hasta la fecha, el genotipo
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D no habia sido reportado en comunidades indigenas de Colombia, aunque si en
donantes de sangre (22,64), y en poblacién afro-colombiana del departamento del
Choco (65).

En una reconstruccién espacio temporal del genotipo D de VHB en el
continente Americano realizada por Spitz y colaboradores se reporta este genotipo
en Brasil en las regiones del Noreste, Centro-Oeste, Sudeste, y Sur, con presencia
de los subgenotipos D1, D2, D3 y D4 (129). Adicionalmente, se describe que el
ancestro comin mas cercano para el genotipo D en Suramérica coincide con las
migraciones de Europeos y Arabes en los siglos XIX y XX, y para el subgenotipo D3
postulan multiples introducciones principalmente del sur de Europa de paises como
Portugal, Espafia e Italia (129).

En el presente estudio encontramos una mayor diversidad de genotipos de
VHB (Flb, F3, F4 y D) en comparacion con estudios previos en comunidades
indigenas del pais (33,54); lo que puede deberse a la inclusion de comunidades de
otras zonas geograficas de Colombia, como La Guajira y Guaviare donde el
genotipo mas prevalente es el F3. Aunque el subgenotipo Flb sigue siendo
prevalente en las comunidades indigenas de Amazonas (41,67%), también se
demostro la presencia del subgenotipo F3 (16,67%), uno mas frecuente en los
cascos urbanos de la region andina de Colombia.

En los dos estudios previos realizados en poblacion indigena del
departamento de Amazonas se describe la circulacion de los genotipos F,
subgenotipos F1by Fla, y A (33,54). El primer estudio se realiz6 en el periodo 2010-
2011 y el segundo estudio en el periodo 2011-2013. Es posible que los genotipos
F3 y D caracterizados en el presente estudio hayan estado circulando en la
poblacién y no hayan sido detectados previamente; aunque también es posible que
se trate de una introduccion reciente de estos genotipos a las comunidades
indigenas del estudio.

Segun el analisis de la regién S, PreS1 y PreS2 en las 20 secuencias
obtenidas de VHB, se identificaron las mutaciones Q3L y P36T en PreS1y en el
dominio S se caracterizaron las mutaciones A17G, L94Q, Y100C, Y100S, T114P,

G145A, y W199G. Ya se han descrito mutaciones de escape en las posiciones 100,
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114y 145 (130), particularmente la mutacién G145R ha sido reportada en diversos
estudios a nivel global (131).

Sin embargo, es necesario continuar con la vigilancia genémica, dado que
Jaramillo y colaboradores reportaron en 2017 las mutantes de escape G145R y
W156* en una muestra de un nifio y una madre del departamento de Amazonas
(33); adicionalmente, Pelaez-Carvajal y colaboradores reportaron la mutacién
P120Q en una muestra de un caso de Guaviare que se ha asociado con una
disminuciéon en la deteccién del HBsAg por inmunoensayo y escape a los
anticuerpos (36).

En el presente estudio identificamos wuna alta frecuencia de
coinfeccion/superinfeccion VHB/VHD, en total se encontraron marcadores
serologicos y/o moleculares de infeccion por VHD en el 29,33% (22/75). Sin
embargo, la frecuencia fue diferencial entre los departamentos, la prevalencia de
marcadores serologicos y/o moleculares para VHD fue del 35,13% (13/37) en
Amazonas, 26,67% (4/15) en Guaviare, 16,67% (3/18) en La Guajira'y 40% (2/5) en
Antioquia; aunque este ultimo resultado debe interpretarse con precaucion, dado el
bajo nimero de muestras analizadas.

A la fecha, este es el primer estudio que reporta circulacion del VHD en
comunidades indigenas de La Guajira y Antioquia. En otros estudios como el de di
Filippo y colaboradores, el 43,5% (10/23) de los indigenas presentaron anticuerpos
Anti-VHD y en las muestras Anti-VHD+ detectaron el genoma de VHD en el 70%
(7/10) (54). En ese estudio se realiz6 prueba rapida para HBsAg a 862 indigenas de
19 comunidades de Amazonas con un 2,6% (23/862) de positividad (54). El
muestreo en el presente estudio fue diferente dado que se incluyeron 75 casos de
hepatitis B notificados al SIVIGILA y se analizaron los marcadores Anti-VHD y ARN
de VHD en todos los casos.

Segun los marcadores detectados para la infeccidén por VHD, de las muestras
Anti-VHD Total+ el 63,64% (7/11) fueron positivas para la deteccion del genoma de
VHD, lo que corrobora la frecuencia descrita por di Filippo y colaboradores en
indigenas de Amazonas (54). Sin embargo, el 61,11% (11/18) de las muestras

positivas para la deteccién del genoma de VHD, fueron negativas para Anti-VHD
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Total. Es dificil identificar si este perfil se debe a la sensibilidad del kit de ELISA
competitivo utilizado (Dia.Pro), o si es un fendmeno que ocurre en las personas
infectadas, dado que la mayoria de los estudios que se han realizado previamente
sOlo realizan deteccion del genoma en las muestras Anti-VHD positivas
(104,105,109,132). Aunque en el estudio de di Filippo y colaboradores amplifican el
genoma de VHD en 7/23 muestras positivas para HBsAg y detectaron Anti-VHD IgM
en 4/7 y Anti-VHD 1gG en 3/7 (54).

Una alta prevalencia de coinfeccion/superinfeccion VHB/VHD también ha
sido reportada en estudios en otras comunidades indigenas de Latinoamérica (132).
En Venezuela, en las comunidades Yanomami y Piaroa que habitan la alta
Orinoquia, se ha descrito prevalencia de Anti-VHD entre el 11,11-60,71%, y en los
Yucpa del 50,46% (133-135). En Ecuador en la comunidad Waorani, se reporta una
prevalencia de Anti-VHD del 31,91% (136), mientras que en comunidades indigenas
de la regidbn amazonica en Brasil, se describe un prevalencia del 13,4%, mientras
gue en la Amazonia Peruana entre el 2,11-39,02% (137,138).

Para determinar los casos de coinfeccién/superinfeccion se debe tener en
cuenta que los anticuerpos Anti-VHD IgM reaparecen durante el curso de la
infeccion cronica en algunos casos, y en la clinica se ha utilizado como marcador
de infeccion activa y se correlaciona con el grado de inflamacion hepatica y dafo
histolégico (139,140). En el estudio de Dimitrakakis y colaboradores incluyeron 72
pacientes usuarios de drogas intravenosas que fueron diagnosticados con
coinfeccion por la presencia de HBsAg, Anti-HBc IgM y HDAg, y 23 pacientes
sintomaticos con infeccion cronica por VHB con superinfeccion diagnosticados por
la aparicion del HDAg y Anti-VHD. En los pacientes con coinfeccion se detectaron
anticuerpos Anti-VHD IgM en 56/72 y en los 23 casos de superinfeccién se
detectaron anticuerpos Anti-VHD IgM (141).

En la poblacion de estudio con marcadores moleculares de infeccion por
VHD, un caso fue positivo para Anti-HBc IgM+/ADN VHB+/Anti-VHD+/ARN VHD+y
ALT y AST con niveles elevados; este patréon serolégico y molecular sugiere una
superinfeccién puesto que presenta marcadores de reactivacion dado que es

posible que el Anti-HBc IgM reaparezca durante la infeccidn cronica. En 15/22 casos



CARACTERIZACION SEROLOGICA Y MOLECULAR DE LA INFECCION POR EL VIRUS DE L...
86

se detectaron los marcadores Anti-HBc IgM-/Anti-HBc Total+/ARN-VHD+ que
corresponden a posibles casos de superinfeccion (82).

Es interesante, en dos casos en los que no se detectaron los marcadores
HBsAg/Anti-HBc de La Guajira, en uno se logré amplificar los genomas de VHB y
VHD, y en el otro caso sélo se detect6 ARN VHD. Segun los perfiles seroldgicos y
moleculares se podria tratar de dos casos de infeccion oculta secundaria (20). Un
patrén similar fue descrito en el estudio realizado por Chemin y colaboradores en el
cual reportan la presencia de Anti-VHD en 2/160 pacientes con infeccion por VHC
pero sin ningin marcador serolégico ni molecular de infeccion por VHB (142). Tal
como el estudio lo describe, al no tener muestra de tejido hepatico disponible para
analizar la presencia de cccADN, no se puede descartar que se traten de casos de
OBI.

En el presente estudio se caracterizé el genotipo Il de VHD en 8/18 muestras
gue corresponde al genotipo mas prevalente en Suramérica y hasta la fecha el tnico
reportado en el pais (54,109). Sin embargo, en 10/18 muestras se caracterizo el
genotipo | de VHD. Este hallazgo representa el primer reporte de circulacion del
genotipo | en Colombia.

El genotipo | de VHD tiene una distribucién global, y aunque en Sur América
se habia identificado unicamente el genotipo Ill, en 2001 Quintero y colaboradores
reportaron por primera vez el genotipo | en indigenas Perija en Venezuela; los
autores sugieren que se debe a contacto con migrantes Europeos en el ultimo siglo
(143). En Brasil el genotipo | de VHD también fue reportado en 2006 en
comunidades indigenas de los estados de Acre y Rondonia, donde este genotipo
fue encontrado en el 55% (22/40) de las muestras secuenciadas (144). En 2015, se
detecto el genotipo | de VHD en el 7,6% de las muestras de muestras de la seroteca
del Centro de Investigacion en Medicina Tropical de Rodonia, Brasil, (145).

Teniendo en cuenta que este es el primer reporte de genotipo | de VHD en
Colombia, y que habia sido caracterizado en casos en Venezuela y en Brasil,
incluyendo en la regién de la cuenca amazonica (143,145,146), es posible que la
introduccidn se haya dado por la interaccién con poblaciones de Venezuela y Brasil.

Las relaciones filogenéticas de VHB y VHD con secuencias de Venezuela, Brasil, y
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Perd, sugiere una interaccion interétnica entre diferentes comunidades, més alla de
los limites geopoliticos del pais, hipotesis que ya habia sido propuesta por di Filippo
y colaboradores (54). Lopez y Colaboradores también han descrito estas relaciones
entre la comunidad Tikuna que habita en Brasil, Colombia y en Pert desde un
andlisis etnohistorico y etnogréfico (147).

Estos resultados y la introduccion de nuevos genotipos y subgenotipos de
VHB y VHD sugieren que estas comunidades no sélo interactian con otras
poblaciones cercanas, como ha sido postulado por otros autores (147), también
sugiere la creciente relacion con personas procedentes de otras regiones del pais y
de otros paises, para lo cual es necesario realizar andlisis de filogeografia.

En cuanto a la coinfeccidn/superinfeccién, en 9/20 casos detectamos el
genoma de VHB y VHD simultaneamente. Diversos estudios han encontrado la
coinfeccion /superinfeccion del genotipo Ill de VHD y genotipo F de VHB,
subgenotipo Flb o F3 (148). En este estudio también caracterizamos la
coinfeccion/superinfeccion de los genotipos F1b de VHB y Il de VHD en 1/9 y el
subgenotipo F3 de VHB y Ill de VHD en 2/9. Asimismo, identificamos F1b de VHB
y I de VHD en 2/9, y F3 de VHB con el genotipo | de VHD en 4/9. La asociacion
entre el genotipo F de VHB y | de VHD también ha sido descrita en Venezuela en la
comunidad Perija (143). Aunque la coinfeccion con el genotipo D de VHB también
se ha reportado en Sur América (96,149), no detectamos ningun caso en la
poblacién de estudio.

Este estudio presenta algunas limitaciones. En primer lugar hay un sesgo en
la representatividad y nUmero de casos de cada uno de los departamentos, puesto
gue es dependiente de los casos notificados al SIVIGILA, y la accesibilidad de los
individuos segun su lugar de vivienda. Pese a esta limitacion, se logré caracterizar
los marcadores serologicos y moleculares de la infeccion por VHB y VHD, y
confirmar la circulacién de ambos virus en los cuatro departamentos de estudio, con
un tamafio de muestra superior al calculado en el estudio.

La estrategia de tamizaje fue mediante pruebas rapidas para HBsAg en los
controles durante el trabajo de campo, y no se confirmd por inmunoensayo por

limitaciones presupuestales del proyecto y por la cantidad de suero; por lo cual es
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posible que se hayan incluido muestras de individuos HBsAg+ con un titulo de
HBsAg por debajo del limite de deteccion de la prueba rapida. Adicionalmente, no
se contd con la informacion clinica de la poblacion de estudio, necesaria para una
mejor caracterizacion de los casos.

La region amplificada y secuenciada para VHB ORF S es de 336pb, por lo
cual no tuvo suficiente resolucion filogenética para identificar los subgenotipos con
Bootstrap >70; las metodologias usadas para las regiones PreS1 y PreS2 tuvieron
una baja eficiencia, por lo cual se hace necesario nuevos protocolos para mejorar

la amplificacion de estas regiones y la amplificacion del genoma completo del virus.
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Perspectivas

Se evidencié la necesidad de una buena resolucion filogenética para
caracterizar los genotipos y subgenotipos que estan circulando en comunidades
indigenas del pais, pero también para la identificacion de mutaciones, no sélo en la
region PreS1/PreS2/S, sino también en la region Pol y Core/Precore, que puedan
tener un impacto clinico; por lo cual en el momento nos encontramos
estandarizando metodologias para la amplificacion del genoma completo de VHB y
VHD.

Adicionalmente, con los resultados obtenidos se evidenci6 el alto subregistro
de VHD, con siete casos notificados entre el 2016-2020 en todo el territorio nacional
y ninguno en estos departamentos, pero con una prevalencia del 29,33% de
marcadores seroldgicos y/o moleculares de VHD en la poblacion de estudio; por lo
cual es necesario estudiar la epidemiologia de esta infeccion en diferentes
comunidades indigenas del pais y desarrollar nuevas pruebas serologicas y
moleculares para facilitar el acceso al diagnéstico.

La importancia de estudios epidemioldgicos que describan las altas
prevalencias en estas comunidades y las caracteristicas moleculares de VHB y VHD
gue estan circulando en los indigenas del pais, deben ser tenidas en cuenta para
fortalecer la busqueda activa de casos, aumentando los esfuerzos para prevenir,
diagnosticar y brindar tratamiento a indigenas que son particularmente vulnerables
por factores como discriminacion, condiciones socioeconomicas desfavorables,
aislamiento geografico y diferencias culturales como del lenguaje, la tradicion de los
partos en casa, el acceso limitado a medicina occidental, lo que evitan que accedan
al sistema de salud, y por lo cual se hace necesario una mirada multidisciplinaria y

basada en las comunidades.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio aportan evidencia de la importancia
de la infeccion por VHB y VHD como un problema de salud publica en las
comunidades indigenas, en particular en las de los departamentos de Amazonas y
Guaviare.

Se demostré una alta frecuencia de infeccién cronica en los casos de
indigenas notificados al SIVIGILA (62,67%, 47/75) y una alta prevalencia de
marcadores serolédgicos y/o moleculares de infeccién por VHD en los casos de la
poblacién de estudio (29,33%, 22/75). Adicionalmente, una alta prevalencia de Anti-
HBc en los controles (27,33%, 41/150)

Estos resultados sugieren la necesidad de otros estudios poblacionales que
permitan conocer la situacion epidemiolégica de la infeccion por VHB/VHD en
comunidades indigenas del pais.

Se confirmd la circulacion del genotipo F, subgenotipo F1b, de VHB, y el
genotipo Ill de VHD en comunidades indigenas de Amazonas, como previamente
estaba descrito; Adicionalmente, se caracteriz6 el genotipo F, subgenotipos F3, en
Amazonas, Guaviare y La Guajira; el genotipo D en Amazonas y Guaviare; y el
genotipo F, subgenotipo F4, en Amazonas. Muy importante el primer reporte de
circulacion de genotipo | de VHD en Colombia y de VHD en comunidades indigenas
de La Guajira y Antioquia.

La introduccion de nuevos genotipos de VHB y VHD que habian sido
caracterizados en otras poblaciones de Colombia, y/o en paises como Venezuelay
Brasil, y las relaciones filogenéticas halladas entre estas secuencias, sugieren
interaccién interétnica entre pueblos indigenas mas alla de los limites geopoliticos
del pais, y con personas de otras regiones de Colombia. Aunque, es necesario
realizar un analisis de genoma completo del VHB que permita una mayor resolucion
filogenética, y analisis filogeogréaficos para determinar las posibles introducciones

de estos genotipos.
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Por dltimo, este estudio aporta a la epidemiologia de la infeccién por VHB y
VHD en comunidades indigenas en Colombia, que son méas vulnerables por factores
geogréficos, culturales y socioecondémicos, y tienen un acceso limitado a los
servicios de salud. Los hallazgos de este estudio demuestran la necesidad de
abordar esta problematica desde una mirada interdisciplinaria y basada en las
comunidades para fortalecer la prevencion por medio de la vacunacion, el

diagnéstico y la busqueda activa de casos, y seguimiento de estos.
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Anexos

Anexo 1. Primers para la amplificacién del genoma de VHB y VHD

Nombre |Secuencia5’-3’ Posicion | Referencia

YS1 GCGGGGTTTTTCTTGT TGA 203-221 Zeng et al., 2004
YS2 GGGACTCAAGATG TTGTACAG 787-767 Zeng et al., 2004
S3s TGCCTCATCTTCTTRTTGGTTCT 422-444 | Schaefer et al., 2003
S3as CCCCAAWACCAVATCATCCATATA | 758-735 | Schaefer et al., 2003
P1 TTTTTCACCTCTGCCTAATCA 1823-1843 | Gunther et al., 1995
P2 AAAAAGTTGCATGGTGCTGG 1827-1808 | Gunther et al., 1995
2440N TTGAGATCTTCTGCGACGCGGC 2412-2433 | Hu et al., 2000

58P CCTGCTGGTGGCTCCAGTTC 77-58 Hu et al., 2000
P3006f AATGGCAAACAAGGTAGGAGTGG 194-215 Jaramillo et al., 2017
P213r AAACACACCGCCTGTAACACGA 2994-2979 | Jaramillo et al., 2017
8531U CGGATGCCCAGGTCGGACC 855-873 | Zhangetal., 1996
1302D GGATTCACCGACAAGGAGAG 1324-1305 | Zhang et al., 1996
HDV-E GAGATGCCATGCCGACCCGAAGAG |885-908 |Caseyetal., 1993
HDV-A GAAGGAAGGCCCTCGAGAACAAGA |1290-1267 | Casey et al., 1993

Las posiciones de los primers estdn de acuerdo con los genomas de referencia NC_003977.2 y
NC_001653.2 de VHB y VHD respectivamente.

Anexo 2. PCR anidada ORF S de VHB

Primera Ronda

Ci Cf pL
H20 NF - - 10,75
Buffer 10 X 1X 2,5
MgCI2 25mM 4mM 4
dNTPs 10mM 0,2 mM 0,5
YS1 10uM 0,4 uM 1
YS2 10uM 0,4 uM 1
Polimerasa 5U/uL 1,25U 0,25
cDNA - - 5
Volumen 25

Segunda Ronda

Ci Cf pL
H20 NF - - 30,75
Buffer 10 X 1X 5
MgClI2 25mM 2mM 4
dNTPs 10mM 0,2 mM 1

Ciclaje
95°C 3 min 1X
95°C 45 seg
53°C 1 min 35X
72°C 1:30 min
72°C 6 min 1X
4°C oo 1X
Ciclaje
95°C 4 min 1X
95°C 1 min
50°C 1:15 min 40X
72°C 1:30 min
72°C 5 min 1X
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S3S 10puM 0,4 uM 2 4°C oo 1X
S3AS 10puM 0,4 uM 2
Polimerasa 5U/uL 1,25U 0,25
cDNA - - 5
Volumen 50

) [X] [ = -

g g Sg & g 3

I PreS1 I PreS2 I s I
Core | E’:re | Core
336 pb
S?:s.’ Es
= <
Y51 ¥S2
Anexo 3. PCR P1-P2 del genoma de VHB
PRIMERA RONDA Ciclaje
Ci Cf V(uL) 94°C 4 min 1X
H20 NF 25 94°C 40 seg
Buffer 10X 1X 5 55°C 1 min 10X
MgClI2 25mM 1,5mM 3 72°C 3 min
dNTPs 10mM 0,2 mM 1 94°C 40 seg
P1 10 uM 1uM 5 60°C 1 min 10X
P2 10 uM 1uM 5 72°C 5 min
Polimerasa 5 U/uL 5U 1 94°C  40seg
DNA 5 62°C 1 min 10X
V total 50 72°C 7 min
94°C 40 seg
62°C 1 min 10X
72°C 9 min
72°C 10 seg 1X
4°C oo 1X
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Anexo 4. PCR anidada segunda ronda regiéon PreS1

Ci cf V(uL) Ciclaje

H20 NF 10,7 95°C 3 min 1X
Buffer 10X 1X 5 95°C 40 seg
MgCl2 25mM  1,5mM 1,5 55°C 30 seg 35X
dNTPs 10mM  0,2mM 0,5 72°C 1 min
p3006f 10 uM 0,4 uM 1 72°C 10 min 1X
p213r 10 uM 0,4 uM 1 4°C oo 1X
Polimerasa 5 U/uL 1,5U 0,3
DNA 5
V total 25

R = et = o - P1..

5 g sg & g 2 2 -

I PresS1 I Pres2 I s I
» 830pb
2440p 58n

Anexo 5. PCR anidada segunda ronda region PreS2
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orve

1 44:74
ooze

ssi

&

see

LOLL

P1
P2

I PreS1 I PreS2 l s |
407 pb
I
-> <«
p3006f p213r
Ci Cf V(uL) Ciclaje

H20 NF 10,7 95°C 3 min 1X
Buffer 10X 1X 5 95°C 30 seg

MgCl2 25 mM 1,5 mM 1,5 59°C 30 seg 35X
dNTPs 1I0mM 0,2 mM 0,5 72°C 1 min

p3006f 10 um 0,4 uM 1 72°C 10 min 1X
p213r 10 uM 0,4 uM 1 4°C oo 1X
Polimerasa 5 U/uL 1,5U 0,3

DNA 5

V total 25
Anexo 6. qPCR para VHB

gPCR
Ci Cf pL Ciclaje

SYBR MIX - - 12,5 50°C 2 min x1
S3S 10 um 0,3 uM 0,75 95°C 10 min x1
S3as 10 uM 0,3 uM 0,75 95°C 15s

H20 NF - - 9 50°C 30s x40
DNA - - 2 72°C 30s

\%i 25 72°C 1 min x1

4°C ©o x1

Anexo 7. RT-PCR anidada para la deteccion del genoma de VHD

RT

Ci

Cf

pL

H20 NF
Buffer

5X

1X

10,5
4

Ciclaje

42°C
70°C
4°C

1h
10 min

[o o]
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dNTPs 10 mM 0,67 mM 2
1302D 10 uM 0,67 uM 2
RT 200U/uL 200U 1
RNaseOUT 40U/uL 20U 0,5
RNA - - 10
Volumen 30
Primera Ronda Ciclaje

Ci Cf pL 95°C 2 min 1X
H20 NF - - 24,75 95°C 30 seg
Buffer 10 X 1X 5 56°C 30 seg 35X
MgClI2 25 mM 2mM 4 72°C 1 min
dNTPs 10 mM 0,2 mM 1 72°C 10 min 1X
8531U 10 uM 0,5 uMm 2,5 4°C oo 1X
1302D 10 uM 0,5 uM 2,5
Polimerasa 5 U/uL 1,25 U 0,25
cDNA - - 10
Volumen 50

Segunda Ronda Ciclaje

Ci Cf pL 95°C 2 min 1X
H20 NF - - 24,75 95°C 30 seg
Buffer 10X 1X 5 56°C 30 seg 35X
MgCl2 25 mM 2 mM 4 72°C 1 min
dNTPs 10 mM 0,2 mM 1 72°C 10 min 1X
HDV-E 10 um 0,5 uM 2,5 4°C oo 1X
HDV-A 10 uM 0,5 uM 2,5
Polimerasa 5 U/uL 1,25 U 0,25
cDNA - - 10

Volumen 50
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HDY 403 HDV
Anexo 8. qPCR para VHD
gPCR
Ci Cf pL Ciclaje
SYBR MIX - - 12,5 50°C 2 min x1
HDV-E 10uM 0,3 uM 0,75 95°C 10 min x1
HDV-A 10uM 0,3 uM 0,75 95°C 15s
H20 NF - - 9 56°C 30s x40
DNA - - 2 72°C 30s
Vf 25 72°C 1 min x1
4°C oo x1

Anexo 9. Cuantificacién de la carga viral de VHB en las muestras de suero

positivas paraladeteccion del genomade VHB, ORF S. Cada muestra se analiza

por triplicado y se toma en cuenta el promedio de los dos Cq mas homogéneos. La

cuantificacion se lleva a cabo de acuerdo a la curva estandar.

Codigo Cq LOG Conc.| copias/ul copias/ml
5 N/A N/A N/A N/A
6 N/A N/A N/A N/A
7 N/A N/A N/A N/A
25 36,82 -2,21 0,01 6,11
26 37,98 -2,96 0,00 1,10
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29 36,03 -3,83 0,00 0,15
30 35,45 -3,32 0,00 0,48
31 36,09 -3,88 0,00 0,13
33 35,50 -3,36 0,00 0,43
35 35,21 -3,11 0,00 0,78
36 36,85 -4,54 0,00 0,03
37 37,93 -2,93 0,00 1,18
38 35,42 -1,31 0,05 48,93
100 24,31 5,84 686441,31 686441306,86
102 31,85 -0,17 0,68 678,44
113 32,37 0,65 4,45 4450,82
115 33,51 -0,08 0,82 822,40
210 19,35 9,02 ]1057118108,50/1057118108502,42
212 34,58 -0,77 0,17 169,82
214 N/A N/A N/A N/A

Anexo 10. Cuantificacion de la carga viral de VHD en las muestras de suero
positivas para la deteccién del genoma de VHD. Cada muestra se analiza por

triplicado y se toma en cuenta el promedio de los dos Cq mas homogéneos.

Log Conc
Codigo Cq (copias/ul) copias/ul | copias/ml
1 28,48 2,72 528,23 528226,56
5 37,31 0,35 2,21 2214,44
6 37,35 0,34 2,17 2166,93
7 36,82 0,48 3,01 3009,34
10 34,36 1,14 13,82 13818,90
16 36,10 0,67 4,69 4686,87
25 34,77 1,09 12,20 12199,08
27 32,55 1,67 46,70 46698,03
31 29,89 2,37 234,80 234804,64
32 26,03 3,39 2435,73 | 2435733,78
34 22,31 4,36 23141,42 |23141422,49
100 34,03 1,23 16,90 16901,81
102 36,33 0,61 4,08 4076,93
103 36,44 0,58 3,81 3808,31
111 22,89 4,21 16332,56 | 16332563,27
208 34,70 1,10 12,69 12689,21
210 32,07 1,80 62,46 62464,17
214 32,12 1,78 60,60 60599,83
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Anexo 11. Base de datos de casos y controles
e Marcadores serolégicos de infeccion por VHB en los casos notificados al Sivigilay confirmados para HBsAg
por inmunoensayo

o Caso deinfeccién aguda o reactivacion

MUTACI

CASOf anti-HBc DNA- GENOTIPO ON DE GENOTIP
CODIGO DEPARTAMENTO CONTROL HBsAg anti-HBc IgM Total AST HBeAg Anti-HBe VHB VHB ESCAPE RNA-VHD O VHD anti-VHD

100-1 GUV CASO 1 POSITIVO POSITIVO  POSITIVO ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO F3 NO  POSITIVO 3 POSITIVO

o Casos deinfecciéon crénica — Amazonas



CARACTERIZACION SEROLOGICA Y MOLECULAR DE LA INFECCION POR EL VIRUS DE L... 119

MUTACIO
GENOTIPO N DE GENOTIPO
CODIGO DEPARTAMENTOCASO/CONTROL HBsAg anti-HBclgM anti-HBcTotal — ALT AST HBeAg Anti-HBe DNA-VHB VHB ESCAPE RNA-VHD VHD anti-VHD
001-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 3 POSITIVO
004-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
005-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  INFERIOR NORMAL POSITIVO F1B NO POSITIVO 1 NEGATIVO
006-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  INFERIOR NORMAL POSITIVO F3 NO POSITIVO 3 NEGATIVO
007-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  INFERIOR NORMAL POSITIVO F1B NO POSITIVO 3 NEGATIVO
010-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 3 POSITIVO
011-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  INFERIOR NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
014-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
0151 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
016-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 3 POSITIVO
017-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
018-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
020-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
021-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
022-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
023-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO
025-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO SND SND POSITIVO F3 NO POSITIVO 1 NEGATIVO
026-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL POSITIVO D NO NEGATIVO NEGATIVO
028-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL NEGATIVO POSITIVO 1 NEGATIVO
029-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO SND SND POSITIVO D NO NEGATIVO POSITIVO
030-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL POSITIVO F1B NO NEGATIVO NEGATIVO
031-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL POSITIVO F1B NO POSITIVO 1 NEGATIVO
032-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 3 POSITIVO
033-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL POSITIVO D NO NEGATIVO NEGATIVO
034-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 3 POSITIVO
035-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL POSITIVO D NO NEGATIVO NEGATIVO
036-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  ELEVADO ELEVADO SND SND POSITIVO D NO NEGATIVO NEGATIVO
037-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL POSITIVO F1B NO NEGATIVO NEGATIVO
038-1 AMZ CASO1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL POSITIVO F4 NO NEGATIVO NEGATIVO

o Casos de infeccién cronica — Guaviare



CARACTERIZACION SEROLOGICA Y MOLECULAR DE LA INFECCION POR EL VIRUS DE L... 120

MUTACIO
DEPARTAMENT CASO/CONTRO GENOTIP N DE GENOTIP
CODIGO &} L HBsAg anti-HBc IgM anti-HBc Total ~ ALT AST HBeAg Anti-HBe DNA-VHB OVHB ESCAPE RNA-VHD O VHD anti-VHD
101-1 GUV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
102-1 GUV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITVO  ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO F3 NO POSITIVO 1 NEGATIVO
103-1 GUvV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL NEGATIVO POSITIVO 1 POSITIVO
105-1 GUV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITVO  NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
106-1 GUV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  INFERIOR NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
107-1 GUvV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  INFERIOR NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
108-1 GUV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
109-1 GUV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  INFERIOR NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
110-1 GUvV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
BAJA
111-1 GUvV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL NEGATIVO POSITIVO CALIDAD  NEGATIVO
113-1 GUvV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL POSITIVO D NO  NEGATIVO NEGATIVO
115-1 GUV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITVO  NORMAL NORMAL POSITIVO D NO  NEGATIVO NEGATIVO
116-1 GUvV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

o Casos deinfeccidn crénica - La Guajira

MUTACIO
DEPARTAMENT CASO/CONTRO anti-HBc GENOTIP N DE GENOTIP
CODIGO 0 L HBsAg anti-HBc IgM Total ALT AST HBeAg Anti-HBe DNA-VHB OVHB ESCAPE RNA-YHD O VHD anti-VHD
210-1 GUA CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO F3 NO POSITIVO 1 NEGATIVO
219-1 GUA CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

o Casos deinfeccion crénica — Antioquia

MUTACIO
DEPARTAMENT CASO/CONTRO anti-HBc GENOTIP N DE GENOTIP
CODIGO 0 L HBsAg anti-HBc IgM Total AST HBeAg Anti-HBe DNA-VHB OVHB ESCAPE RNA-VHD O VHD anti-VHD
300-1 ANT CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  INFERIOR NORMAL NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO
302-1 ANT CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  INFERIOR NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
303-1 ANT CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO

e Marcadores seroldgicos y moleculares de infeccion por VHB en los casos notificados pero negativos para
HBsAg en el proyecto

o *Casos con Resolucion de la infeccion
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MUTACIO

DEPARTAMENT CASO/CONTRO GENOTIP N DE GENOTIP

[0) L HBsAg  anti-HBc IgM anti-HBc Total ALT HBeAg  Anti-HBe DNA-VHB OVHB ESCAPE RNA-VHD O VHD  anti-VHD
009-1 AMZ CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
012-1 AMZ CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
114-1 GUV CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
204-1 GUA CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO NORMAL ELEVADO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
220-1 GUA CASO 1 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
304-1 ANT CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

o Casos de OBI

MUTACIO
DEPARTAMENT CASO/CONTRO anti-HBc GENOTIP N DE GENOTIP
CODIGO [0} L HBsAg anti-HBc IgM Total HBeAg Anti-HBe DNA-VHB OVHB ESCAPE RNA-VHD O VHD anti-VHD
212-1 GUA CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL NORMAL POSITIVO F3 NO  NEGATIVO NEGATIVO
214-1 GUA CASQ 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL NORMAL POSITIVO F3 NO POSITIVO 1 NEGATIVO

o Casos de VHB notificados— Negativos para todos los Marcadores de infeccion por VHB en el estudio

MUTACIO
DEPARTAMENT CASO/CONTRO GENOTIP N DE GENOTIP

CODIGO 0 L HBsAg anti-HBc IgM anti-HBc Total  ALT AST HBeAg Anti-HBe DNA-VHB O VHB ESCAPE RNA-YHD O VHD anti-VHD
002-1 AMZ CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO INFERIOR NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
003-1 AMZ CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO INFERIOR NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
013-1 AMZ CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
019-1 AMZ CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
024-1 AMZ CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL ELEVADO NEGATIVO NEGATIVO SND

027-1 AMZ CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
200-1 GUA CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
201-1 GUA CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
202-1 GUA CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO  INFERIOR NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
203-1 GUA CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
208-1 GUA CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO POSITIVO 1 NEGATIVO
213-1 GUA CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL ELEVADO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
215-1 GUA CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
216-1 GUA CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL ELEVADO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
217-1 GUA CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
218-1 GUA CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
221-1 GUA CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL ELEVADO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
222-1 GUA CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

301-1 ANT CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
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e Marcadores HBeAg y Anti-HBe en casos HBsAg+/Anti-HBc+ con niveles séricos elevados de ALT y/o AST

MUTACIO
DEPARTAMENT CASO/CONTRO GENOTIP N DE GENOTIP
CODIGO (o} L HBsAg anti-HBc IgM anti-HBc Total  ALT AST HBeAg Anti-HBe DNA-VHB OVHB ESCAPE RNA-VHD O VHD anti-vHD
001-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 3 POSITIVO
004-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
010-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVCO  NORMAL ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 3 POSITIVO
014-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
015-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
0l6-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 3 POSITIVO
021-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
032-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVC  NORMAL ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 3 POSITIVO
034-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 3 POSITIVO
100-1 GUV CASO 1 POSITIVO  POSITIVO POSITIVO  ELEVADO ELEVADO NEGATIVO PQOSITIVO POSITIVO F3 NO POSITIVO 3 POSITIVO
102-1 GUV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO F3 NO POSITIVO 1 NEGATIVO
210-1 GUA CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO F3 NO POSITIVO 1 NEGATIVO

e Marcadores seroldgicos y Moleculares de la infeccién por VHD de los casos de VHB notificados
o Positivos para deteccion de ARN-VHD y Anti-VHD

MUTACIO
DEPARTAMENT CASO/CONTRO anti-HBc GENOTIP NDE GENOTIP
CODIGO 0 L HBsAg anti-HBc IgM Total AST HBeAg Anti-HBe DNA-VHB OVHB ESCAPE RNA-VHD O VHD anti-vHD
001-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO PQSITIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 3 POSITIVO
010-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 3 POSITIVO
016-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 3 POSITIVO
032-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 3 POSITIVO
034-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 3 POSITIVO
100-1 GUV CASO 1 POSITIVO  POSITIVO POSITIVO  ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO F3 NO POSITIVO 3 POSITIVO
103-1 GUV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL NEGATIVO POSITIVO 1 POSITIVO

o Positivos para deteccion de ARN-VHD y negativos para Anti-VHD
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MUTACIO
DEPARTAMENT CASO/CONTRO GENOTIP N DE GENOTIP
CODIGO 0 L HBsAg anti-HBc IgM anti-HBc Total  ALT AST HBeAg Anti-HBe DNA-VHB OVHB ESCAPE RNA-VHD O VHD anti-VHD
005-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  INFERIOR NORMAL POSITIVO F1B NO POSITIVO 1 NEGATIVO
006-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  INFERIOR NORMAL POSITIVO F3 NO POSITIVO 3 NEGATIVO
007-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  INFERIOR NORMAL POSITIVO F1B NO POSITIVO 3 NEGATIVO
025-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO  SND SND  POSITIVO F3 NO POSITIVO 1 NEGATIVO
028-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL NEGATIVO POSITIVO 1 NEGATIVO
031-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL POSITIVO F1B NO POSITIVO 1 NEGATIVO
102-1 GUV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO F3 NO POSITIVO 1 NEGATIVO
BAJA
111-1 GUvV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL NEGATIVO POSITIVO CALIDAD  NEGATIVO
208-1 GUA CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO POSITIVO 1 NEGATIVO
210-1 GUA CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO F3 NO POSITIVO 1 NEGATIVO
214-1 GUA CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL NORMAL POSITIVO F3 NO POSITIVO 1 NEGATIVO

o Negativos para deteccién de ARN-VHD y positivos para Anti-VHD

MUTACIO
DEPARTAMENT CASO/CONTRO GENOTIP N DE GENOTIP
[0} L HBsAg  anti-HBcIgM anti-HBc TotalALT AST Anti-HBe DNA-VHB O VHB  ESCAPE RNA-VHD OVHD  anti-VHD
023-1 AMZ CASO 1 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO
029-1 AMZ CASO 1 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NORMAL ELEVADO SND SND POSITIVO D NO NEGATIVO POSITIVO
300-1 ANT CASO 1 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO INFERIOR NORMAL NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO
303-1 ANT CASO 1 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO

e Positivos parala deteccidén del genoma de VHB
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MUTACIO
DEPARTAMENT CASO/CONTRO anti-HBc GENOTIP NDE GENOTIP
CODIGO (o} L HBsAg anti-HBc IgM Total AST HBeAg Anti-HBe DNA-VHB OVHB ESCAPE RNA-VHD O VHD anti-VHD
005-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  INFERIOR NORMAL POSITIVO F1B NO POSITIVO 1 NEGATIVO
006-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  INFERIOR NORMAL POSITIVO F3 NO POSITIVO 3 NEGATIVO
007-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  INFERIOR NORMAL POSITIVO F1B NO POSITIVO 3 NEGATIVO
025-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO  SND SND  POSITIVO F3 NO POSITIVO 1 NEGATIVO
026-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL POSITIVO D NO  NEGATIVO NEGATIVO
029-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO  SND SND  POSITIVO D NO  NEGATIVO POSITIVO
030-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL POSITIVO F1B NO  NEGATIVO NEGATIVO
031-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL POSITIVO F1B NO POSITIVO 1 NEGATIVO
033-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL POSITIVO D NO  NEGATIVO NEGATIVO
035-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL POSITIVO D NO  NEGATIVO NEGATIVO
036-1 AMZ CASO 1 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO ELEVADO ELEVADO  SND SND  POSITIVO D NO  NEGATIVO NEGATIVO
037-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL POSITIVO F1B NO  NEGATIVO NEGATIVO
038-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL POSITIVO F NO  NEGATIVO NEGATIVO
100-1 GUV CASO 1 POSITIVO  POSITIVO POSITIVO  ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO F3 NO POSITIVO 3 POSITIVO
102-1 GUV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO F3 NO POSITIVO 1 NEGATIVO
113-1 GUV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL POSITIVO D NO  NEGATIVO NEGATIVO
115-1 GUV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL POSITIVO D NO  NEGATIVO NEGATIVO
210-1 GUA CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO F3 NO POSITIVO 1 NEGATIVO
212-1 GUA CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL NORMAL POSITIVO F3 NO  NEGATIVO NEGATIVO
214-1 GUA CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL NORMAL POSITIVO F3 NO POSITIVO 1 NEGATIVO

e Positivos para la deteccion del genoma de VHD
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MUTACIO
DEPARTAMENT CASO/CONTRO GENOTIP N DE GENOTIP

CoDIGO 0 L HBsAg anti-HBc IgM anti-HBc Total  ALT AST HBeAg Anti-HBe DNA-VHB OVHB ESCAPE RNA-VHD O VHD anti-VHD
001-1 AMZ CASD 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO NORMAL ELEVADO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 3 POSITIVO
005-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  INFERIOR NORMAL POSITIVO F1B NO POSITIVO 1 NEGATIVO
006-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  INFERIOR NORMAL POSITIVO F3 NO POSITIVO 3 NEGATIVO
007-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  INFERIOR NORMAL POSITIVO F1B NO POSITIVO 3 NEGATIVO
010-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO NORMAL ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 3 POSITIVO
016-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 3 POSITIVO
025-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADO SND SND POSITIVO F3 NO POSITIVO 1 NEGATIVO
028-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO POSITIVO 1 NEGATIVO
031-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO NORMAL NORMAL POSITIVO F1B NO POSITIVO 1 NEGATIVO
032-1 AMZ CASD 1 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NORMAL ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 3 POSITIVO
034-1 AMZ CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 3 POSITIVO
100-1 GUV CASO 1 POSITIVO  POSITIVO POSITIVO  ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO F3 NO POSITIVO 3 POSITIVO
102-1 GUv CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  ELEVADO ELEVADO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO F3 NO POSITIVO 1 NEGATIVO
103-1 GUV CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL NORMAL NEGATIVO POSITIVO 1 POSITIVO
208-1 GUA CASD 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL NORMAL NEGATIVO POSITIVO 1 NEGATIVO
210-1 GUA CASO 1 POSITIVO  NEGATIVO POSITIVO  NORMAL ELEVADQ POSITIVO NEGATIVO POSITIVO F3 NO POSITIVO 1 NEGATIVO
214-1 GUA CASO 1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NORMAL NORMAL POSITIVO F3 NO POSITIVO 1 NEGATIVO

Anexo 12. Articulo: Hepatitis B en indigenas de América Latina: una revision de la literatura

Link: chrome-

extension://efaidnbmnnnibpcajpcglclefindmkaj/https://iris.paho.org/bitstream/handle/10665.2/55837/v46e22022.pdf?seque

nce=1&isAllowed=y
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RESUMEN

Palabras clave

Objetivo. [dentificar publicaciones realizadaz entre los anos 2000 y 2020 zobre hepatitis B an indigenas de
América Latina. con el fin de conocer avances y vaclos an el tema durante los dltimos 20 anos.

Métodos. Revisidn exploratoria y sintesis rapida de la evidencia. El proceso de organizacion documental se
realizd con los programas Excel® y Rayyan®.

Resultados. Se seleccionaron 30 de 107 articulos encontrados, 17 comasponden & estudios epidemiclo-
gicos, 10 & reviziones documentales, dos estudios clinicos y una carta al editor. Brasil fue el pals con mas
publicaciones (50%), la mayoria con enfoqua epidemiclogico. La tematica mas abordada fue la medicion de
pravalencia de la infeccion por hepatitis B con 22 publicaciones, le siguieron 11 estudics que informan rasul-
tados de estudios moleculares del virus, siete astudios sobre vacunacion, cinco estudios sobra factores de
riesQoy cuatro publicaciones con temas como |3 transmision vartical y estudios sociales.

Conclusién. En comparacion con revisiones pravias realizadas por otros autores, se observa una mayor
divarsidad en los tamas y metodos de investigacion utilizados; sin embargo. adn prevalecan los enfoques
epidemicldgicos convencionales centrados en la medicion de la pravalencia de marcadores serologicos. Esto
hace necesario encarar ofro ipo de invesfigacionas centradas en los determinantes socioculturalas.
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Anexo 13. Articulo: Infeccién por el virus de la hepatitis delta
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Articulo de revisién

Infeccion por el virus de la hepatitis delia
Hepatitis delta virus infection

Melissa MontoyaGuzmdn®, Camlina Posada-Alarez?, lavra Camila loperaRestrepe?,
Diana di Filippo-Villa®, Maric-Cristina Mavas®

Resumen

El virus de la hepatitis delta (WHD) a5 un virus satélite del virus de la hepatitis B (VHB, dado que re-
quiere el anfigeno de superficie del VHB HBsAg) para la produccién de particulas virales infecciosas.
Se han caraclerizado ocho genctipos del YHD, con una distribucién geografica relacionada con
prevalencia de la infeccién por VHB. 5e estima que aproximadaments el 5% de los pacientes con
infeccian crénioa por YHE también estén infectados con WHD. Se han descrito dos tipos de infeccion:
lo coinfeccién simulidnea por VHB v VHD, v la superinfeccian con WHD en un paciente previamente
infectado por YHE, esta dltima ascciada o una mayor morbilidad v mortalidad por falla hepdtica agu-
da. La infeccién se diagnostion en nuestro medio con la deferminacion de Ightt contra el VHD, acom-
paiada idealmente de b carga viral. Aunque el frafamiento de eleccidn es la ferapia con interferdn
alfa pegilado, en el momento se estén evaluando ofras medicamentas antivirales en ensayos clinicos,
con resultados akntadores, feniendo en cuenta el efecto ohservado en la carga viral del YHD v/o del
WHB en los pacientes. Lo presente rewvisién fiene como objetivo incluir temas comao la biclogia del virus,
lo epidemiclogia, las caracteristions clinioas, el diagndstion v el fratamiento en k infeccién por YHD.,



