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Resumen
Introducción: la infección oculta por el virus de la hepatitis B (VHB) se caracteriza por la presencia del 
genoma viral en suero y/o tejido hepático de individuos negativos para el antígeno de superficie HBsAg. La 
infección oculta se ha asociado con el desarrollo de cirrosis y carcinoma hepatocelular. Objetivo: identificar 
casos de infección oculta por el VHB en pacientes con diagnóstico de cirrosis y carcinoma hepatocelular, 
sometidos a trasplante hepático. Materiales y métodos: entre febrero de 2013 y marzo de 2014 fueron 
obtenidas muestras de explante hepático provenientes de pacientes con diagnóstico de cirrosis y/o carcino-
ma hepatocelular. Se detectó el genoma del VHB mediante amplificación de tres regiones del genoma viral 
(S, Core y X). Las muestras positivas se confirmaron por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en 
tiempo real para la región S. Resultados: se analizaron 15 muestras de tejido hepático, y en dos (13,3%) se 
detectó el genoma del VHB mediante PCR anidada para la región S y por PCR semianidada para la región 
X, resultado confirmado por PCR en tiempo real. Estas muestras provenían de pacientes negativos para los 
marcadores serológicos de infección por el VHB, anti-HBc y anti-HBs. Conclusión: la frecuencia de infección 
oculta reportada en este estudio es similar a lo reportado en Brasil en muestras de biopsias obtenidas de 
pacientes con hepatitis crónica. Estudios adicionales son necesarios para estimar la frecuencia de infección 
oculta por VHB (OBI) en pacientes con hepatopatías terminales en Colombia.
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Abstract
Introduction: Occult hepatitis B virus infection is characterized by the presence of the viral genome in serum 
and/or liver tissue from individuals who test negative for the HBsAg surface antigen. Occult infection has been 
associated with the development of cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Objective: The objective of this 
study was to identify cases of occult hepatitis B virus infection in patients with cirrhosis and/or hepatocellular 
carcinoma undergoing liver transplantation. Materials and methods: Between February 2013 and March 
2014 hepatic explant samples were obtained from patients with cirrhosis and/or hepatocellular carcinoma. 
The hepatitis B virus genome was detected by amplification of three regions of the viral genome (S, Core 
and X). Positive samples were confirmed by real-time PCR for the S region. Results: Fifteen hepatic tissue 
samples were analyzed. The genome of the hepatitis B virus was detected in two (13.3%) samples by nested 
PCR for the S region and by semi-nested PCR for region X. The results were confirmed by real-time PCR. 
These samples came from patients who had tested negative for anti-HBc and anti-HBs serological markers 
for hepatitis B virus infection. Conclusion: The frequency of occult infection reported in this study is similar 
to that reported in Brazil in biopsy specimens obtained from patients with chronic hepatitis. Additional studies 
are needed to estimate the frequency of occult hepatitis B in patients with end-stage liver disease in Colombia.
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INTRODUCCIÓN

La infección por el virus de la hepatitis B (VHB) es un pro-
blema de salud pública global. La Organización Mundial de 
la Salud (OMS) estima más de 240 millones de casos de 
infección crónica por VHB en el mundo y más de 780 000 
muertes cada año como consecuencia de esta infección, 
debido especialmente al desarrollo de hepatopatías termi-
nales como cirrosis y carcinoma hepatocelular (CHC) (1).

El genoma del VHB es un ADN circular de doble cadena 
parcial (rcADN), de 3200 pb. Este contiene cuatro marcos 
abiertos de lectura (ORF) que codifican siete proteínas: 
el ORF S, para las tres formas del antígeno de superficie 
(HBsAg); el ORF Core, para la subunidad estructural de la 
cápside y el antígeno e; el ORF P, para la polimerasa viral; y 
el ORF X, para la proteína HBx (2, 3).

En 1979 fue descrito un nuevo tipo de infección por 
VHB: la infección oculta (OBI) (4), caracterizada por la 
presencia del genoma viral en tejido hepático de individuos 
con niveles no detectables del marcador serológico antí-
geno de superficie (HBsAg) y con o sin presencia de ADN 
del VHB en el suero (5, 6). En estos casos, la carga viral es 
<200 UI/mL (5) o <1000 UI/mL (6). Alrededor del 80% 
de los individuos con infección oculta presentan anticuer-
pos contra la proteína Core (anti-HBc+) y/o contra el antí-
geno de superficie (anti-HBs+) (7). Los individuos afecta-
dos son identificados como negativos para la infección por 
el VHB según la prueba de ELISA para HBsAg, a pesar de 
estar infectados por el virus.

La importancia clínica de la OBI radica en el riesgo de 
desarrollar cirrosis y CHC, como lo revelan diferentes estu-
dios (8, 9). Sumado a esto, la infección puede reactivarse en 
casos de inmunosupresión, causando incluso insuficiencia 
hepática y muerte (10, 11); y los individuos con OBI pue-
den transmitir el virus mediante transfusiones de sangre y 
trasplante de órganos, especialmente de hígado (7, 12).

En Colombia se han realizado algunos estudios de OBI 
en pacientes con infección por el virus de la inmunodefi-
ciencia humana (VIH) (13-15), en donantes de sangre 
(16-19), en pacientes sometidos a hemodiálisis (20) y en 
estudiantes universitarios (21). El estudio de muestras de 
tejido hepático es de gran importancia, debido a que la OBI 
depende de la persistencia del genoma viral en los hepato-
citos (5). Sumado a esto, la baja tasa de replicación carac-
terística de los casos de infección oculta puede dificultar la 
detección del genoma viral en suero (22).

Con base en lo anterior, y teniendo en cuenta que en el 
país se ha realizado un único estudio en este tipo de mues-
tras, con resultados preliminares (23), nuestro objetivo 
fue identificar casos de infección oculta en pacientes con 
hepatopatías sometidos a trasplantes, negativos para el 
marcador serológico HBsAg.

MATERIALES Y MÉTODOS

Población de estudio

Se realizó un estudio descriptivo en muestras de tejido 
hepático provenientes de pacientes colombianos con 
diagnóstico de cirrosis y/o CHC, sometidos a trasplante 
de hígado entre febrero de 2013 y marzo de 2014 en el 
Hospital Pablo Tobón Uribe (Medellín, Colombia); todos 
los pacientes fueron negativos para el marcador serológico 
HBsAg.

El diagnóstico de cirrosis hepática fue establecido por 
criterios clínicos como hipertrofia de parótidas, presencia 
o no de ictericia, nevus en araña, ginecomastia, eritema 
palmar y/o presencia de complicaciones asociadas, como 
encefalopatía hepática, ascitis, sangrado digestivo por 
várices esofágicas, coagulopatía, síndrome hepatorrenal y 
peritonitis bacteriana espontánea. Los casos fueron con-
firmados por imagenología y, algunos, por histopatología. 
El diagnóstico de CHC se estableció siguiendo los crite-
rios de la Asociación Europea para el estudio del Hígado 
(ESAL) y la Asociación Americana para el Estudio de las 
Enfermedades Hepáticas (AASLD).

Muestras

Se obtuvieron muestras de explante hepático, que fueron 
conservadas a 4 °C entre 1 y 12 días en tubos estériles, para 
luego ser almacenadas a -70 °C hasta el análisis. A partir de 
la historia clínica se recuperó información de diagnóstico, 
marcadores serológicos y carga viral de la infección por 
VHB, virus de la hepatitis C (VHC) y VIH.

Extracción de ADN total

La extracción de ADN se realizó con TRIzol® (Invitrogen) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN se cuan-
tificó por espectrofotometría (Nanodrop 2000, Thermo 
Scientific), y una relación 260/280 ≥1,80 se consideró 
como ADN de buena calidad.

Detección del VHB

Previo a la amplificación del genoma viral, se realizó una 
PCR para el gen GADPH como control de la calidad del 
ADN total extraído, adaptando el protocolo descrito por 
Pitzurra y colaboradores (24).

Para la detección del VHB se realizó PCR para los ORF 
S, X y Core, siguiendo los protocolos adaptados en el labo-
ratorio de los métodos descritos previamente (19, 25-29). 
La región del ORF S se amplificó mediante una PCR ani-
dada con los cebadores YS1-YS2 y S3s-S3as, para obtener 
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amplificados de 584 y 336 pb (19, 25, 26). Para el ORF X 
se realizó una PCR semianidada con los cebadores X4F y 
X3R o X1R; el amplificado de la primera ronda es de 425 
pb y el de la segunda ronda, de 139 pb (27, 30). Finalmente 
para el ORF Core se llevó a cabo una PCR semianidada con 
los cebadores 1101P y 2440n o P2; el tamaño de los ampli-
ficados es de 1333 pb y 747 pb, respectivamente (28, 29).

El límite de detección de la PCR para el ORF S (50 UI/
mL) y para ORF X y Core (500 UI/mL) fue determinado 
en un estudio previo (19). Para todas las amplificaciones 
se utilizaron entre 60 y 80 ng de ADN y se incluyó adicio-
nalmente una dilución 1:10 del ADN extraído con el fin de 
excluir posibles inhibidores que pudieran afectar la amplifi-
cación. Todas las muestras se analizaron por duplicado.

En todos los experimentos se incluyó como control nega-
tivo ADN extraído de una muestra sin evidencia de VHB; 
como control positivo, ADN extraído de una muestra pro-
veniente de un individuo con diagnóstico de cirrosis por 
VHB, positivo para el marcador serológico HBsAg. Los 
productos de PCR se evaluaron por electroforesis en gel de 
agarosa al 1,5% y tinción con bromuro de etidio.

PCR en tiempo real

Se realizó PCR en tiempo real de las muestras que fueron 
positivas para al menos una región del genoma del VHB 
por PCR anidada o semianidada. Para esto, se utilizó el 
kit QuantiTect SYBR Green PCR (QIAgen) y los ceba-
dores HBV359F y HBV425R, donados por la Dra. Tonya 
Mixson-Hayden del Centro para el Control y Prevención 
de Enfermedades (CDC, Atlanta, Estados Unidos) (19, 
31). Como estándar se incluyeron diluciones seriadas de 
concentración conocida del plásmido pJetTH24_1.5, que 
fue construido previamente en el laboratorio y contiene el 
genoma completo del VHB.

Aspectos éticos

Los individuos participaron voluntariamente en el estudio 
mediante la firma de un consentimiento informado. Este pro-
yecto fue aprobado por los comités de ética de la Universidad 
de Antioquia y del Hospital Pablo Tobón Uribe.

RESULTADOS

Características de las muestras

En total fueron obtenidas 15 muestras de tejido hepático 
provenientes de pacientes con cirrosis y/o CHC sometidos 
a trasplante de hígado como parte de su manejo médico. De 
estas, 9 provenían de hombres y 6 de mujeres, con un pro-
medio de edad de 49 años (rango 20-64 años). Los pacien-

tes eran negativos para los marcadores serológicos HBsAg 
y anti-HBc, con excepción de un individuo, positivo para 
anti-HBc IgG. En cuanto a las coinfecciones virales, 5 
pacientes fueron positivos para anticuerpos anti-VHC, 
y en uno de ellos se detectó además el genoma viral. Los 
anticuerpos anti-VHC fueron detectados mediante inmu-
noensayo quimioluminiscente de micropartículas (CMIA; 
ARCHITECT anti-HCV, Abbott) y la carga viral se deter-
minó por PCR en tiempo real. El diagnóstico consignado 
en la historia clínica del paciente HT127 indicaba cirrosis 
por VHC genotipo 1B, a pesar de que no había información 
sobre carga viral o anticuerpos anti-VHC. Ninguno de los 
individuos fue positivo para infección por VIH.

Todos los pacientes tenían diagnóstico de cirrosis, y 
3 tenían además CHC (20%). En 5 pacientes (33,3%) la 
etiología fue infección por VHC, 2 de estos con CHC; 
mientras que en 3 (20%) fue el consumo crónico de alco-
hol. Solo un caso se diagnosticó como cirrosis criptogénica. 
Las características de los pacientes se resumen en la tabla 1.

Detección del VHB

Se logró amplificar un fragmento del genoma del VHB en 
las muestras HT106 y HT126 mediante PCR para el ORF 
S (figura 1). Mediante la estrategia ORF X se logró la ampli-
ficación del genoma viral a partir de la muestra HT106 
(figura 2), mientras que por la estrategia del ORF Core no 
se logró amplificación en ninguna muestra.

Figura 1. Amplificación del ORF S de VHB (nt. 423-759) en las muestras 
de tejido hepático. Tamaño esperado: 336 pb. Se utilizó un marcador de 
peso de 100 pb, y se indican las posiciones correspondientes a 300 y 500 
pb. CN: control negativo; CP: control positivo.

PCR en tiempo real

Teniendo en cuenta que para el diagnóstico de la OBI se 
recomienda amplificar al menos dos regiones del genoma 

MW       106       111        126      125       CN       CP 

500 pb

300 pb
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en la muestra HT106. El resultado de la amplificación fue 
positivo para ambas. De esta manera se confirma la presen-
cia del genoma del VHB en las muestras HT106 y HT126, 
provenientes de pacientes negativos para el HBsAg, lo que 
indica que son casos de infección oculta.

DISCUSIÓN

En el presente estudio se describe una frecuencia de infec-
ción oculta por el virus de la hepatitis B del 13,3% (2/15) 
en muestras provenientes de individuos con diagnóstico 
de cirrosis y/o CHC sometidos a trasplante hepático. Las 
muestras en las que se detectó el genoma viral eran nega-
tivas para los marcadores anti-HBc y anti-HBs, por lo que 
corresponden a casos de OBI seronegativos, que se estima 
constituyen el 20% de los casos totales de OBI (7). Esto 
evidencia la importancia de incluir individuos sin marca-
dores serológicos de infección por VHB en los estudios de 
OBI, pues su exclusión puede llevar a una subestimación de 
la frecuencia de este tipo de infección.

Se ha propuesto que la frecuencia de OBI está relacio-
nada con la endemicidad de la infección por VHB de la 
población estudiada y sus factores de riesgo. Sin embargo, 
al no haber claridad con respecto a los mecanismos de 
patogénesis de la infección oculta, factores como el sis-

viral, y que se había logrado la amplificación del genoma 
del VHB en la muestra HT126 por solo una estrategia de 
PCR anidada, se realizó PCR en tiempo real para corrobo-
rar la presencia del genoma viral en dicha muestra, así como 

Tabla 1. Características sociodemográficas y clínicas de los pacientes HBsAg-, con diagnóstico de cirrosis y/o carcinoma hepatocelular, sometidos a 
trasplante hepático en el Hospital Pablo Tobón Uribe, en el período 2013-2014

Código muestra Sexo Edad Diagnóstico HBsAg/
anti-HBs

anti-HBc 
(IgM/IgG)

HBeAg VHC
(ARN/anti-VHC)

HT105 M 55 Cirrosis, VHC, hepatocarcinoma - -/+ - -/+
HT106 M 55 Cirrosis por alcohol - - - -
HT107 M 20 Cirrosis por fibrosis hepática congénita -/+ - - -
HT109 M 54 Cirrosis hepática por alcohol -/ /- ND /-
HT110 M 61 Cirrosis, posible NASH - /- - /+
HT111 M 59 Cirrosis, VHC, hepatocarcinoma - /- ND /+
HT112 F 55 Cirrosis, VHC - ND ND /+
HT113 F 45 Cirrosis biliar secundaria a hepatolitiasis severa - - ND /-
HT114 M 30 Cirrosis, VHC - - - 100.174UI(5log)/+
HT115 F 44 Cirrosis, hipertensión portal, posible cirrosis biliar 

primaria
- - ND /-

HT116 F 56 Cirrosis criptogénica, hepatocarcinoma - /- ND -
HT118 F 45 Cirrosis hepática por hepatitis autoinmune/CBP - -/ ND /-
HT126 M 39 Cirrosis hepática por alcohol - /- ND /-
HT127 M 64 Cirrosis, VHC - - ND
HT128 F 55 Cirrosis biliar primaria - - ND -
HT125 (Ctrl negativo) F 9 meses Cirrosis hepática por atresia de vías biliares -/+ ND ND /-

ND: información no disponible en la historia clínica de los pacientes.

MW       106       111        126      125       CN         CP 

500 pb

100 pb

Figura 2. Amplificación del ORF X de VHB (nt. 1411-1549) en las 
muestras de tejido hepático. Tamaño esperado: 139 pb. Se utilizó un 
marcador de peso de 100 pb, y se indican las posiciones correspondientes 
a 100 y 500 pb. CN: control negativo; CP: control positivo.
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zaron mediante PCR anidada para el ORF S 160 sueros de 
donantes de sangre con un perfil serológico HBsAg-/anti-
HBc total+, provenientes de Santander, y encontraron una 
frecuencia de OBI del 8,75% (18).

Otras poblaciones en las que se ha estudiado la OBI son 
pacientes sometidos a hemodiálisis en Bogotá (20) y estu-
diantes universitarios en Bucaramanga, con un frecuencia 
del 0% de OBI en los dos estudios (21). Adicionalmente, 
en muestras de niños indígenas del departamento de 
Amazonas se detectó el genoma viral en 2/24 muestras 
HBsAg-/anti-HBc+ (8,3%) mediante PCR anidada para 
diferentes regiones del ORF S ( Jaramillo y colaboradores, 
manuscrito en preparación). Según los resultados de estos 
estudios, se ha descrito una frecuencia entre el 0% y el 
8,75% de OBI en diferentes poblaciones en Colombia.

En el país se ha realizado un único estudio de OBI en tejido 
hepático, con resultados preliminares, en 63 muestras prove-
nientes de pacientes con hepatopatías terminales sometidos 
a trasplante hepático, que presentaban un perfil serológico 
negativo para los marcadores HBsAg y anti-HBc; se detectó 
el genoma del VHB en 9,5% de las muestras (6/63) por 
amplificación de al menos dos regiones del genoma viral 
mediante PCR anidada y/o semianidada (23).

Son pocos los estudios en muestras de tejido hepático de 
pacientes con enfermedad hepática terminal que se han rea-
lizado en otros países. En Brasil se encontró una frecuencia 
de OBI del 4,4% en una muestra de 68 pacientes con cirro-
sis sometidos a trasplante hepático (38). Adicionalmente 
un estudio incluyó 17 biopsias de hígado de pacientes con 
hepatitis crónica y perfil HBsAg-/anti-HBc+, con una fre-
cuencia de OBI del 17,6% (39).

Por otro lado, en China se analizaron 43 muestras de 
pacientes sometidos a trasplante con cirrosis alcohólica, y 
en el 41,9% de estas se detectó el genoma viral. En Corea 
se analizaron 33 muestras de pacientes con CHC criptogé-
nico y 28 con etiología conocida; la frecuencia de OBI en 
este estudio fue del 73% y 21,4%, respectivamente (40). En 
Italia, 61,2% de 80 pacientes HBsAg- con cirrosis y/o CHC 
fueron positivos para el VHB ADN, la mayoría de los cua-
les estaban infectados por el VHC; otras etiologías fueron 
NASH, consumo de alcohol y enfermedad criptogénica 
(41), lo que concuerda con lo reportado por un estudio en 
una población similar, que detectó el VHB ADN intrahe-
pático en el 64% de los 14 pacientes sometidos a trasplante, 
la mayoría con infección por VHC (42). La frecuencia de 
OBI reportada en el presente estudio se ubica dentro del 
intervalo de lo que se ha reportado en pacientes con enfer-
medad hepática terminal (4,4%-64%), aunque es menor 
a lo encontrado por la mayoría de los estudios. Como se 
mencionó anteriormente, esta frecuencia está relacionada 
con la prevalencia del VHB en la región de estudio y la sen-
sibilidad de las técnicas utilizadas.

tema inmune del hospedero, la carga viral y el genotipo del 
virus podrían estar implicados (32). Sumado a esto, las fre-
cuencias reportadas de OBI están también condicionadas 
por la aproximación metodológica utilizada para detectar 
el genoma del VHB (33, 34): la naturaleza de la muestra 
(suero o tejido hepático), el análisis por pool y la sensibi-
lidad y especificidad de la técnica pueden afectar la detec-
ción del genoma viral.

A pesar de que según los más recientes análisis Colombia 
es considerado un país de endemicidad baja-moderada para 
la infección por VHB (35, 36), el patrón de prevalencia en 
el país es muy heterogéneo, pues existen regiones de baja, 
media y alta prevalencia. Según el Instituto Nacional de 
Salud, en el 2015 se presentaron 2227 casos de hepatitis B, 
lo que representa una incidencia de 4,67/100 000 habitan-
tes (rango 0,29-25,20); la incidencia en el departamento de 
Antioquia durante este período fue 6,60, que lo ubica como 
el octavo con mayor incidencia en el país (37).

En Colombia, las primeras aproximaciones al estudio de 
la OBI se llevaron a cabo en pacientes con infección por 
VIH y en donantes de sangre. Ramírez Sánchez y Cataño 
Correa evaluaron 50 pacientes VIH positivo, 12 de los cua-
les eran HBsAg-/anti-HBc IgG+. En una de las muestras se 
detectó el genoma viral mediante PCR, lo que corresponde 
al 2% de la muestra total y al 8,3% de las muestras anti-
HBc+ (13). Por otro lado, en 103 pacientes VIH positivo, 
Polo y colaboradores encontraron 6 individuos HBsAg-/
anti-HBc+, pero solo en uno de ellos se logró determi-
nar la carga viral (1/103, equivalente al 0,97%) (14). En 
esta población, el estudio más reciente fue realizado por 
Bautista y colaboradores en 275 muestras de suero: todas 
las muestras fueron analizadas por PCR anidada para el 
ORF S, y en el 8,7% se diagnosticó OBI (15).

En donantes de sangre, Beltrán y colaboradores analizaron 
129 sueros provenientes de bancos de sangre de Bogotá, Cali, 
Barranquilla y Valledupar, con perfil serológico anti-HBc 
total reactivo y título de anti-HBs ≤30 mUI/mL. El análisis 
se realizó mediante amplificación del genoma viral en pool 
de 6 muestras; los autores reportaron 0% de infección oculta 
(16). En Antioquia, Arroyave Ospina y colaboradores anali-
zaron 207 sueros de donantes de sangre HBsAg-/anti-HBc+, 
negativos para otros marcadores de infección, mediante dos 
estrategias de PCR anidada para el ORF S, que reportaron 
una frecuencia de OBI de 3,4% (7/207) (17). Ríos-Ocampo 
y colaboradores evaluaron 302 sueros de donantes HBsAg-/
anti-HBc+ mediante PCR anidada para los ORF S, Core y 
X, y en 6 de estas muestras (2%) se detectó el genoma del 
VHB (19). En el estudio de Ríos-Ocampo y colaboradores, 
además, se determinó la presencia de mutaciones en los 
ORF S y P, y se encontraron cuatro mutaciones sinónimas 
y tres no sinónimas en S, y seis mutaciones no sinónimas 
en P (19). Finalmente, Castellanos y colaboradores anali-
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Este es el segundo reporte en Colombia de infección 
oculta por VHB en pacientes sometidos a trasplante. La fre-
cuencia reportada en este estudio es mayor a lo descrito en 
otros estudios realizados en el país; sin embargo, los resulta-
dos no son comparables por el tipo de población de estudio 
y los criterios de inclusión y las metodologías. Además se 
deben tener en cuenta tres limitantes del presente estudio: 
el tamaño de la muestra, en parte debido a que el trasplante 
hepático no es un procedimiento de rutina; las muestras se 
obtuvieron en un único hospital; y el período de estudio 
corresponde a un año.

La realización y difusión de estos estudios contribuye 
al conocimiento de la OBI por parte del personal médico, 
pues a pesar de que fue descrita hace más de 30 años, no 
es ampliamente reconocida en el entorno clínico. Esto se 
ve reflejado en la inexistencia de guías para su diagnóstico 
y manejo, a pesar de que diferentes estudios han mostrado 
una relación entre la OBI y el desarrollo de cirrosis y CHC. 
La identificación de la OBI en pacientes con hepatopatías 
crónicas permite el diagnóstico de infección por VHB en 
individuos que, de otra manera, no sería posible, al ser los 
pacientes negativos para el HBsAg identificado en el ELISA 
de rutina. De esta manera, se puede adaptar el manejo clí-
nico y, de ser necesario, iniciar el tratamiento antiviral, así 
como disminuir el riesgo de transmisión.

Estudios adicionales con una muestra representativa de 
varios centros de atención son necesarios para estimar la 
frecuencia de OBI en pacientes con hepatopatías termina-
les en Colombia.
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