Anadem'i'a de Ciencias de Cuba

CIENCIAS BIOMEDICAS

Articulo original de investigacion

Marcadores seroldgicos del virus de la hepatitis B a 26 anos de la
primera inmunizacién en Cuba

Maria Caridad Montalvo Villalba ™ https://orcid.org/0000-0001-7496-023X
Licel de los Angeles Rodriguez Lay" https://orcid.org/0000-0002-7742-3146
Dayesi L6pez Hernandez' https://orcid.org/0000-0001-6930-7674

Marite Bello Corredor™ https://orcid.org/0000-0002-7394-8690

Manuel Diaz Gonzalez' https://orcid.org/0000-0002-1699-3620

Idamis Fernandez Jure?https://orcid.org/0000-0003-0743-3012

Yaima Esther Gonzalez Suno®https://orcid.org/0000-0001-8077-4644

Hilda Cabrales Rondén*https://orcid.org/0000-0002-0438-1934

Ariel Legrd Ayala® https://orcid.org/0000-0001-5003-4864

1 Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri. La Habana, Cuba

2 Banco de Sangre Provincial de Villa Clara. Santa Clara, Cuba

3 Centro Provincial de Higiene y Epidemiologia de Santiago de Cuba. Santiago de Cuba, Cuba
4 Banco de Sangre Provincial de Santiago de Cuba. Santiago de Cuba, Cuba

5 Banco Provincial de Sangre de La Habana. La Habana, Cuba

*Autor para la correspondencia: caridadmont@infomed.sld.cu

Palabras clave

virus de la hepatitis B; Heberbiovac HB;
polimorfismo de simple nucledtido;, inter-
leucina 12

RESUMEN

Introduccidn: La vacuna cubana Heberbiovac HB contribuyo a la prevencién y el control de
la hepatitis B en Cuba. Actualmente, es un reto la eliminacion de la enfermedad. Objetivos:
evaluar la prevalencia de marcadores de infeccion (HBsAg, ADN VHB) y de proteccién con-
tra el virus de la hepatitis B (anticuerpos anti-HBsAg), en donantes de sangre y un grupo
vulnerable; e identificar sf la inmunogenética de la poblacidn cubana influye en la respuesta
inmune humoral a la vacuna Heberbiovac HB. Métodos: Se emplearon ensayos inmunoen-
zimaticos y moleculares para identificar los marcadores del virus, en donantes de sangre y
pacientes de hemodialisis. Ademas, se identificaron los polimorfismos de simple nucledtido
(SNP) de lainterleucina 12 (IL-12), IL-12A G>A e IL-12B A > C, por secuenciacion nucleotidica;
en individuos reactivados con una dosis de Heberbiovac HB. Resultados: La prevalencia del
HBsAg fue baja en donantes de sangre, y nula en donantes nacidos después de incluida la
vacunacion en el PNI. En pacientes de hemodialisis la prevalencia del HBsAg fue 5,95 %, y el
89,47 % tenian titulos protectores de anticuerpos anti-HBsAg. En individuos con combinacio-
nes de los SNP de IL-12A/IL-12B; GG/AC y GG/AA se identificaron niveles hiperprotectores
de anti-HBsAg posterior a la vacunacion, contrariamente a el que portaban la combinacion
AA/AA. Conclusiones: Los resultados demuestran la inmunogenicidad de la vacuna Heber-
biovac HB, y confirman la efectividad de los esquemas de vacunacion cubanos. Por primera
vez se demuestra que los SNP del gen de IL-12, IL-12A e IL-12B, pudieran influir en los niveles
de anticuerpos anti-HBsAg post-vacunal, en la poblacion cubana.




Serological markers of Hepatitis B virus, 26 years
after first immunization in Cuba

ABSTRACT
Keywords

Introduction: Prevention and control of hepatitis B in Cuba has been possible
due to introduction of Cuban vaccine Heberbiovac HB, in the National Program
of Immunization (NPI). Actually, our health system has the challenge to achieve
the elimination of hepatitis B. Objective. To evaluate the prevalence of infection
(HBsAg, DNA HBV) and protection (antibodies anti-HBsAg) markers of hepatitis
B virus, in blood donors and a vulnerable group, and identify the influence of the
immunogenetics of the Cuban population in humoral response to Heberbiovac
HB vaccine. Methods: Hepatitis B virus markers for infection and protection were
measured in blood donors and patients under hemodialysis treatment, using im-
munoenzymatic and molecular assays. Also, nucleotide sequencing was used to
determine single nucleotide polymorphisms (SNP) of interleukin 12 (IL-12), IL-12A
G>A e IL-12B A>C, in individuals boosted with a single dose of Heberbiovac HB.
Results: HBsAg prevalence was low in Cuban blood donors, and zero in donors
born after the implementation of HBV vaccination in NPI. In hemodialysis patients,
HBsAg prevalence was 5,95%, and 89,47% of them had protector levels of anti-HB-
sAg. Inindividuals with SNP IL-12 combinations IL-12A/IL-12B; GG/AC and GG/AA
hiperprotectors levels of anti-HBsAg were identified, post-vaccination, as opposed
to the AA/AA combination. Conclusions. The findings show the immunogenicity
of Heberbiovac HB and confirm the efficacy of the Cuban vaccination program.
It was demonstrated for the first time that IL-12 SNP could impact the level of
anti-HBsAg antibodies after immunization in the Cuban population.

hepatitis B virus; Heberbiovac HB; single nucleotide
polymorphism; interleukin 12

epidemioldgica completa y estandarizada sobre la incidencia

INTRODUCCION

Uno de los retos de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) para el afio 2030, es la eliminacion de las hepatitis
virales como un problema de salud publica. Esta propuesta
requiere mantener y aplicar medidas que garanticen una ade-
cuada vigilancia, prevencion, control y tratamiento de las he-
patitis virales, en la que se incluye la hepatitis B.

Segun estimaciones de la OMS, existen mas de 2000 mi-
llones de personas que se han infectado con el virus de la
hepatitis B (VHB) y anualmente se producen 4 millones de
infecciones nuevas y 780 000 defunciones; relacionadas con
este virus, a nivel mundial. ™

La prevalencia del VHB es alta en zonas endémicas como
la region del Pacifico Occidental y Africa con mas del 6 % y
baja en Estados Unidos con menos de 2 %, asi como en al-
gunos paises de América del Sur. En Cuba, la prevalencia del
antigeno de superficie del VHB (HBsAQ) es del 0,7 %. @

Para el control de la infeccién por el VHB existe una vacu-
na eficaz, que ha permitido reducir las nuevas infecciones en
poblacion abierta y en grupos vulnerables en varios paises. ©
Aunque, la eliminacion de la hepatitis B es un objetivo poten-
cialmente alcanzable, es necesario disponer de informacion

y prevalencia del virus.

En Cuba se han aplicado varias medidas para el control
de la hepatitis B, como la vacunacién universal al nacer, con
coberturas vacunales que han alcanzado el 99,9 % en pobla-
cion menor de 1 afio en los Ultimos 10 afios @. La reduccién
de la trasmision vertical del VHB, la vacunacién de cohortes
poblacionales y grupos de riesgo; como los pacientes de he-
modialisis a los que se les aplican esquemas de inmunizacion
diferenciados; son acciones que se han realizado para preve-
nir la infeccion por el VHB. 69 La incorporacion de métodos
diagnosticos seroldgicos y moleculares de alta sensibilidad
para el tamizaje del VHB en donantes y hemoderivados, con-
tribuyo a reducir la trasmision parenteral del virus. Otra estra-
tegia fue la identificacion de infeccion oculta en individuos ne-
gativos al HBsAg. Todas estas medidas permitieron alcanzar
en el 2016, una tasa de incidencia de hepatitis B de 0,5 x10°
habitantes.

La vacuna recombinante contra el VHB de produccion
nacional, Heberbiovac HB ha contribuido a estos resultados.
Sin embargo, varios estudios demostraron que después de
completar un esquema de inmunizacion, los niveles de anti-
cuerpos contra el HBsAg (anti-HBsAg) disminuyen o son inde-
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tectables a los 14 afios. ® Ademds, existen factores del indi-
viduo como el tabaquismo, la obesidad, las infecciones (virus
de inmunodeficiencia humana [VIH]) y la inmunogenética, que
afectan los niveles protectores de anticuerpos anti-HBsAg,
tras la administracion de la vacuna. ©

El propdsito de este trabajo fue determinar el comporta-
miento de los marcadores seroldgicos y moleculares del VHB
en donantes de sangre cubanos y en pacientes en hemodia-
lisis, para aportar datos que permitan evaluar y perfeccionar
las estrategias actuales de prevencion y control de la hepatitis
B en poblacion general y grupos de riesgo. Ademas, brindar
conocimientos en el campo de la vacunologia y la inmunoge-
nética, que pudieran ser potencialmente aplicables a la vacu-
na Heberbiovac HB en Cuba.

METODOS

Para esta investigacion se estudiaron 433 donantes de
sangre de tres provincias del pais, La Habana, Villa Clara y
Santiago de Cuba, de enero a diciembre de 2018, y se deter-
minaron mediante ensayos inmunoenzimaticos, marcadores
seroldgicos de infeccion (HBsAQ) y exposicion (anti-HBc to-
tal) al VHB, empleando las técnicas de produccion nacional
UMELISA HBsAg PLUS y UMELISA anti-HBc total, respecti-
vamente.('9 Ademas, se estimé la persistencia de los nive-
les protectores de anticuerpos anti-HBsAg; en donantes de
sangre nacidos posterior a la introduccién de la vacuna en
el programa nacional de inmunizacion (PNI). La reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR-TR) se empled
para identificar la replicacion viral en individuos positivos al
HBsAg y al anti-HBc total, en este Ultimo caso para descartar
la hepatitis B oculta.

Como grupo de riesgo se estudiaron 252 pacientes de cin-
co unidades de hemodidlisis de la Habana, en los que se evalud
la prevalencia del VHB por UMELISA HBsAg PLUS. (" |a sero-
proteccion inducida por la vacuna Heberbiovac HB vy los fac-
tores relacionados con los niveles de anticuerpos anti-HBsAg
se estimaron en un grupo de 152 pacientes hemodializados de
las unidades estudiadas. Todos estaban bajo el esquema de
inmunizacion diferenciado de doble dosis (total administrada
40ug)alos0,1,5, 6y 12 meses, con reactivaciones anuales. ©

Para evaluar si los polimorfismos de simple nucleétido
(SNP) de la IL-12 influfan en la respuesta de anticuerpos a la
vacuna Heberbiovac HB. Se estudiaron 12 personas vacuna-
das con anterioridad, y que no tenian niveles protectores de
anticuerpos anti-HBsAg, las que fueron reactivadas con una
dosis de Heberbiovac HB. Al mismo tiempo, se incluyeron 4
controles con titulos de anti-HBsAg > 10UI/L. Los SNP de IL-
12A G > A (rs568408) e IL-12B A > C (rs3212227), se identifi-
caron por secuenciacion nucleotidica. (¥

Todas las investigaciones fueron aprobabas por el Comi-
t¢ de Etica para las Investigaciones del Instituto de Medicina
Tropical Pedro Kouri, y las personas involucradas dieron su
consentimiento informado para participar en los estudios.

Para el analisis de los datos se emplearon estadigrafos
descriptivos y se confeccionaron bases de datos en Excel,
las variables fueron analizadas por los paquetes NCSS PASS
2000 (version 97) y GraphPad Prism (version 6.0). Los indi-
viduos fueron clasificados segun la repuesta de anticuerpos
anti-HBsAg detectada posterior a la vacunacion en: no res-
pondedores (<10 UI/L); hiporrespondedores (de 10 UI/L a
99,9 Ul/L), normorrespondedores (de 100 UI/L a 999,9 UI/L)
e hiperrespondedores (>1000 UI/L). Los titulos de anticuer-
pos anti-HBsAg fueron considerados como no protectores
(< 10 UI/L) y protectores (= 10 Ul/L). (¥ Los resultados se pre-
sentaron en porcentajes, frecuencias relativas y la prueba de
Chi cuadrado se utilizé para comparar las variables, conside-
randose significativo un valor de p < 0,05. Si, los valores obte-
nidos eran menores que 5 se aplico la prueba de Chi cuadrado
con correccion de Yates.

RESULTADOS

La prevalencia de HBsAg en los donantes de sangre estu-
diados fue 1,15 % (5/433) y 7,85 % (38/433) de anti-HBc total.
La prevalencia de anti-HBc total aumento significativamente
con la edad de 0,95 % (1/105) en el grupo de edad de 18 a 26
aflos a 21,21 % (7/33) en individuos con edades en el intervalo
de 57 afios a 68 afios (2= 12,34; p = 0,0004). En los indivi-
duos nacidos después que la vacunacion se introdujo en el
PNI, la prevalencia de HBsAg y anti-HBc total fue 0 % (0/105)
y 0,95 % (1/105) respectivamente. El 63,80 % (67/105) de es-
tos donantes no poseian titulos protectores (>10 UI/L) de an-
ticuerpos anti-HBsAg (Figura 1). EI ADN del VHB se detecto en
un donante positivo al HBsAg y anti-HBc total; por lo que no se
identifico infeccion oculta por VHB, la que ha sido descrita en
individuos positivos al ADN y que tienen como Unico marca-
dor el anti-HBc total. 19

En los pacientes de hemodialisis, la prevalencia de HBsAg
fue 5,95 % (15/252) y en el grupo de individuos en los que se
evaluaron los anticuerpos anti-HBsAg, el 89,47 % (136/152)
tenian niveles protectores =10 Ul/L. Los titulos protectores
fueron asociados con las reactivaciones anuales, y no se de-
tectd asociacion con la edad y el sexo.

El comportamiento de los niveles de anticuerpos an-
ti-HBsAg, teniendo en cuenta la calidad de la respuesta hu-
moral a la vacunacion, permitié clasificar a los pacientes en:
10,52 % (16/152) no respondedores; 11,84 % (18/152) hiporres-
pondedores; 30,92 % (47/152) normorrespondedores y 46,71 %
(71/152) hiperrespondedores. En total, el 77,63 % (118/152) de
estos pacientes tenian titulos de anti-HBs = 100 Ul/L.
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B Anti-HBs <10UV/L: 63.86%

E Anti-HBs =10-49 9U10/L: 31.42%
B Anti-HBs =50-99,9 UI/L:1.90 %

1 Anti-HBs=100-999,9UI/L: 2,85%

Fig. 1. Comportamiento de los niveles de anticuerpos anti-HBsAg en
los donantes de sangre nacidos después de la inclusion de la vacuna
Heberbiovac HB en el PNI. ()

Los factores genéticos del hospedero como los polimor-
fismos de genes de citocinas y la integridad del eje interleu-
cina 12/interferén gamma (IL-12/INF-y), influyen en la magni-
tud de la respuesta de anticuerpos anti-HBsAg inducida tras la
vacunacion contra el VHB.(9 Altos niveles de anticuerpos an-
ti-HBsAg (> 1000 UI/L) fueron detectados en el 75,00 % (9/12)
de los individuos a los 28 dias de post-vacunacion (dpv); el
porcentaje mayor se observo en las combinaciones genotipi-
cas GG/ACy GG/AA (77,77 %,7/9) de IL-12A/IL-12B (Tabla 1).
Los niveles asociados con hiporrespuesta (hipoprotectores)
de anti-HBsAg a los 28 dpv, fueron detectados en individuos
(11, 35y 79 UI/L) que portaban las combinaciones AA/AA 'y
GG/AA (25,00 %, 3/12). En un individuo con la combinacién
AA/AA se constatd seroconversion negativa de los anticuer-
pos anti-HBsAg, los que decrecieron de 33 Ul/L alos 7 dpv a
11 Ul/L a los 28 dpv. La calidad de los titulos de anticuerpos
anti-HBsAg, después de una dosis de refuerzo con Heberbio-
vac HB, podria estar influenciada por el polimorfismo del gen
de la IL-12. Asimismo, se identificé que la variante GG/AA de
IL-12A/IL-12B esta presente en los sujetos hipo e hiperres-
pondedores.

DISCUSION

En la presente investigacion se describe la prevalencia de
marcadores de infeccion y exposicion del VHB, en donantes
de sangre de tres provincias del pais. Los resultados demues-

tran que la prevalencia del HBsAg fue baja en los donantes de
sangre y nula en los individuos nacidos después de introduci-
da la vacunacion. Estos resultados sugieren, que la probabi-
lidad de infectarse con el VHB por el uso de hemoderivados
tiende a disminuir, ya que la poblacion de donantes de sangre
se mueve en el tiempo y se esta reemplazando por individuos
gue se inmunizaron contra el VHB al nacer. Sin embargo, en
estos se identificd un porcentaje elevado de individuos sin
niveles protectores de anticuerpos anti-HBsAg, por lo que se
pudiera valorar introducir una reactivacion en este grupo eta-
rio, de 18 a 26 afios. Esto permitird mantener la inmunidad
humoral especifica contra el virus y consecuentemente los in-
dicadores de HBsAg y anti-HBc, dado que se reduce el riesgo
de infeccién. Cabe destacar que, en estas edades socialmen-
te activas, son frecuentes las practicas culturales riesgosas,
como el uso de piercing y tatuajes. La eficacia de la vacuna
cubana Heberbiovac HB es elevada de 94 %, y segun el PNI
este esquema de vacunacion se completa en el primer afio de
vida. Sin embargo, la persistencia de los anticuerpos anti-HB-
SAg y de la memoria inmunoldgica que induce esta vacuna
recombinante, es proporcional a los niveles de anti-HBsAg
post-vacunales, en ausencia de reactivaciones posteriores.
Otro aspecto importante, es que existen evidencias de una co-
rrelacion negativa entre los titulos de anticuerpos anti-HBsAg
y el tiempo de vacunacion, sobre todo cuando este sobrepasa

Tabla 1. Distribucion de variables demogréficas, titulos de an-
ti-HBsAg (0, 7, 28 dpv), en individuos estudiados y controles 7

No.®  Edad o v anti-HBsAg (IU/L) IL-12 A  IL-12B
n=16 (afios) Odpv 7dpv 28dpv

1 52 F <10 2500 2500 GG AC
2 51 F <10 74 2042 GG AA
3 43 M <10 12 79 GG AA
4 41 F 15 385 2500 AG AA
5 52 B 26 2500 2500 GG AA
6 46 F <10 33 11 AA AA
7 41 M <10 68 2500 GG AC
8 30 M <10 32 35 GG AA
9 50 F 38 728 1450 GG AC
10 41 M <10 1610 2500 GG AA
11 53 E 48 2500 2500 AG AC
12 36 F <10 365 1954 GG AA
13 48 E 1812  Control GG AA
14 31 M 233 Control GG AA
15 60 B 6055 Control GG AC
16 22 F 113 Control GG AA

No. A), nimero del caso, b) F, Femenino, M, Masculino.
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los 10 afios. (879 Otros factores pueden acelerar la disminu-
cion de los anticuerpos contra el VHB como la inmunogenéti-
ca (complejo mayor de histocompatibilidad), habitos téxicos
y la alta endemicidad del virus; ya que las exposiciones al VHB
aumentan y los anticuerpos anti-HBsAg se consumen, tratan-
do de neutralizar al virus. " En China se identificé una preva-
lencia no esperada de HBsAg en donantes de sangre de 18
a 25 afos, al compararlos con el resto de los grupos etarios.
Los autores recomendaron la re-vacunacion de adolescentes
con edades de 15 a 17 afos, para contribuir a mejorar la se-
guridad de la sangre. 9

Se conoce que los pacientes en hemodialisis constituyen
un grupo de riesgo dentro de la epidemiologia de la hepatitis
B. " La prevalencia del VHB ha experimentado una reduccion
considerable en los pacientes de hemodialisis cubanos, des-
pués que se implementod la vacunacién con Heberbiovac HB.
@2 | a eficacia del esquema de vacunacién que se aplica en
estos pacientes, ha permitido mantener el comportamiento
decreciente de los marcadores de infeccion del VHB en este
grupo vulnerable.

Aunque los indices de seroconversion inducidos por la
vacuna contra el VHB no son 6ptimos en los hemodializados,
es indudable que su administracién ha contribuido a dismi-
nuir la morbilidad y la mortalidad por esta enfermedad en los
servicios de hemodidlisis. Los resultados demostraron la ne-
cesidad de mantener las medidas universales de prevencion
y control de la hepatitis B en estos servicios; ya que existen
pacientes que, a pesar de estar incluidos en el programa de
inmunizacion contra el virus 10,52 %, carecen de titulos pro-
tectores de anticuerpos anti-HBsAg. Ademas, teniendo en
cuenta el compromiso inmunoldgico que presentan estos pa-
cientes, es importante mantener niveles elevados de cobertu-
ra vacunal, ya que al infectarse con el VHB se convierten en
reservorios cronicos del virus. Feng y colaboradores en un es-
tudio multicéntrico demostraron que la administracion de do-
sis altas de la vacuna recombinante contra el VHB a pacientes
en hemodialisis, se correlaciond con la inmunogenicidad y la
persistencia de los anticuerpos anti-HBsAg. ?%

En este trabajo se presenta un estudio preliminar, sobre
el posible papel de la inmunogenética en la respuesta inmune
humoral a la vacuna, en individuos cubanos. Con respecto a la
combinacién genotipica AA/AAYy el bajo indice de seroconver-
sion a los anticuerpos anti-HBsAg, un resultado similar fue ob-
tenido por Grzegorzewska y colaboradores en una poblacion
de Polonia. "9 Incluso, algunos investigadores que sugieren
introducir adyuvantes que modifiquen la hiporrespuesta a la
vacuna recombinante contra el virus, en individuos con geno-
tipos poco productores de IL-12. @ Al identificar la variante
GG/AA de IL-12A/IL-12B en los sujetos hipo e hiperresponde-

dores; se pone en evidencia que probablemente otros genes
de la respuesta inmune no estudiados podrian modificar la
respuesta de anticuerpos anti-HBsAg a la vacuna Heberbio-
vac HB. Es recomendable realizar un estudio mayor, que in-
volucre un numero mayor de sujetos para definir la utilidad
de este marcador molecular como predictor de respuesta
post-vacunal en la poblacién cubana. Como valor afiadido
de este estudio, es que se demuestra que una dosis de He-
berbiovac HB podria ser suficiente para inducir una elevada
respuesta humoral protectora (anti-HBsAQ), en individuos con
antecedentes de recibir esquemas completos (3 dosis) de va-
cunacion.

El abordaje integral del comportamiento de los marcado-
res de infeccion, exposicion y proteccion contra del VHB que
se realizd en este estudio, demuestra el impacto de la vacuna-
cion con Heberbiovac HB a 26 afios de su inclusion en el PNI.
Ademads, se confirma que la vacuna cubana tiene una inmu-
nogenicidad elevada en los pacientes cubanos en hemodiali-
sis, y la validez de los esquemas de vacunacion que se aplican
en estos individuos ya que garantizan una eficacia adecuada.
Por primera vez, se identifica que probablemente la respuesta
humoral a la vacuna Heberbiovac HB, podria estar genética-
mente determinada en individuos cubanos, lo que puede con-
llevar a disefiar adyuvantes personalizados que modifiquen
la respuesta post-vacunal en individuos con variantes aso-
ciadas con niveles bajos de anti-HBsAg. Este constituye un
estudio preliminar, y su alcance queda limitado por el nimero
reducido de muestras analizadas, las que mostraron resulta-
dos heterogéneos que incluyo el grupo control. Los hallazgos
obtenidos con relacion a donantes de sangres sin niveles
protectores de anticuerpos anti-HBsAg y nacidos después de
introducida la vacunacion contra el VHB en el PNI, permiten
hacer recomendaciones al programa nacional de prevencion
y control de las hepatitis virales. Por tanto, es necesario reali-
zar un estudio mas amplio, para determinar el rango de edad
en el que se produce la caida de los anticuerpos anti-HBsAg,
y consecuentemente administrar una reactivacion con la va-
cuna Heberbiovac HB, lo que garantiza la inmunidad contra el
virus y contribuye a la eliminacion de la hepatitis B en Cuba.
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