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INTRODUCCION

1.1. Planteamiento del problama.

La hepatitis viral continua siendo una causa significativa de
morbilidad y mortal idad en todo el mundo; ademds, su asocfacién con
la cirrosis y el carcinoma hepatocelular lo convierte en un
problema de salud pablica digno de consideracidén. Su distribucién
varia de un pais a otro dependiendo del desarvollo econémico vy
social existentes. £n México se han registrado brotes de hepatitis
desde hace muchos afos; aunque el reporte mas antiguo en nuestro
paia data de 1576-1577 (el cual consistié en un brote de hepatitis
epidémica entre los indios), no fue sino hasta 1955 que se incluyé
en el Cédigo Banitarie como wuna enfermedad de notificacién
obligatoria, y la Direccién General de Epidemiologia y Campafas
Sanitarias la registré en sus formas de trabajo e inicié 1la
elaboracién estadistica y la promocidén de normas de control. Sin
embargo, existe una falta de informacién confiable y actualizada
respecto a la verdadera frecuencia de dicho padecimiento entre la
pablacién, por 1lo gque se recurre al empleoc de encuestas
sorcepidemiol 4gicas como la del presente trabajo, en 1la que se
trabajé sobre una muestra poblacional representativa y aleatoria de
la Republica Mexicana utilizando ensayos inmunoenzimdticos, con la
finalidad de establecer la prevalencia de las hepatitis virales
tipo A, B, C y delta.



1.2. Objetivos:

—~ Estimar la prevalencia y distribucién geogréfﬂca de las hepatitis
virales tipo A, B, C y delta en la Republica Mexicana.

~ Establecer la asociacién de dicha prevalencia con la edad vy el
sexo.

- Aportar informacién de prevalencias que permita establecer
medidas de prevencién y control de las hepatitis virales.

1.3, Hipétesim

Debido a la distribucién tan amplia de 1a hepatitis vival en el
mundo, y a la conducta y condiciones socioeconémicas de la
poblacidén mexicana, se espera obtener prevalencias importantes de
esta enfermedad en nuestro pais.
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ANTECEDENTES

2.1. GENERALIDADES

Hepatitis viral es un término general que se aplica a las
infecciones del higado causadas por uno o mads agentes virales (11).
En 1885 Lurman reporté 1a existencia de una forma de hepatitis
transmitida parenteralmente, donde el brote se dié entre
trabajadores de un astillero después de que recibieron una vacuna
de viruela preparada con linfa humana. Posteriormente se asociaron
diversos brotes al uso inadecuado de Jjeringas y agujas sin
esterilizar, especialmente entre los pacientes de las clinicas de
enfermedades de transmisioén sexual y sujetos diabéticos los cuales
requer{an sucesivas ino¢ulaciones via parenteral. Se asume que
dichos brotes fueron debidas a una infeccién por el virus de la
hepatitis B (VHB), pero no puede excluirse totalmente al virus de
la hepatitis C (VHC). No fue sino hasta finales de los treintas,
que la existencia de hepatitis transmitida via parenteral de suero
humano fue reconocida (11).

Los términos “"hepatitis A" y "hepatitis B" fueron introducidos por
Mac Callum en 1947 para diferenciar entre hepatitis infecciosa vy
hepatitis sérica, respectivamente. No obstante, descubrimientos
posteriores revelaron que la hepatitis vivral no sélo es causada por
los virus de la hepatitis A y B, sino también por el virus de la
hepatitis C (HCV), virus de la hepatitis delta (HDV) y virus de la
hepatitis transmitido entéricamente (HETV) (11).

2,2. ABPECTOB CLINICDS DE LA HEPATITI8 VIRAL

Hepatitis Viral Aguda

El curso tipico de 1la hepatitis viral aguda puede dividirse en 4
fases clinicas: periodo de incubacién, fase preictérica, fase
ictérica y convalescencia (11,36).

El periodo de incubacién de 1la hepatitis viral varia de wunas
semanas hasta varios meses (Cuadro 1). Los periodos de incubacién
cortos son tipicos de la hepatitis A, mientras que la hepatitis B
posee el mas largo periodo. La veplicacién viral es primeramente
detectable durante el periodo de incubacién, y los titulos séricos
del virus alcanzan los niveles madximos durante este periodo antes
del comienzo de sintomas (36).



Cuadro 1. Periodos de incubacién de las Hepatitis Virales

Tipo de Hepatitis Periodo de incubacién (dias)
A 15-40
B 30-150
c 15-120
1] 24-51#

Exper {sentalaente en chispancés infectados,

La fase preictérica inicia con el desarrollo de sintomas clinicos
inespecificos como fatiga, letargo, anorexia, ndusea, Yy usualmente
dura de 3-7 dias (10,11,36). En la hepatitis A, fiebre, dolor de
cabeza y mialgias ocurren normalmente durante este periodo (36).

Durante la fase preictérica, las pruebas bioquimicas de daRo
hepatico, como los niveles séricos de las enz imas
alanincaminotransferasa (ALT) y aspartatoaminotransferasa (AST) se
vuelven anormales.La replicaciéon wviral todavia es detectable

durante esta fase, pero puede decrecer (11,36).

El comienzo de la fase ictérica es marcada por la aparicién de una
coloracidén café oscuro en la orina y decoloracién amarillenta de
las membranas mucosas, conjuntiva y piel. La fiebre nunca es
sobresaliente en la hepatitis viral aguda (a menos que aparezca
dafo hepAtico fulminante) y usualmente termina con la aparicién de
ictericia, Otros sintomas como fatiga y nAusea normal mente
persisten y pueden empeorar. Durante la fase ictérica 1los niveles
de bilirrubina sérica se vuelven anormales y la ictericia se vuelve
clinicamente aparente cuando el nivel de bilirrubina excede los 2-4
mg/dl. Los niveles séricos de ALT y AST generalmente se elevan
mids de 10 veces de su nivel normal. Tipicamente, la replicacién
viral comienza a decrecer al.-comenzar la fase ictérica, el punto
maximo del mal clinico se da al ya no ser detectable el virus; esto
sugiere que la enfermedad clinica es causada por una respuesta
inmunolégica a la replicacidén viral (11,36).

La convalescencia inicia con la resolucién de los sintomas
clinicos. Por lo normal, el apetito se incrementa primero, seguido
por la desaparicién de la nAusea. La ictericia termina con la
desaparicién’ de sintomas. La bilirrubina, ALT y AST vuelven a sus
niveles normales, el virus ya no se detecta y los titulos de
ant icuerpos son altos (36).

Hepatitis Viral Fulminante

El curso de la enfermedad es similar al de la hepatitis aguda
tipica, excepto que los signos de falla hepdtica aparecen durante
la fase ictérica. El criterioc usual para clasificar 1la hepatitis
aguda como fulminante es la aparicién de encefalopatia hepatica, la
cual es frecuentemente anunciada por cambios sutiles en la
personal idad, perturbacién del suero, confusién y dificultad de



concentracién. Con el progreso de la enfermedad, la conducta se
vuelve anormal, seguida de somnolencia y coma. Aunque los valores
de ALT y AST pueden ser bastante altos al comienzo de la falla
hepatica, usualmente caen cuando empeora la funcién hepdtica. De
manera similar, la replicacién viral es usualmente baja o
indetectable cuando sobreviene la falla hepAtica; en la mayoria de
los pacientes no se detecta el virus wuna vez que la hepatitis
fulminante es aparente (11,36).

La hepatitis fulminante ocurre en menos del 14 de la hepatitis
aguda. El grado de mortalidad, sin embargo, varia grandemente con
el tipo de hepatitis (Cuadro 2). La hepatitis fulminante es muy
rara en nifos (excepto en la hepatitis delta), y tiene un
pronéstico deplorable en personas de edad avanzada (36).

Cuadro 2, Mortalidad de la Hepatitis Viral Aguda

Tipo de Hepatitis Mortalidad (%)
A 0.2
B e.2-2
c 2.2-1
D 2-20

Hapatitim Viral Aguda Subclinica

Muchos casos de hepatitis aguda son subclinicos y anictéricos,
pudiéndose detectar sé6lo mediante pruebas bioquimicas. La
frecuencia de casos ictéricos varia grandemente con el tipo de
hepatitis viral, la edad y estado inmune del paciente. De este modo
1a hepatitis A es por lo general asintomatica y anictérica en
nifos, pero tipicamente ictérica y sintomatica en adultos. La
hepatitis B es usualmente anictérica en niRos, pero normalmente se
desarrolla infeccidn crénica; en adultos, una gran proporcién de
casos de infeccidén con VHB son ictéricos, pero son raros los casos
que progresan a una infeccién crénica (6,11,36).

La hepatitis viral subclinica es marcada por un breve periodo de
replicacién viral seguido rdpidamente de un creciente titulo de
anticuerpos. Diversos estudios c¢on pacientes expuestos a virus de
la hepatitis han mostrado que las infeccjones subclinicas son
comunes; en éstas hay una replicacién viral pasajera y baja seguida
de una respuesta inmune rapida y eficiente que erradica al virus
antes de que haya una dafo hapatico significante (36).

Hepatitis Viral Crénica

l.a hepatitis B, C y delta pueden resultar en una infeccién crénica
(Cuadro 3). Tipicamente, pacientes que desarrollan hepatitis viral
crénica tienen enfermedad aguda leve. En la hepatitis B crénica por
ejemplo, la mayoria de los pacientes no tienen un comienzo agudo e



ictérico. De hecho, la mayoria de los pacientes con hepatitis viral
crénica no tienen sintomas, y la examinacién fisica es
frecuentemente normal. S8i hay sintomas, usualmente consisten en
fatiga y malestar general; en casos mas severos puede presentarse
ndusea, anorexia, pérdida de peso, y dolor en el cuadrante superior
derecho a consecuencia de la hepatomegalia. Algunos pacientes,
especialmente mujeres, pueden también experimentar artralgias,
mialgias y salpullido (36).

Cuadro 3. Cronicidad de las Hepatitis Virales

Tipo de Hepatitis Cronicidad (%)
A "]
B 2-10#
c 20-70
D
Coinfeccién 1-3
Superinfeccién 70-82

sLa tronicidad es aenor en eujeres que en hosbres, y aayor en aidos que en adultos.

En la hepatitis crénica las elevaciones de ALT y AST son
moderadas; €1 nivel de bilirrubina y protrombina son normales a
menos que la enfermedad sea severa o se haya desarrollado cirrosis;
la replicacidén viral es persistente. La hepatitis crénica implica
que la enfermedad haya durado al menos seis meses, pudiendo
presentarse casos en que se extienda varios afos e incluso de por
vida. La severidad de 1la hepatitis crénica es variable, en 1la
hepatitis By C crénicas aproximadamente 20-30% de los pacientes
desarrollan cirrosis; en la hepatitis delta crénica el 60-70% de
los pacientes desarrvollan cirrosis, y un alto porcentaje de éstos
mueren por falla hepAtica (36). Una complicacidén final a largo
plazo de la hepatitis viral crénica es el carcinoma hepatocelular,
que se le ha asociado estrechamente a 1a hepatitis B crénica,
aunque informacién reciente sugiere que también puede ser secuela
en algunos casos de hepatitis C (24,36).

2.3. ALTERACIONES EN LA FISIDOLOGIA HEPATICA

El higado es el mayor ¢érgano del cuerpo; en el adulto, representa
cerca del 2% del peso corporal. £s el mayor ¥y mis importante érgano
de biosintesis, metabolismo y destoxificacién en todo el cuerpo,
funciones que se ven afectadas por la hepatitis. Las alteraciones
mds importantes son el aumento de los niveles plasmiaticos de
bilirrubina, y de las enzimas ALT y AST; as{ como la disminucién



del nivel plasmatico de colesterol esterificado y protrombina
(15,301, .

Aproximadamente el B@%Z de la bilirrubina que se excreta proviene de
la hemoglobina de los glébulos rojos que han llegado al final de su
ciclo vital de 120 dias. E1l catabolismo de esta hemeglobina tiene
lugar, en parte, en las células reticuloendoteliales del higado. La
bilirrubina se transporta por el plasma hasta el hepatocito, que la
capta y la conjuga con 4cido glucurénico, y de esta forma poder
excretarla a la bilis (15,19,31). En la hepatitis, aumentan 1los
niveles plasmdficos de bilirrubina ¢hiperbilirrubinemia) debide a
la mala captacién y conjugacidén por las células hepaticas enfermas,
y obstruccién por compresidén de los canaliculos biliares por los
hepatocitos hinchados (15,31).

Niveles plasmdticos altamente elevados de ALT y AST son indicativos
de hepatitis wviral, lo cual es debido a que estas enzimas se
encuentran en concentraciones importantes en los hepatocitos, vy
cuando éstos se lesionan, puede aumentar suficientemente 1la
permeabil idad de sus membranas para dejar escapar las enzimas de su
protoplasma (15,31).

La lesién de las células hepdticas también produce una disminucién
rAdpida y considerable del colesterol esterificado en la sangre, por
la disminucién de la esterificacién por parte de los hepatocitos
daRrados, impidiendo asi la distribucidén histica del
colesterol (15,31).

La hepatitis viral bhace disminuir las cifras plasmAticas de
protrombina porque los hepatocitos enfermos ya no pueden utilizar
la vitamina K para producir cantidades suficientes de protrombina,
lo cual afecta el mecanismo de coagulacidén (15,31).

2.4. VIRUB DE LA HEPATITIS A (VHA)

El virién de la hepatitis A fue visualizado por primera vez por
Feinstone en suspensiones fecales de voluntarios humanos (6).

2.4.1. ES8TRUCTURA DEL VHA

El VHA pertenece a la familia Picornaviridae y es morfolégicamente
indistinguible de otros miembros de dicha familia. El1 VHA es de
forma esférica, con un didmetro de 27 nm, desnudo, de simetria
icosaédrica, y con un genoma de ARN cadena sencilla vy polaridad
positiva, que contiene 7,478 nucleétidos. Presenta 28 caras, cada
una de las cuales estd dividida en 3 capsémeros. La capside
contiene miltiples copias de cuatro proteinas denominadas VP1, VP2,
y VP3, aunque existe evidencia de una cuarta proteina llamada VP4.

También se ha detectado la presencia de una proteina denominada VPg
que se encuentra enlazada al extremo 5'del genoma. EI genoma del



VHA dirige 1a produccién de las proteinas capsulares, una ARN
polimerasa dependiente de ARN, y una proteasa (Fig. 1) (11, 30, 6).
El VHA es estable a -20 °C por periodes prolongados y a 6@ °C por
40 minutos, aunque es inactivado a 108 °C en un minuto. No
obstante, se ha documentado ampliamente su estabilidad en
condiciones naturales (11, 6),
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Figura 1. Morfologia del VHA

2.4.2. REPLICACION DEL VHA

Se desconoce el mecanismo de replicacién del VHA, pero debido a que
éste pertenece a la familia Picornaviridae se sugiere que su
replicacién es similar a la de los otros miembros de la familia.
Dado que el VHA posee como genoma una sola cadena de ARN positiva,
esto significa que el genoma es infeccioso por si solo ya que
directamente va a funcionar como un ARN mensajero. La proteina VPg
unida al extremo 5' del genoma le confiere resistencia a las
nucleasas y una alta afinidad hacia los ribosomas (18).

Lo primero que va a acontecer es la alineacidén de los ribosomas
cuando estd presente el ARN, y posteriormente se sintetizan varias
proteinas a partir de una original la cual es fraccionada por la
accién de nucleasas celulares. A partir del fragmento denominado
N1.5 se origina VPg y los otros dos fragmentos son una pol imerasa
(para replicar el genoma) y una proteasa (que ayuda al
fraccionamiento de las proteinas); a partir del fragmento Nt se
originan las proteinas capsidicas (1@).

Posteriormente se lleva a cabo la sintesis del nueve genoma. A
partir de 1a cadena de ARN posjtiva 1la polimerasa sintetiza S
cadenas negativas de ARN. Por cada cadena negativa se sintetizan 5
nuevac cadenas de ARN positivas, a cada una de las cuales se le une
la proteina VPg en el extremo 5'(10Q).



2.4.3, DIAGNOBTICO DE LABORATORIO DEL VHA

El periodo de incubacién del VHA es de alrededor 28 dias. Después
del contagio, el virus es excretado en materia fecal hasta antes de
la aparicioén del periodo jctérico (3@). Sin embargo, esta excrecién
es muy +variable, Algupos individuos pueden excretar una gran
cantidad de viriones, mientras que otros excretan muy pocos, e
incluso la cantidad puede variar de un dia a otro. La excrecién
crénica del VHA en heces no ha sido documentada (12). La viremia se
produce por un periodo extremadamente corto antes de la enfermedad
aguda. Aungue la concentracién es muy baja para detectarse en una
muestra individual, el antigeno del VHA ha sido detectado en
muestras secuenciales de chimpances infectados en el laboratorio
{11). Una vez que se inician los sintomas © 1los niveles de
transaminasas se elevan al maximo, el virus no puede ser detectado
en sangre ni en heces, por lo cual se recurre al inmunodiagnéstico
(11).

Los anti-VHA de tipo IgM aparecen en cuanto se manifiesta el
per iodo agudo de la enfermedad, y persisten en el suero durante 3-
12 meses. La disminucién en 1los titulos de IgM anti-VHA se
acompafan de un aumento en el titulo de lg6 anti-VHA, el cual
confiere inmunidad de por vida (24, 6) (Fig. 2).

Nivel IgG
de
deseccion IgM
T U et
1 6 12

(meses)

Figura 2. Curso serolégico de la infeccién por el VHA

Las técnicas de laboratorio para la deteccién de ambos tipos de
ant icuerpos son: radioinmunoanadlisis (RIA) o andlisis
inmunoenzimaticos (ELISA). Esta ultima se prefiere por &u relativo
bajo costo y menor riesgo para el personal de laboratorio. También
se recurre a la determinacién de anticuerpos totales contra el VHA,
pero dicho marcador serolégico no discrimina entre una infeccioén



aguda o estado de inmunidad; por ello esta determinacién sélo es
util para fines epidemjolégicos fundamentalmente (11), s

Aunque el VHA fue recientemente propagado in vitro y a 'la fecha se
cuenta con cierta variedad de lineas celulares de primate
permisivas, su cultivo continua siendo dificil. El1 aislamiento
primario del virus toma un periodo de tiempo bastante largo (varias
semanas) entre la inoculacién de los cultivos celulares y la
deteccién inicial del antigeno viral; por elle, el cultivo celular
es un método poco prictico y costoso (28),

Otras técnicas son la tincidén inmunocitoquimica y la hibridacién,
aungue son demasiado costosas y se emplean sélo para investigacién
(11).

2.4.4. EPIDEMIOLOGIA DEL VHA

La hepatitis viral del tipo A es endémica en todas las partes del
mundo. Sin embargo, estd sumamente influenciada por el nivel
socioeconémico e higiene de la poblacién. En poblaciones donde las
condiciones de vida se caracterizan por el hacinamiento e higiene
inadecuados, se observa una prevalencia cercana al 100%Z en nifos
que adquieren inmunidad durante los primeros cinco aRos de vida
(11, 6).

lLa principal via de transmisién &3 oro-fecal; ya que la presencia
del virus en las heces facilita su diseminacién y favorece el
desarrollo de brotes entre tropas militares en tiempos de guerra,
en guarderias o como resultado de contaminacién fecal en agua para
beber, en alimentos o leche., Es rara la ocurrencia de hepatitis A
adquirida transfusionalmente ya que el periodo de viremia es muy
corto, ademds de que en la mayoria de los casos se administra mas
de una unidad de sangre, lo cual ofrece la gran posibilidad de que
las otras unidades administradas posean anti—-VHA que neutralizan al
virus que pudiera tener la primera unidad. Es importante seralar
que puede darse la transmisién sexual del VHA principalmente en
hombres homosexuales (11, 6). La transmisién del VHA por exposicién
a la orina o secrecién nasofaringea no se produce aunque se han
reportado algunas excepciones (11).

2.4.5. PROFILAXIB DEL VHA

Hasta el momento no se dispone de una wvacuna comercial contra VHA,
pero el aislamiento de este agente en cultivos celulares y el
acceso, a modelos animales de experimentacién, ha permitido 1la
investigacién y diselo de diferentes tipos de vacunas inactivadas y
vacunas vivas atenuadas (3).

La prevencién del virus debe plantearse a nivel del mejoramiento en
las condiciones de sanidad e higiene de las comunidades, evitando
la contaminacién fecal del agua y alimentos. La administracién de
inmunoglobulina es 4til para proteger a todos 1los contactos
intradomiciliarios de una familia donde se ha presentado un caso de
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hepatitis, cuando se viaja a =zonas endémicas o a los contactos de
algin miembro infectado de asilos, hospitales o internadqs Q).

2.%. VIRUS DE LA HEPATITIS B

En 1963, Baruch Blumberg descubrié en una muestra sérica obtenida
de un aborigen®' australiano un antigeno al que llamé antigeno de
Australia (11,23). La asociacién existente entre el antigeno de
Australia (hoy conocido como antigeno de superficie de la hepatitis
B o HBsAg) y la hepatitis sérica se reconocié hasta 1967. Y fue en
1968 cuando otros investigadores (Prince, Okochi, Murakami)
establecieron que el antigeno Australia se hallaba especificamente
en el suero de pacientes con hepatitis B (11). En 1970, Dane vy
colaboradores detectaron el virién de la hepatitis B en suero de
pacientes con antigeno Australia positivo (11).

2,%.1. MORFOLOGIA DEL VHB

El virién de la hepatitis B (también conocido como particula Dane),
pertenece a la familia Hepadnaviridae, tiene una forma esférica y
un didmetro aproximado de 42 nm (23). La particula consiste en un
“corazén'" (core) o nucleocdpside hexagonal con un diametro de 27
nm, ¥ rodeado por wuna envoltura 1lipidica de 7 nm de espesor
(11,13,21). La principal estructura antigénica de la envoltura es
el antigeno de superficie de 1la hepatitis B (HBsAg), 1 cual
también puede encontrarse formando estructuras tubulares a
esféricas no infecciosas libres de Aacido nucleico (13,23,46). El
HBsAg contiene un determinante de grupo llamado "a" y determinantes
de subtipo 1llamados “d“, "y", Yw" y “r"; existen 3 serotipos
principales, "adw", "adr" y "ayw" que se encuentran comunmente pero
tienen una distribucién mundial irregular (46). La nucleocdpside
contiene el antigeno “"core" de la hepatitis B (HBcAg) y el antigeno
"e" de la hepatitis B (HBeAg) (23). E)l HBeAg es parte del HBcAg y
se piensa que es expuesto durante la degradacién del HBcAg (21). En
el interior de la nucleocdpside se encuentra el genoma viral y la
ADN polimerasa especifica del VHB (23).

El genoma viral consiste en una molécula pequeia de ADN circular de
doble cadena en el 50 al B85% de su longitud total, el resto de la
cadena es sencilla (28). La cadena larga (o cadena negativa),. cuya
secuencia es complementaria al RNA mensajero, posee una longitud
constante entre 3000 y 3300 bases, mientras gue la cadena corta (o
cadena positiva) tiene una longitud que varia entre 1700 y 280@
bases (11). Al final del extremo 3’ de 1a cadena positiva se
encuentra la ADN polimerasa y en el extremo S’ de la cadena
negativa se halla un polipéptido que sirve como para la sintesis
del ADN viral (Fig. 3) (23,46).
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HBsAg
ADN

. ——ADN polimerasa
HBcAg

. HBeAg

Figura 3. Representacién esquemdtica del VHB

El genoma viral estd constituido por los genes S, P, C y X. E1 gen
C codifica para el principal polipéptido de 1la hucleocdpside
(HBcAQ), asi como para el polipéptido especifico del HBeAg. E] gen
S, que contiene a las regiones pre-Si, pre-52, codifica para
polipéptidos de la envoltura viral (HBsAg). E1 gen P, el cual
abarca tres cuartas partes del genoma wviral, codifica para un
polipéptido bdsico, del que hay evidencia de que dicha proteina
contiene la ADN polimerasa y el iniciador para la sintesis de la
cadena negativa de ADN. E] pequeRo gen X codifica para un
pol ipéptido que puede activar la transcripcién de ciertos genes
virales (11,26>.

2.5.2. REPLICACION DEL VHB

Existe evidencia de que el VHB posee receptores para la albémina
sérica humana polimerizada, y en la membrana del hepatocito se han
identificado sitios de wunién para dicha albamina. Por ello se
sugiere la hipétesis de que el VHB entra al hepatocito mediante un
“puente” de albumina sérica polimerizada (23).

Summers y Mason han propuesto la siguiente estrategia de 1la
replicacién del VHB (Fig. 4):

1. Después de la penetracién del wvirus al hepatocito, el ADN viral
alcanza el nucleo y la ADN pol imerasa que se halla en el extremo 3'
de la cadena corta (positiva) lo alarga, dando Jugar a un ADN
circular doble cerrado. :

2, La cadena negativa del ADN viral es transcrita por la ARN
pol imerasa celular para sintetizar mGltiples copias de cadenas
positivas de ARN mensajero (pregenomas).

3. El pregenoma, la ADN polimerasa, el iniciador y el HBcAg se
envuelven en una nucleocdpside inmadura en el citoplasma de 1la
célula,

4. A partir del iniciador y con el ARN mensajero cadena positiva
como molde, 1a ADN polimerasa con su actividad de transcriptasa
reversa efectua la sintesis de una cadena negativa de ADN viral.
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Figura 4. Replicacién del VHB




Conforme la sintesis del ADN avanza, el ARN se va degradando por
una ribonucleasa.

S. Cuando la sintesis del ADN cadena negativa se completa, se
inicia la sintesis del ADN cadena positiva usando la primera cadena
como molde. Con este evento se inicia el ensamble de la

nucleocdpside con el HBsAg, seguida de la salida del virién del
hepatocito. Por ello, al parecer no se requiere que la cadena de
ADN positivo (corta) esté completa para la liberacidn del virién de
la célula. Esto explica el hecho de que los genomas de los viriones
extracelulares’ tienen la cadena de ADN positiva de longitud
variable (11,23,4@,46) (Fig. 4).

Hay evidencia de que el VHB es un virus oncégeno. Esto ha recibido
apoyo por el hecho de que el ADN del VHB se integra en el genoma
del huésped y porque las lineas celulares derivadas de esas
neoplasias hepaticas contienen maltiples copias del genoma del VHB
y expresan proteina de este ultimo (23),

2.5.3. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DEL VHB

El diagnéstico de 1la infeccién por VHB depende de encontrar
marcadores serolégicos para antigenos del VHB y anticuerpos contra
los mismos, los cuales se encuentran en diferentes tiempos y en
diversas combinaciones a través del curso de la infeccién.

En el curso tipico de la infeccién por VHB,el periodo de incubacién
fluctua entre 45-120 dias en la mayoria de los casos; periodos de
incubacién menores de 35 dias o mayores de 15@ dias son raros.
El HBsAg puede ser detectado en suero 3D-6@ dias después de la
exposicién al VHB y persiste por periodos variables (5,37), alcanza
un pico maAximo durante la etapa aguda de la enfermedad y disminuye
progresivamente hasta alcanzar niveles indetectables dentro de 4-6
meses (11). El HBeAg generalmente se identifica de 15 dias a 1 mes
de 1a aparicién del HBsAg y su presencia se correlaciona con la
replicacién wviral y una alta infectividad debido a 1la alta
concentracién de viriones en la sangre (5,23,37). El IgM anti-HBc
aparece a los dos meses de la exposicién y persiste aproximadamente
6 meses (S). Debido a que estos anticuerpos wvan dirigidos a 1la
proteina principal de 1la nucleocdpside, su aparicién en suero
indica replicacién viral (11). La presencia de IgM anti-HBc puede
ser de gran ayuda para diagnosticar la infeccién aguda durante la
fase ventana, (es decir, entre la desaparicién del HBsAg y antes de
la aparicidén del anti-HBs), asi como para diferenciarla de una
infeccidn crénica, anti~-HBc adquiridos de manera pasiva (madre-
hiJo, transfusién sanguinea), o infeccién pasada (11, 24). Aunque
la IgM anti—~HBc declina con la recuperacién, la 119G anti-HBe puede
durar toda la vida. Durante la fase temprana de la convalescencia y
antes de que el HBsAg desaparezca, el anti-HBe sustituye al HBeAg,
lo cual indica la disminucién en la replicacién viral o el inicio
de la convalescencia (5). Dentro de los préximos 6 meses, el anti-
HBe ya no es detectado en el 30-50% de los pacientes (11). En menos
del S% de los casos agudos de hepatitis, el HBsAg no tiene niveles



detectables, pero puede encontrarse IgM anti-HBc, con o sin anti-
HBe, como uUnico indicador de 1la replicacién viral activa ., EIl
término de la enfermedad se indica con la desaparicién del HBsAg y
la aparicién del anti-HBs, El anti-HBs generalmente persiste toda
la vida en el B0% de los pacientes, por lo gque su presencia indica
inmunidad a la infeccidn (Fig. S) (24),

Nivel

deteccltn

\ 12 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 Tiempo
(meses)

Figura 5. Curso serolégico de la infeccién por el VHB

Es imposible predecir con certeza si la enfermedad evolucionard o
no hacia 1la cronicidad, ya que el cuadro serolégico es
indistinguible al inicio de la misma.

Los portadores son identificados por 1la persistencia de HBsAg y
anti-HBc por al menos 6 meses en presencia o ausencia de HBeAg o
anti-HBe (24).

Tipicamente, el paciente con hepatitis B crénica persiste con HBsAg
y no produce anti-HBs; en el 20-4Q% de los casos se puede detectar
simul tAneamente HBsAg y anti-HBs pero €1 anticuerpo estd dirigido a
un subtipo de HBsAg distinto al HBsAg circulante, y por 1lo tanto,
no confiere proteccién (3B). La razén de la presencia simul tdnea de
HBsAg y anti-HBs heterotipicos es desconocida, pero puede estar
relacionada a una alteracién en la respuesta inmune (24).

Existen diversas técnicas para vrealizar 1a deteccion de 1los
marcadores serol 6gicos, como radioinmunoensayos (RIA =
radioinmunoassay), anadlisis inmunoenzimdticos (ELISA = enzyme-
linked inmunosorbent assay), hemaglutijnacién y aglutinacién con
particulas de litex. De ellos, los mas sensibles son ELISA y RIA,
pero ésta ultima posee una mayor especificidad.

Entre las técnicas mds recientes se encuentra la deteccisn del ADN
del VHB mediante PCR (polimerase chain reaction) e hibridacién de
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ADN, sin embargo dichas técnicas sélo se manejan a nivel
investigacién.

Actualmente no se cuenta con un sistema de cultivo celular adecuado
para emplearlo como herramienta diagnéstica, sino unicamente para
estudios de morfologia y replicacién virales (11).

2.5.4. EPIDEMIOLOGIA DEL VHB

Aungue el HBsAg ha sido encontrado en el suero de ciertas especies
de primates no humanos (chimpancé y gibén), el hombre sigue siendo
el principal reservorio del VHB (26).

Las particulas virales infectivas se encuentran principalmente en
la sangre, pero también ha sido detectado en otras secreciones y
excreciones corporales, tales como semen, saliva, fluidos
nasofaringeos y fluido menstrual (5,11). No hay evidencia de que
ocurran infecciones por aire. Las heces no se consideran como
fuente de infeccién, presumiblemente porque el virus es inactivado
por las enzimas presentes en la mucosa intestinal o de la flora
bacteriana (28). Algunas veces el virus esta presente en la orina
(4,11), pero ello es de limitada importancia epidemiolégica. Otros
fluidos que han sido positivos para el HBsAg son el 1liquido
pleural, liquido cefalorraquideo, lagrimas y leche materna
€4,5,28). De hecho deberia asumirse que todo fluido biolégico de
pacientes infectados con VHB puede ser infeccioso y capaz de
transmitir el VHB; no obstante, es en sangre e higado donde hay
mayor concentracién de VHB y en menor grado saliva y semen (11),
Ciertos grupos que tienen contacto frecuente con sangre o productos
de la sangre presentan un elevado riesgo de contraer el VHB, por
ejemplo, residentes y personal de instituciones penales o médicas,
pacientes politransfundidos, pacientes y personal de las unidades
de oncologia, hemodiadlisis, y transplantes, usuarios de drogas
inyectables que comparten agujas, varones homosexuales, individuos
heterosexuales promiscuos, hemofilicos, personas muy cercanas a
portadores crénicos, recién nacidos de mujeres con hepatitis B
aguda o crénica (1,5) y trabajadores del 4rea de la salud,
especialmente dentistas, cirujanos y personal del laboratorio
clinico (1, 21).

La principal via de transmizién del VHB es la parenteral, si bien
ha disminuido notablemente gracias a la busqueda de rutina del
HBsAg y anti-HBc en la sangre y sus productos, y a la sustitucién
de los donadores profesionales pagados por donadores voluntarios
esta via de transmisién es comln entre los drogadictos que
comparten agujas (28).

El VHB puede transmitirse via percutanea mediante pinchazos
accidentales con agujas contaminadas (1,22), en cuyo caso el riesgo
de contraer la infeccién alcanza el 3@0% (22). La transmisién del
VHB por wvia percutanea también puede ocurrir como resultado de una
inoculacién inaparente o inadvertida debida al uso de rastrillos,
cepillos dentales, tatuajes, acupuntura u horadacién de los lébulos
de las orejas (11).
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lLa transmisién sexual del VHB es bien conocida desde que se comenzé
a relacionar dicha infeccién con 1los individuos que asisten a las
clinicas de enfermedades de transmisién sexual, sobre todo en
prostitutas y hombres homosexuales, quienes realizan prdacticas
sexuales como las relaciones ano-genitales que involucran un trauma
local en el ano y recto, provocando lesiones que hacen al individuo
mds susceptible de contraer 1la infeccidén (28). No obstante, desde
1982, la proporcién de hombres homosexuales con hepatitis B ha
disminuido, 1o cual probablemente refleja un cambio en sus
prdcticas gracias a las precauciones tomadas para no contraer el
virus de inmunodeficiencia humana (VIH) (7).

Diversos estudios realizados concluyen que aungue el inéculo de HBV
sea grande o la concentracidn de virus sea alta, la transmisién
oral por saliva u objetos contaminados con saliva es probablemente
infrecuente en la naturaleza, si bien la transmisién percutanea por
mordida humana puede ocurrir (28).

E1 VHB tambien puede transmitirese por el transplante de érganos
(higado, rifén), reportandose en nuestro medio un porcentaje de
riesgo de hasta un 35% (27).

La transmisidén vertical del VHB . de madre portadora a hijo
frecuentemente ocurre al nacimiento. Esta via de transmisién es
particul armente importante, dado que mas del 90%Z de estos niRos ze
vuelven portadores de VHB (7).,

Otro factor importante encontrado recientemente es gque el VHB puede
transmitirse entre nifos y adolescentes mediante e] contacto
interpersonal durante el juego y las actividades cotidianas (7).

Se estima que en nuestro pais existe un total de 200,000 a 300,000
personas portadoras de antigeno de superficie del VHB. Anualmente
se infectan por este virus 100,00 personas de las cuales 25,000
presentan un cuadro de hepatitis viral aguda (18).

2,5.5. PROFILAXIS DEL VHB

LLa principal medida de prevencién para la hepatitis B es vacunar a
todo individuo que pertenezca a algun grupo de riesgo. Sin embargo,
generalmente dicha vacuna sélo se administra a trabajadores de la
salud debido al alto costo de la vacuna, la falta de informacién al
publico en general y a la falta de acceso a la mayoria de 1la
poblacién de alto riesgo.

Existen dos tipos de wvacunas contra 1la hepatitis B, las cuales
proporcionan inmunizacidén activa contra la infeccién por VHB. La
primera consiste en una vacuna derivada de plasma, que consiste en
una suspensidén de particulas de HBsAg purificadas de plasma humano,
y que actualmente sélo se emplea en sujetos alérgicos a 1la
levadura. La segunda es una vacuna recombinante producida a partir
de Saccharomyces cerevisiae a la cual se le ha insertado el gen
para el HBsAg (5,7).

Se requieren tres dosis de la vacuna via intramuscular para inducir
una respuesta de anticuerpos adecuada en el 98% de los adultos
sanos y en >95% de los menores de 19 afos de edad. Los titulos




protectores de anticuerpos inducidos por la vacuna declinan con el
tiempo. Aproximadamente del 30% al SP% de los individuos pierden
dichos titulos al cabo de 7 afos; no obstante, dichos sujetos aun
conservan inmunidad frente al VHB debido a la "memoria" de los
linfocitos B y T, los cuales pueden montar una respuesta
inmunolégica adecuada cuando el paciente entra en contacto con el
VHB. El Centro para el Control de Enfermedades (Center for Disease
Control) no recomienda la administracién de una dosis refuerzo de
la vacuna de hepatitis B durante los primeros siete afios después de
la administracién de 1la vacuna a menos que la respuesta de
anticuerpos sea <18 mUI/ml (5,7).

El sitio ideal para la administracidén de la vacuna es el deltoides,
ya que con la administracién en el glateo la vacuna puede ser
inyectada en la grasa subcutdnea, ocasionando una hiporespuesta
(7).

En general, 1los paciéntes de hemodiAlisis y/o inmunosuprimidos
(aquéllos a los que se les administran drogas inmunosupresoras o
infectados con el VIH), requieren una concentracién en la dosis de
la vacuna de dos o cuatro veces mas de la normal (dosis normal: 10-
4@ pg de proteina de HBsAg/ml) Yy un numero mayor de dosis (cuatro
dosis) para inducir una respuesta adecuada de anticuerpos (5). De
hecho, la vacuna deberia aplicarse a todo individuo perteneciente a
algdn grupo de riesgo.

2.6. VIRU8 DE LA HEPATITIS8 C (VHO)

La posible existencia de formas adicionales de hepatitis viral
asociada a transfusién que no fuera la hepatitis B, rara vez fue
considerada antes de 197@. Con la introduccidén de pruebas de rutina
para la deteccién del HBsAg en productos sanguineos mediante
inmunoensayos especificos y sensibles; y con la sustitucién de
donadores profesionales por donadores altruistas, la incidencia de
hepatitis B postransfusional fue dramiAticamente reducida. Sin
embargo, un numero significativo de casos de hepatitis
postransfusional de etiologia desconocida continuaban ocurriendo.
Al principio se pensé que estos casos reflejaban la insensibilidad
de ensayos para el HBsAg, o a la posibilidad de que una gran
proporcidn de casos se debia a una infeccidn con virus de la
hepatitis A (VHA) t11). Esto ¢ltimo fue descartado por estudios
real izados en voluntarios donde la transmisidén parenteral fue
documentada experimentalmente, encontrandose c¢omo un hecho muy raro
(15). Ademas, se observd que el periodo de incubacién era distinto
(mAs corto que la hepatitis B y mads largo que la hepatitis A). Tedo
esto hizo pensar en una tercera entidad, muy aparte de la hepatitis
infecciosa y la sérica, credndose el término de hepatitis no-A no-B
para estos episodios(11,24,508).

La hepatitis no~A no-B de transmisién parenteral representa en la
actualidad mas del 907 de los casos de hepatitis postransfusional
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(22,39,40). Recientemente, se ha identificado al principal agente
de la hepatitis no~A no-B, denomindndosele "virus de la hepatitis C
(VHCY" (9,11,46,39).

2.6.1. MORFOLOGIA DEL VHC

El VHC tiene un didmetro de 30-60 nm , posee una envoltura lipidica
que es esencial para su replicacién y es sensible al cloroformo.
Contiene un genoma de ARN de una sola cadena positiva de
aproximadamente 9500 nucledtidos. De acuerdo a estas
caracteristicas, el VHC es probablemente un miembro de la familia
Flaviviridae, pero puede estar mas relacionado con el género
Pestivirus. Se considera que las proteinas del VHC estdn
codificadas de la misma manera que los flavivirus., Los flavivirus,
asi como en los pestivirus, presentan proteinas estructurales y no
estructurales., las proteinas estructurales del virus son una
proteina de nucleocadpside llamada "C", una glicoproteina asociada a
la envoltura llamada "M" y una segunda glicoproteina de envoltura
llamada "E". Las proteinas no estructurales se denominan NS1, NS2,
N53, NS4, y NS5, aunque sélo se sabe con certeza que NS3 es una
proteasa viral y NS5 es una ARN polimerasa dependiente del ARN
viral (Fig. 6) (51),

ARN Proteina M (envoitura)

Proteina C Proteina E (envoitura)

{nucleocdpside) .
Proteinas mo estructurales

Figura 6. Representacidén esquematica del VHC

2.6.2. DIAGNDSTICO DE LABORATORIO DEL VHC

Los anticuerpos contra el VHC aparecen dentro de las cuatro semanas
hasta un afo después del contacto inicial con el virus (2,47); en
el 907 de los pacientes se desarrocllan anticuerpos contra el VHC
dentro de 6-9 meses posteriores al contacte con el agente viral
(38). No obstante, muchos pacientes con hepatitis C presenta wuna
respuesta retrasada de anticuerpos. En pacientes con hepatitis C
crénica, los anti-VHC persisten por muchos aRos (2,16); sin
embargo, en algunos pacientes con la resolucidén bioquimica de su
hepatitis, el anti-VHC puede desaparecer después de un intervalo
que puede fluctuar desde cuatro hasta once afos (16,47).



Un resultado anti-VHC positivo puede indicar que la persona cursa
con una infeccién actual, ya que dichos anticuerpos no son
protectores y por 1o tanto su presencia no indica inmunidad por una
infeccién pasada (24,35). Es por ello que se requiere de una
evaluacién clinica y un seguimiento de los individuos anti-VHC
positivos para saber si se trata de una infeccién aguda, crénica o
pasada (43).

Los anti-VHC no son detectables en el 10-20% de los pacientes con
posible hepatitis C crénica porque son incapaces de montar una
respuesta inmunolégica adecuada o bien el paciente se encuentra en
el periodo de ventana (24),

En el primer ensayo inmunoenzimAtico para la deteccidén de anti-VHC
se utilizé el antigeno C10B-3, el cual corresponde a una proteina
viral no estructural {2,43). Este tipo de prueba ha sido
desarrollado para la deteccidén de anticuerpos del tipo 1gG, ya que
no han sido identificados anticuerpos del tipo 1IgM, ni tampoco
existen pruebas de deteccién del antigeno del VHC (16).

En un estudio realizado por Roggendorf M. vy Deinhardt F., en
sujetos que adguirieron la infeccidn por VHC con 1 ml de
inmunoglobina usada para prevenir la sensibilizacién Rh, se

observaron dos patrones: altos niveles de anticuerpos se asociaron
a enfermedad crénica y bajos niveles de anticuerpos con 1la
recuperacién. Titulos por arriba de 108% indicaron una expresién
continua de proteinas no estructurales del VHC debida a una
respuesta inmunolégica severa (38).

Respecto a la discusién de si el suero anti-VHC es infectante aun
después de cierto tiempo, se ha demostrado que las muestras séricas
obtenidas a lo large de un periodo de seis afos del mismo humano
(con infeccién crénica asintomatica por el VHC) son capaces de
transmitir la infeccidén a chimpancés inoculados via intravenosa;
esto demuestra la persistencia del virus en la sangre del paciente
por un intervalo de tiempo de al menos seis afos, ain cuando sus
niveles de aminotransferasza sérica hayan regresado temporalmente a
niveles normales (45).

Actualmente se cuenta con pruebas de laboratorio tales como ELISA,
de las cuales las de primera generacién detectan anticuerpos dentro
de las 24 semanas que siguen al inicio de los sintomas (24). Las de
tercera generacidén son capaces de detectar anti-VHC desde 1las
primeras cuatro semanas del inicio de los sintomas. Ge ha sugerido
que los resultados falsos positivos para el anti-VHC pueden estar
originados por una enfermedad autoinmune hepdtica y que dicho
fenémeno puede causar reacciones cruzadas con sustancias del suero
como auto-anticuerpos y anti-idiotipo(2,32); y se ha reportado un
86% de falsos positivos en la paraproteinemia (2).

Otro tipo de técnica es el RIBA (recombinant inmunoblot assay) del
cual hay dos tipos, uno con los antigenos S-1-1 y C-108 y otro
llamado 4-RIBA que ademds de los dos mencionados antigenos posee el
C33c que es de la regidn no estructural del VHC y el C22 que estd
asociado a 1a nucleocdpside o "core" del VHC. Esta Gltima técnica
es mas sensible y especifica, aunque como prueba confirmatoria sélo
se cuenta con el PCR para la deteccién del ARN viral (48).
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En algunos estudios se ha demostrado que las muestras repetidamente
reactivas por ELISA y RIBA tienen un potencial muy elevado para
transmitir el VHC, ya que el 70% de dichas muestras tienen ARN del
VHC (detectado por PCR) (49).

2.6.3. EPIDEMIOLOGIA DEL VHC

La hepatitis C se encuentra en todas las partes del mundo donde se
ha realizado una busqueda de anti-VHC. No existe otro reservorio
animal en la naturaleza a excepcién del hombre. El VHC se transmite
principalmente por via parenteral (11,35). Se presenta con
frecuencia después de trans fusiones sanguineas, pinchazos
accidentales con agujas contaminadas con sangre, en usuarios de
drogas intravenosas, tatuajes o acupuntura (11,16,42).

Dtros mecanismos de transmisién son el transplante de érganos (35
y la transmisién sexual, si bien no todos 1los estudios estdn de
acuerdo en ésto altimo (7,29,33,39,42). La transmisién materno-
neonatal ocurre en hijos nacidos de madres que cursaron con la
infeccién aguda durante el tercer trimestre del embarazo (11). No
obstante, en el aproximadamente 40%Z de las infecciones con el VHC
la via de transmisién permanece incierta, dando lugar a una
hepatitis C esporddica, donde al parecer una exposicidn accidental
percutdnea pudiera ser la causa (11,7,42).

El contacto personal cercano como via de transmisién ha sido
reportado, pero no se ha demostrado del todo, por lo que el riesgo
real por dicha transmisién es desconocido (9.

Incluso se considera, aunque no se cuenta con ninguna evidencia,
que el VHC podria transmitirse por insectos, 1o cual explicaria en
parte el extrafo patrén epidemiolégico en ciertas regiones del
mundo (20).

2.6.4. PROFILAXIS DEL VHC

No existe vacuna que confiera proteccién contra el VHC, de manera
que la unica estrategia a seguir es impedir la diseminacién del
VHC. En bancos de sangre es importante el establecimiento de la
deteccién de anti-VHC de manera rutinaria a fin de disminuir 1la
frecuencia de la hepatitis C postransfusional. Toda persona en
contacto frecuente con sangre o productos de la sangre debe llevar
a cabo las medidas de seguridad universales (como uso de guantes
de lAtex, cubrebocas, batas, lentes, no reencapuchar agujas, etc.)
para evitar el riesgo ocupacional. Asimismo, deben evitarse
conductas de alto riesgo como el uso de drogas intravenosas ¥ la
promiscuidad sexual (7).
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2.7. VIRUS DE LA HEPATITIS8 DELTA (VHD)

A mediados de 1los 70's Mario Rizzeto, gastroenterélogo de Turin,
Italia detectdé un antigeno nuclear no conocido en 1los hepatocitos
de pacientes con hepatitis B crénica. Dicho antigeno nunca fue
encontrado en biopsias de pacientes con hepatitis no-B, pero
tampoco en todos los pacientes con hepatitis B. De manera similar,
s6lo una proporcién de esos pacientes tenian anticuerpos contra ese
antigeno nuevo. Inicialmente se crveyéd que se trataba de un antigeno
desconocido del VHB; posteriormente se 1le 1lamé virus de la
hepatitis delta (VHD) y fue reportado por vez primera en 1977 (11).

2.7.1. MORFOLOGIA DEL VHD

El VHD es un virus defectuoso que puede causar infeccién sélo en
presencia de la infeccién activa por el VHB. El VHD es una
particula viral de 35-37 nm que posee una cadena sencilla de ARN
(peso molecular de 508,00Q) y una proteina antigénica interna
(HDAg) cubierto con HBsAg como proteina de superficie (5).

2.,7.2. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DEL VHD

La fase aguda de la enfermedad por VHD se puede identificar por 1la
presencia de HDAg en suero, sin embargo esto es poco frecuente. La
técnica de diagnéstico mads adecuada durante la infeccién aguda es
el andlisis inmunoenzimatico para 1la deteccidén de IgM anti-HD. Si
la hepatitis delta aguda se resuelve, el HDAg y el IgM anti-HD
desaparece a las 3-4 semanas, aunque los anti-HD totales pueden
permanecer detectables por uno o dos afos. Por lo tanto la
presencia en suero de anti-HD totales no discierne entre una
infeccién resuelta o activa por el VHD (37) (Fig. 7).

El diagnéstico de la infeccidén crénica por el VHD se establece al
demostrar la presencia de HDAg en tejido hepaAtico mediante técnicas
de inmunofluorescenciaj; sin embarge esta técnica es de tipo
invasive, es poco practico para realizar un seguimiento al
paciente, y esta sujeto a error en la toma de muestra del tejido,
por lo gque la serologia ofrece una alternativa mas sencilla (37).
En este caso la hepatitis delta crénica puede diagnosticarse
tentativamente cuando 1los signos clinicos son evidentes y se
encuentran titulos elevados de HBsAg y titulos altos sostenidos de
anti-HD totales durante 6 meses o mas (24).

Se han reportado casos de pacientes transplantados por una cirrosis
terminal por el VHD, los cuales se reinfectaron con el VHD, pero no
expresaron la hepatitis delta. En estos pacientes las pruebas
hepaAticas y séricas para el VHD se hallaban positivas en ausencia
de marcadores de la reinfeccidn por VHB. También en muchos
pacientes transplantados reinfectados que experimentaron
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recrudescencia de Ja enfermedad hepética, el VHD se volvié a
presentar tempranamente sin recurrencia simultanea del VHB. La
enfermedad hepdtica regresa sélo si el VHB también regresa al
injerto. Este modelo de transplante de higado indica que el VHD es
capaz de establecer una infeccidén independientemente del VHB, pero
que no s patog@nico por wi mismo. La activacién de la expresién de
la enfermedad requiere de una interaccién con el VHB (20).

Nivel . anti-HBa
de 1gM anti-HBc

deteccidn
HBsAg
| A,A.
3

X

4« 5 6 7 8 9 10 11 Tempo

1 2 (meses)

Figura 7. Curso serolégico de la infeccién por el VHD

2.7.3. EPIDEMIOLOGIA DEL VHD

Las vias de transmisién del VHD son similares a las del VHB. La
infeccidn por el VHD afecta a los individuos en alto riesgo de
contraer la infeccién por el VHB, particularmente en usuarios de
drogas intravenosas y sujetos politransfundidos (5).

Todo individuo portador del HBsAg se encuentra en un riesgo elevado
de contraer el VHD, especialmente si participan en actividades gque
las pongan frente a una exposicién repetida al VHB. La infeccién
por ei VHD puede ocurrivr como coinfeccién con el VHB o
superinfeccién de un portador del VHB, cada uno de los cuales
generalmente causa un episodio de hepatitis aguda. Ambos tipos de
infeccién pueden provocar hepatitis fulminante (5).

Actualmente no hay medios que puedan prevenir la infeccidén por VHD
en portadores del HBsAg ya sea antes o después de la exposicién
5).
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2.7.4. PROFILAXIS DEL VHD

Dado que el VHD es dependiente del VHB para su veplicacién, la
prevencidén de la infeccién de 1la hepatitis B serd suficiente para
pravenir la infeccién con el VHD en personas susceptibles a
contraer la hepatitis B. La sangre y fluidos corporales de todo
individuo positive para el VHB y VHD deberd tratarse con las mismas
precauciones que si estuviera infectado dnicamente con el VHB (S5).

.

2.8. TRATAMIENTO DE LA8 HEPATITIS8 VIRALES

El interferén alfa-2b es la unica terapia que actualmente ha
demostrado cierto grado de efectividad contra los virus causales de
hepatitis. Los interferones son proteinas que tienen efectos
antivirales e inmunomodul adores. Existen tres clases de
interferones: alfa, beta y gamma, cada uno de los cuales tienen
diferentes estructuras y propiedades bioquimicas. El interferén
alfa es producido por los linfocitos en respuesta a la presencia de
los virus. El interferén beta es producido por 1o0s fibroblastos en
respuesta a la infeccién viral. En cambio, el interferdn gama posee
efectos inmunomoduladores mis potentes que actividad antiviral, La
actividad antiviral de los interferones radica en la reduccidén de
la entrada de 1los virus a 1la célula blanco, inhibir el
desnudamiento viral e inhibicién de 1la sintesis de proteinas
virales.

8in embargo, existen ciertos efectos colaterales que llevan a los
pacientes a suprimir la terapia, como fatiga, mialgias, fiebre,
trombocitopenia y leucopenia. Incluso puede presentarse depresién y
alteraciones del estado mental, proteinuria y anormal idades en el
ritmo cardiaco (S1).

8in embargo, no existe un tratamiento totalmente efectivo, ya que
se ha demostrado que, si bien 1la aplicacién a largo plazo del
interferén es capaz de controlar la enfermedad en algunos
pacientes, , no logra eliminar la infeccién, ya que al suspender el
tratamiento en la mayoria de los casos se produce una reactivacion
de la replicacién viral (6.

Otra alternativa es el uso de inmunosupresores como los
corticoesteroides, sin embargo, se ha demostrado que su uso puede
exacerbar la enfermedad.

€1 arabinésido de adenina (Ara-A) y su derivade monofosfato (Ara-
AMP) son agentes antivirales potentes, pero provocan una alta
neurotoxicidad (6).
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2.9. FUNDAMENTO DE LO8 ENBAYDB INMUNOENZIMATICODS

La técnica empleada en los diferentes ensayos fue la de ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay), la cual se basa en dos fundamentos
llamados principio del “sandwich” y principio de inhibicién del
"sandwich”.

2.9.1. Principio del "sandwich” para deteccién de antigenocms

1. Se tiene en una fase sé6lida un anticuerpo dirigido contra el
antigeno que se busca.

2, Se afade la muestra a analizar, la cual puede contener el antigeno
buscado que se va a unir a la fase sélida para formar un complejo
antigeno-anticuerpo. Se incuba y lava para eliminar lo no adherido.
3. Posteriormente se agrega el conjugado, que va a ser un anticuerpo
dirigido contra el antigeno buscado, ligado a una enzima; el
conjugado se unirad al complejo antigeno~anticuerpo. Se incuba y lava.
4, Por Ultimo se agrega el sustrato enzimdtico, el cual por la accion
de la enzima va a dar un producto colorido. Se incuba y se detiene la
reaccidn con adcido diluido.

e >E - et (

anticuerpo e antigeno de anticuerpo marcado con
fase sélida 12 suestra enzisa (conjugadol

sustrate

producto
colorido

2.9.2. Principio del "smandwich® para deteccién de anticuerpos:

1. Se tiene en una fase sdélida un antigeno contra el cual va dirigido
e] anticuerpo que se busca.

2. Se aRade la muestra a analizar, la cual puede contener el
anticuerpo buscado que se va a unir a la fase sélida para formar un
complejo antigeno-anticuerpo. Se incuba y lava, :

3. Posteriormente se agrega el conjugado, que va a ser un antigeno
para el anticuerpo buscado o un anti-anticuerpo contra el anticuerpo
que se busca, 1ligados a una enzima; el conjugado se unird al complejo
antigeno-anticuerpo. Se incuba y lava.

4, Por Ultimo se agrega el sustrato enzimatico, el cual por la accién
de la enzima va a dar un producto colorido. Se incuba y se detiene la

reaccién con dcido diluido.
’/J\\\ sustrato

i + 1 + @ > ¢ @t

antigenc en anticuerpo de antigeno sarcado con
fase sélida 12 suestra enzima {conjugado}

producto
colorido
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antigeno en anticuerpo de anti-anticuerpo sarcado
fase sélida la supstra con enzimd {conjugado)

sustrato

producto
>(olnrido

2.9,3. Principio de inhibicién del "sandwich' (o ayo competitivo)
para deteccién de anticuerpos con antigeno en fase sélidas

1. Se tiene en una fase sélida un antigeno contra el cual va dirigido
el anticuerpo que se busca.

2. Se afade la muestra a analizar, que puede contener el anticuerpo
buscado.

3. Enseguida se agrega el conjugado, que va a ser un anticuerpo
contra el antigeno en fase sélida, ligado a una enzima. Se incuba y
lava.

4. Por Gltimo se agrega el sustrato enzimatico, el cual por la accién
de la enzima va a dar un producto colorido. Se incuba y se detiene la
reaccidén con acido diluido.

En este caso, si la muestra es positiva no habra desarrollo de color,
ya que la fase sdélida serd ocupada por los anticuerpos de la muestra,
impidiendo total o parcialmente al conjugado unirse, lo cual va a
depender de la cantidad de anticuerpos de la muestra.

sustrato
C no hay cashio

RESULTADD POSITIVD:

i + > + >E

antigeno en anticuerpo de anticuerpo marcado con
fase sélida 1a auestra enzisa (conjugado!

A

RESULTADD NEGATIVO:

sustrato
I’ - avestra +- >_E e l‘>—g
negativa produtto
coloride
antigeno en anticuerpo marcado con

fase shlida enzisa (conjugado:
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2.9.4. Principio de inhibicién del "sandwich” (o ensayo competitivo)
para deteccién de anticuerpos con anticuerpo en fase sélidas

1. Se tiene en una fase sélida un anticuerpo contra el antfgeno
contra el cual tambien va dirigido el anticuerpo que se busca.

2. Se aRade la muestra a analizar, que puede contener el anticuerpo
buscado, enseguida se agrega el antigeno contra el que van dirigidos
los anticuerpos en fase sélida y los buscados en la muestra; o puede
incubarse primeroc 1a muestra junto con el antigeno, y esta mezcla se
afade a la fase sé6lida. Se incuba y lava.

3. Posteriormente se agrega el conjugado, que va a ser un anticuerpo
dirigido contra el antigeno adicionado, ligado a una enzima.

4, Por Gltimo se agrega el sustrato enzimatico, el cual por la accién
de la enzima va a dar un producto colorido. Se incuba y se detiene la
reaccién con acido diluido,

Como en el principio anterior, si la muestra es positiva no habra
desarrollo de color, ya que los anticuerpos de la muestra captaran al
antigeno impidiendo que éste se wuna al anticuerpo en fase sélida,
consecuentemente el conjugado no podrad unirse mediante el antigeno a

la fase sélida.

RESULTADO POSITRVD:

‘j sustrato
<+ @ % e >E 1
no hay
candio
anticuerpo anticuerpo antigeno anticuerpe
en fase de 12 narcado
sélids auestra {conjugado)
RESULTADO MEGATIVD:
sustrato
}-—< I ’ - l__<‘ > ; - |-_<’>_E
negativa + producto
<olorido
anticuerpo antigeno anticuerpo
en {ase aarcado
shlida {conjugado)
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1 DIAGRAMA QENERAL
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3.2 MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO.

3.2.1. MATERIAL BIDLOGICO.

El estudio se basé en el examen de 3,259 muestras séricas obtenidas
de la poblaciéh mexicana de uno a 98 afios de edad, provenientes de
todas las entidades federativas del pais, de los distintos estratos
socioeconémicos y de asentamientos tanto urbanos como rurales. lLos
sueros fueron proporcionados por el Banco Nacional de Sueros de la
Secretaria de Salud:

ESTADO NO. DE SUEROS
Aguascal ientes 30
Baja California Norte 68
Baja California Sur 13
Campeche 21
Coahuila 81
Colima 18
Chiapas 138
Chihuahua 97
Distrito Federal 331
Durango 54
Guanajuato 159
Guerrero 108
Hidalgo 74
Jalisco 216
México 393
Michoacan 143
Morelos a7
Nayarit 32
Nuevo Leén 123
Gaxaca 122
Puebla 158
Querétaro 43
GQuintana Roo 20
San Luis Potosi 82
Sinaloa a9
Sonora 74
Tabasco 62
Tamaul ipas 89
Tlaxcala o
Veracruz 246
Yucatan 55
Zacatecas 52
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3.2.2. MATERIAL DE LABORATORIO

Algodén

Bulbo de seguridad

Microplacas con pocillos de fondo en ‘v!
Cubrebocas

Gasa

Guantes desechables de latex

Pipetas automdticas de 10, 20, 100 y 1000 upl
Pipeta multicanal de 200 pl

Pipetas de vidrio de 5 y 1@ ml

Probetas de vidrio de 258 y 508 ml

Puntas desechables de plastico para pipeta automatica
Reloj con alarma

Vasos de precipitado de 250 y 500 ml

3.2.3. REACTIVOS
3.2.3.1. REACTIVOS QUIMICOS

Agua destilada

Alcohol etilico (CHg~CHp~OH) al 70%
Acido sul furico (HSO04) 1 M

Cloruro de benzalconio al 1@%
Hipoclorito de sodio (NaCl0) 1:10

3.2.3.2. REACTIVOS DE DIAGNOSTICO

HAVAB EIA

ABBOTT

Lote: 7832@ M301

Caduc idad: 13-Diciembre-1993

HBsAg HEPANDSTIKA
Organon-Teknika

Lote: 20309728

Caduc idad: 28-Febrero-1993

Ant i-HBc MONOLISA
Diagnostics Pasteur

Lote: 3C111-U

Caduc idads 1-Diciembre~1993

Ant i-HBs HEPANOSTIKA
Organon-Teknika

Lote: 20403802

Caducidad: 28-Septiembre~1993
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HBeAg / Anti-HBe HEPANOSTIKA
Organon-Teknika

Lote: 2@312810

Caducidad: 28~-Agosto~1993

Ant i-HCV MONOLISA
biagnostics Pasteur

Lote: 3C533. X.

Caducidad: 15-Octubre-1993

UBI HCV EIA
Organon—-Teknika

Lote: 30505258
Caducidad: 28-Abril-1994

Ant i -HCV ENZYGNOST
Behring

Lote: 24299

Caducidads: 12-Mayo-1993

Lia-Tek III
Organon-Teknika

HDAg / Anti-HD HEPANOSTIKA
Organon-Teknika

3.2.4. EQUIPD

Heating Block Microelisa System

Organon-Teknika
Model N202 110
Serie 23011

I.P.S. Microplate Incubator
Kallestad Diagnostics
Product Number 103022 A
Serie 92101499

LP 400 Microplate Reader
Kallestad Diagnostics
Product Number 103024 A
Serie 10505 2392

LP 35 Microplate Washer
Kallestad Diagnostics
_Product Number 103020 A
Serie US695

31



Microwell System Washer 200
Organon-Teknika

Cat. No. Q0176 / P

Serie 89-053

PROGUANTUM Bead Washer and Reagent Dispenser
Abbott Laboratories

No. 1405-01

Serie No. R2-1925

QUANTUMATIC DUAL WAVE LLENGHT ANALYZER
Abbott laboratories

No. 7523-02

Serie No. R@-0248

Water Bath (0-1@0 ©)
Precision Scientific Group
Cat. 66634

Serie No. 21AM-8
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3.3 METODOLOGIA

3.3.1. TAMARD DE MUESTRA.

Como en este estudio se estimaron tres prevalencias, se manejaron
tres tamafos ,de muestra calculados a partir de prevalencias
tedricas estimadas en base a estudios seroepidemiolégicos de menor
magnitud efectuados en el pais. Por lo tanto, se asumen las
siguientes prevalencias de hepatitis:

HEPATITIS PREVALENCIA
A >90%
B S%
c 1%

Los tamaRos de muestra fueron establecidos y proporcionados por la
Direccidén General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud. Los
sueros fueron seleccionados con un muestreo sistemdtico, y el
tamafo de muestra asignado a cada estado fue proporcional a su
poblacidn (segun el Censo 199®). De los sueros seleccionados para
estimar la prevalencia de hepatitis C, se tomaron dos submuestras
para estimar la prevalencia de hepatitis A y hepatitis B, de tal
manera que los tamafos de muestra fueron los siguientes:

HEPATITIS NO. DE SUERDS
A 327
B 619
c 3259

Como el agente delta depende de la presencia del VHB, la busqueda
del VHD se realizdé dnicamente en sueros positivos a <cualquier
marcador serolégico del VHB.
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3.3.2. SEROLOGIA.

Para la deteccidn de cada agente viral causante de hepatitis se
buscaron los siguientes marcadores serolégicos:

HEPATITIS MARCADOR SEROLOGICO
A Anti-VHA totales
) B HBsAg
Anti-HBc totales
Ant i-HBs
HBeAg
Ant i-HBe
c Ant i -VHC
o] HDAg
Anti-HD

3.3.3. ENSBAYOS INMUNOENZIMATICOS.

A continuacién se describen los 1@ ensayos inmunoenzimdticos que se
utilizaron en la busqueda de los diferentes marcadores serolégicos.

3.3.3.1. HAVAB EIA (Abbott Laboratoriaes)

HAVAB EIA es un ensayo {nmunoenzimdtico basado en el principio de
inhibicién del "sandwich", para la deteccién de anticuerpos totales
para el virus de la hepatitis A C(anti-VHA) en suero o plasma
humanos.

Reactivos:

1. "PERLAS" SENSIBILIZADAS: Esferas de poliestireno recubiertas con
virus de la hepatitis A.

2, CONTROL NEGATIVO: Plasma humano no reactivo para anti-VHA, HBsAg
y anti-VIH-1,

3. CONTROL POSITIVO: Plasma humano reactivo para anti-VHA, no
reactivo para HBsAg y anti-HIV-1.

4. SOLUCION DE LAVADD: ‘Agua bidestilada.

S. CONJUGADD: Anti-VHA humano marcado con peroxidasa de rabano
picante en tampén.

6. SUSTRATO: Tabletas de orto-fenilendiamina’ (OPD).
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7.DILUYENTE DE SUSTRATO. Solucién reguladora de citrato-fosfato con
0.82% de peréxido de hidrégeno.
8. SOLUCION DE PARO: Acido sulfurico IN.

Nota: Los reactivos sin preparar (tanto de éste como los de los
otros ensayos) guardados a 2-B °C, son estables hasta la fecha de
caducidad que se indica en el estuche.

Procedimientos

t. Pipetear 1@ pl de cada contrel y muestra en los pocillos
apropiados de las placas de reaccién (Tres controles negativos vy
dos controles positivos).

2. Pipetear 200 pl de conjugado en cada pocillo conteniendo control
© muestra.

3. ARadir cuidadosamente una esfera a cada pocillo conteniendo
control o muestra.

4. Cubriv con un adhesivo e incubar 3 hrs, a 49°C; 6 18 a 24 hrs. a
15-30@°C.

5. Lavar las perlas con 5 ml de solucién de lavado cada una
utilizando el lavador automitico de perlas.

6. Transferir las perlas a los tubos de ensayo anexos al equipo.

7. Pipetear 300 pl de solucidén de OPD recién preparada a cada tubo.
B8. Cubrir e incubar 38 min. A 15-3@°C.

9. Parar la reaccién afadiendo 1 wml de la solucién de paro a cada
tubo.

10, Lectura fotométrica. Leer (dentro de las dos horas siguientes
al paso 9) la absorbancia de la solucién de los pocillos a 492 nm,

CAlculo de Resultados (establecido por el fabricante):

1. Determinar el promedio de 1los controles negativos: todo control
negativo debe caer dentro de 8.7 a 1.3 veces el promedio de éstos,
si uno de ellos se encuentra fuera de este rango, descartarlo vy
recalcular el promedio; si dos controles negativos caen fuera del
rango, la prueba deberad repetirse.

2. Determinar el promedio de los controles positives fuertes,

Para que la prueba sea valida, el valor de CN-CP > ©.400. Si ese no

fuere el caso, el motivo puede ser una técnica incorrecta o un
deterioro del reactivo y se deberd repetir el ensayo.

Calculo del valor de corte:
El valor de corte es igual a _CN — CP
2
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Interpretacién de Resultados:

Una muestra es positiva si M < valor de corte.

Una muestra es negativa si M > valor de corte.

NOTA: Toda muestra inicialmente positiva debe repetirse ya que
pueden presentarse ocasionalmente reacciones positivas falsas. Se
recomienda que las muestras repetidamente positivas sean
investigadas mediante pruebas adicionales mas especificas.

3.3.3.2. HEPANDSTIKA HBsAg (Organon Teknika)

Hepanostika HBsAg es un ensaye inmunoenzimidtico basado en el
principio del "sandwich", para la deteccién del antigeno
superficial de la hepatitis B (HBsAg) en suero o plasma humano.

Reactivoss:

1. TIRAS MICROELISA: Tiras con 12 pocillos recubiertos con anti-HBs
monoclonal.

2. CONTROL NEGATIVO: contiene suero humano HBsAg negativo.

3. CONTROL POSITIVO DEBIL: contiene 1 U de HBsAg.

4, CONTROL POSITIVO FUERTE: contiene 10 U de HBsAg.

$. TABLETA DE PEROXIDO DE UREA.

6. CONJUGADDO: anti-HBs marcado con peroxidasa de rdbano picante.

7. SUSTRATOD: Tabletas de orto~fenilendiamina (OPD).

B. SOLUCION DE LAVADD. Solucidén reguladora de fosfato

9. SOLUCION DE PARD: Acido sulfirico t ¢ 2 mol/l.

Procedimientos

1. Abrir la bolsa y sacar el soporte con el numero necesario de
tiras Microelisa, Cerrar la bolsa con el saquito de gel de silice
dentro, Durante el proceso, las tiras deben mantenerse en el
soporte.

2. Pipetear 182 pl de cada muestra y de cada control en los
pocillos; incluyendo un control negativo, un positivo débil y wun
positivo fuerte por cada tira.

3. Cubrir las tiras con un adhesivo e incubar 60 min a 37 °C, ¢ 30
min a SO °C.

4. Lavar cada pocillo. Aspirar por completo el liquido de todos los
pocillos haciendo descender una punta aspiradora hasta el fondo ;
hay que procurar no raspar la superficie del fondo; después de la
aspiracién llenar los pocillos con 300 pul de solucién de lavado;
aspirar el liquido al menos 3@ seg después del llenado. Realizar
esta operacién cuatro veces.

S. Pipetear 100 pl te conjugado .
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6. Incubar 60 min a 37 °C.

7. Lavar cuatro veces.

8. Pipetear 10@ ul de sustrato,

9. Incubar 30 min a 20-25 °C en la oscuridad.

1@. Parar la reaccién aRadiendo 102 pul de la solucién de paro a
cada pocillo (en el mismo orden y <¢on los mismos intervalos de
tiempo que la solucién de sustrato).

11. Lectura fotométrica, Leer (dentro de las dos horas siguientes
al paso 10) la absorbancia de la solucién a 492 nm.

Calculo de Resultados (establecido por el fabricanter:

Los calculos deben hacerse por separado para cada soporte.

Abreviaturas:

CN = absorbancia media de los controles negativos

CPd = absorbancia media de los controles positivos débiles.
CPf = absorbancia media de los controles positivos fuertes.
M = absorbancia de la muestra.

Eliminacidn de los valores aberrantes de los controles:

Calcular la absorbancia media de los controles. Antes de determinar
los resultados, deben eliminarse 1los valores de los controles
positivos y negativos que no cumplan con los siguientes criterios:
1. Controles negativos con una absorbancia 2 @.S(CN+CPd}.
. 2. Controles positivos bajos con una absorbancia ¢ 1.4CN.

3. Controles positivos bajos con una absorbancia 2 1.5CPd-@,5CN.

4. Controles positivos bajos con una absorbancia < @.S5(CN+CPd).

Eliminar todos los valores aberrantes, luego vol ver a calcular CN o
CPd y pasar al paso siguiente usando los valores recalculados.
Repetir esta eliminacién hasta que no se hallen valores aberrantes.
Una prueba sélo serd valida si menos de la mitad del namero de los
controles ha sido eliminado; CN < 0.400; CPd-CN > D0.1008. La
absorbancia del control positivo fuerte es por lo general > 2.0.

Célculo del valor de cortes
€l valor de corte es Q.5(CN+CPgd).

Interpretacidon de Resul tados:

Una muestra es positiva si M > valor de corte.

Una muestra es negativa si M < valor de corte.

NOTA: Un resultado positivo indica que la muestra contiene HBsAg o
un factor que reacciona de modo inespecifico. Sélo un resul tado
positivo repetible debe considerarse reactivo para el HBsAg.
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3.3.3.3. MONOLISA Anti-HBc (Diagnostics Pasteur)

MONOLISA anti-HBc es wun ensayo {nmunoenzim&tico basado en el
principio del inhibicién del "sandwich", para 1la busqueda de
anticuerpos totales contra el antigeno central (core) del virus de
la hepatitis B (HBcAg) en suero o plasma humanos.

Reactivos:

1. TIRAS MICROELISA: Tiras de B pocillos recubiertos con HBcAg.

2. CONTROL NEGATIVO: suero humano negativo para todos los
marcadores de la hepatitis B.

3. CONTROL POSITIVO: suero humano con anti-HBc.

4. SOLUCION DE LAVADO: Solucién reguladora TRIS concentrada.

3. CONJUGADO: anti-HBc humano purificado marcado con peroxidasa;
para una tira, pipetear 200 pl de conjugado y llevar a 2 ml con
diluyente de conjugado (dilucién 1:1@); debe usarse inmediatamente.
6. SUSTRATO: Tabletas de ortofenilendiamina.

7. DILUYENTE DE SUSTRATO: Solucién reguladora de citrato de scdio
PH §.6 con @.@3%Z de peréxido de hidrégeno. :
8. SOLUCION DE PARD: 4&cido sul farico 4 N.

Procedimientos

1. Abrir la bolsa y sacar el soporte con el numero necesario de
tiras Microelisa. Cerrar la bolsa con las tiras vrestantes y el
saquito de gel de silice. Durante la determinacién, las tiras deben
mantenerse en el soporte.

2. Lavar cada pocillo dos veces antes de usar con 360-400 pl cada
lavado (para eliminar la capa proteica protectora que poseen).

3. Pipetear 5D pl de cada muestra y de cada control en los
pocillos; incluyendo tres controles negativos y dos controles
positivos por cada microplaca.

4, Pipetear 10@ pl de conjugado diluido.

S. Cubrir las tiras con un adhesivo e incubar 9@ min a 40 °C en
baRo de agua.

6. Lavar cinco veces.

7. Pipetear 120 pl de sustrato,

8. Incubar 3@ min a 20-25 °C en la oscuridad.

9. Pipetear 5@ pl de la solucién de paro (en el mismo orden Yy con
los mismos intervalos de tiempo que la solucién de sustrato).

19. Lectura fotométrica. Leer la absorbancia a 492 nm, teniendo
como filtro de referencia 620 nm.
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CAlculo de Resultados (establecido por el fabricante):

Calcular la media de los controles negativos (CN), gue debe tener
un valor de aceptacisén 2 1

Calcular la media de los controles positivos (CP), que debe tener
un valor de aceptacién < 0.1S.

El porcentaje de inhibicién es calculado aplicando la siguiente
férmulas

CN - muestra
% inhibicioén = X 100

CN - CP

Interpretacién de Resul tados:

Muestras cuyo porcentaje de inhibicién sea mayor al 6@%, son
consideradas como positivas.

Muestras cuyo porcentaje de 1inhibicién sea menor al 6%, son
consideradas como negativas.

Muestras cuyo porecentaje de inhibicibn se halla dentro de los
limites de S54-66%, deben ser sometidas a una segunda determinacién.
Muestras positivas reproducibles son consideradas como positivas.

3.3.3.,4. HEPANOSTIKA anti-HBs (Organon Teknika)

Hepanostika anti-HBs @S un ensayo inmunoenzimatico basado en el
principio del ‘"sandwich",para la deteccidén de anticuerpos del
antigeno de superficie de 1la hepatitis B (anti-HBs) en suero o
plasma humano.

Reactivos:

1. TIRAS MICROELISA: Tiras con 12 pocillos recubiertos con HBsAg.
2. SOLUCION DE LAVADO: Solucién reguladora de fosfato,

3. CONTROL NEGATIVO: suero humano anti-HBs y HBsAg negativos.

4. CONTROL POSITIVO DEBIL: suero humano con 10 UI/]1 de anti-HBs
centra determinantes antigénicos de HBsAg.

S. CONTROL POSITIVD FUERTE:suero humano con 100 Ul/i de anti-HBs
contra determinantes antigénicos de HBsAg.

6. CONJUGADO LIOFILIZADO: HBsAg subtipo Yad" marcado con
peroxidasa de rabano picante.

7. DILUYENTE DE CONJUGADO: Suero humano diluido.

8. TABLETA DE PEROXIDO DE UREA.

9. DILUYENTE DE SUSTRATO.

18. SUSTRATO: Solucién de tetrametilbencidina (TMB).

11. SOLUCION DE PARD: Acido sulfurico 1 6 2 mol/l.
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Procedimiento:

1. Abrir la bolsa y sacar el soporte con el namero necesario de
tiras Microelisa. Cerrar la bolsa con las tiras restantes y el
saquito de gel de s{lice. Durante la determinacién, las tiras deben
mantenerse en el soporte.
2. Pipetear 100 pl de cada muestra y de cada control en los
pocillos, incluyendo un control negativo, un control positivo débil
y un control positivo fuerte por cada tira.
3. Cubrir las tiras con adhesivo e incubar 6@ min a 37 °C.
4, Lavar cuatro veces,
S. Pipetear 100 pl de conjugado .
6. Cubrir las tiras con nuevo adhesivo e incubar 60 min a 37 °C.
7. Lavar cuatro veces. ’
8. Pipetear 100 pl de solucidén sustrato,

« Incubar 30 min a 20-25 °C.

10. Afadir 100 pul de solucidén de paro (en el mismo orden y con los
intervalos de tiempo que la solucién sustrated.

11. Lectura fotométrica. Leer (dentro de 15 min siguientes al paso
19) la absorbancia de la soluciones a 450 nm,

CAlculo de Resultados (establecido por el fabricante)ls

Los calculos deben hacerse por separado para cada soporte.
Abreviaturas:
CN = absorbancia media de los controles negativos.

. CPd = absorbancia media de los controles positivos débiles.
CPf = absorbancia media de los controles positivos fuertes.
M = absorbancia de la muestra.

Eliminacién de los valores aberrantes de los controles:

Calcular la absorbancia media de los controles. Antes de determinar
‘ log resultados, deben eliminarse los valores de los controles
positivos y negativos que no cumplan con los siguientes criterios:

1. Controles negativos con una absorbancia > @.S(CN+CPd).
2. Controles positivos bajos con una absorbancia < 1.4CN.
3. Controles positivos bajos con una absorbancia > 1.5CPd-0.5CN.
4, Controles positivos bajos con una absorbancia < 9.S(CN+CPd),

Eliminar todos los valores aberrantes, luego volver a calcular CN o
CPd y pasar al paso siguiente wusando los valores vyecalculados.
Repetir esta eliminacién hasta que no se hallen valores aberrantes

Una prueba sélo serd vilida si menos de la mitad del numero de los
controles ha sido eliminado; CN < 0.400; CPd > 1.4CN y CP{-CPd
2.50a.

Calculo del valor de corte:
El valor de corte es 0.S5(CN+CPd).
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Interpretacién de Resultados:

Una muestra es positiva si M 2 valor de corte.
Una muestra es negativa si M < valor de corte.

NOTA: En ocasiones pueden ocurrir reacciones falsas positivas, que
en la mayoria de los casos no se repiten. Se recomienda, por lo
tanto, volver a probar todas las muestras inicialmente positivas.

3.3.3.5. HEPANOSTIKA HBeAg/anti-HBe (Organon Teknika)

Hepanostika HBeAg/anti-HBe es un ensayo inmunoenzimdtico que sirve
para la deteccién del antigeno"e" de la hepatitis B (HBeAg) y/o los
anticuerpos Ig totales frente al antigeno "e'" Canti-HBe) en suero
humano o plasma., lLa prueba estd basada en el principio del
*sandwich" (deteccién de HBeAg) y en el principio de inhibicién del
"sandwich" (deteccién del anti-HBe).

Reactivoss

1. TIRAS MICRDELISA: Cada tira posee doce pocillos recubiertos con
anti-HBe humano.

2. TIRAS NO RECUBIERTAS: Cada tira posee doce pocillos para la
preincubacién.

3. CONTROL NEGATIVD: Suero humano HBeAg/anti-HBe negativo.

4, CONTROL POSITIVO HBeAg: Suero humano HBeAg positivo.

S. CONTROL POSITIVO anti-HBe: suero humano anti-HBe positivo.

6. SOLUCION DE LAVADO: Solucidén reguladora TRIS concentrada.

7. CONJUGADO LIOFILIZADD: anti-HBe humano marcado con peroxidasa
derabano picante.

8. DILUYENTE DE CONJUGADD: Cloruro de sodio ©.15 mol/l,

9. TABLETA DE PEROXIDD DE UREA.

1@. TAMPON SUSTRATO.

11. SUSTRATO: Solucién de tetrametilbencidina

12. SOLUCION DE PARD: 4cido sulfurico 1 6 2 mol/l.

Procedimiento para HBeAg:

1. Abrir la bolsa y sacar el soporte con el numero necesario de
tiras Microelisa. Cerrar la bolsa con el sagquito de gel de silice
dentro. Durante el proceso, las tiras deben mantenerse .en el
soporte.

2. En cada microplaca distribuir tres controles negativos y un
control positivo (100 pl de cada uno). Pipetear 100 pl de cada
muestra a analizar en los restantes pocillos.

2. Cubrir las tiras con adhesivo e incubar 120 min a 37 °C.
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4, Lavar cuatro veces,

S. Pipetear 100 pl de conjugado reconstituido.

6. Cubrir las tiras con un adhesivo e incubar 120 min a 37 °C.

7. Lavar cuatro veces.

8. Pipetear 108 pul de sustrato.

9. Incubar 30 min a 20-25 °C en la oscuridad.

1@. Parar la reaccidén con 100 ul de acido sulfurico 2 mol/l en cada
pocillo en el mismo orden y en los mismos intervalos de tiempo que
el sustrato.

11.. Lectura fotométrica: Leer (durante el periodo de 2 horas
después del paso 1@) la absorbancia de las soluciones a 450 nm.

Calculo de Resultados para HBeAg (establecido por el fabricante):

Los cdlculos deben realizarse para cada soporte de tiras.
Abreviaturas:

M = absorbancia de la muestra.

CN = absorbancia media de los controles negativos.

CP = absorbancia del control HBeAg positivo.

Para los controles debe seguirse el siguiente criterio:

CP > ©8.5 y CN < @.3 y sélo uno de los valores de los controles
negativos podra guedar fuera de B.7CN y 1.3CN; de otra forma el
proceso serd invalidado y deberd repetirse. Excluir un control
negativo de valor abt~vrante antes de calcular el valor de corte.
Para las muestras el valor de corte es 1.6CN.

Interpreatacion de resultados para HBefg.

Una muestra es positiva si M > valor de corte.
Una muestra es negativa si M < valor de corte.

NOTA: En ocasiones pueden ocurrir reacciones falsas positivas, que
en la mayoria de los casos no se repiten. Se recomienda, por lo
tanto, volver a probar todas las muestras inicialmente positivas.

Procedimiento para Anti-HBe:

1. Tomar wun soporte con el numero necesario de tiras no
sensibilizadas para la preincubacién. Durante el proceso las tiras
deben permanecer en el soporte,

2. Pipetear S@ ul de control positivo HBeAg a cada pocillo.

3. En cada soporte distribuir un control anti-HBe positivo y tres
negativos (10@ pl de cada uno) en tantas tiras como sea posible.
Pipetear 100 pl de cada muestra en los restantes pocillos.

4. Cubrir 1las tiras con un adhesivo y mezclar repiqueteando 1la
parte lateral del soporte, e incubar 16-20 horas a 37 °C.
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S. Transferir 100 ul de cada pocillo a los pocillos
correspondientes de las tiras Microelisa sensibil izadas.

7. Cubrir las tiras con un adhesivo e incubar 120 min a 37 °C.

8. Continuar tal y como se describe a partir del paso 4 en
adelanta.

CAlculo de Resultados de Anti-HBe (establecido por el fabricante):

Los cdlculos deben realizarse separadamente para cada soporte de
tiras.

Abreviaturas:

M = absorbancia de la muestra.

CN = absorbancia media de los controles negativos.

CP = absorbancia del control anti-HBe positivo.

Para los controles debe seguirse el siguiente criterio:

CP < D.6CNy CN > ©.5, y sélo uno de los valores del control
negativo puede quedar fuera de ©@.BCN y 1.2CN; de otra forma se
invalida el proceso y deberd repetirse. Excluir un control negativo
aberrante antes de calcular el valor de corte. Para las muestras el
valor de corte es de 0.8CN.

Interpretacién de Resultados:

Una muestra es positiva si M ¢ valor de corte.
Una muestra es negativa si M > valor de corte.

NDTA: En ccasiones pueden ocurrir reacciones falsas positivas, que
en la mayoria de los casos no se repiten. Se recomienda, por 1o
tanto, volver a probar todas las muestras inicialmente positivas.

3.3.3.6. HEPANOSTIKA HDV (Organon Teknika)

Hepanostika HDV es un equipo diagnéstico para la deteccién de
anticuerpos frente al antigeno delta de la hepatitis Canti-HD) y/o
del antigeno delta de la hepatitis (HDAg) en suero o plasma humano.
La prueba de anti-HD es un ensayo inmunoenzimdtico basado en el
principio de inhibicién del "sandwich"j; 1la prueba de HDAg se basa
en el principio del "sandwich".

Reactivos:
1. TIRAS MICROELISA:Tiras con 12 pocillos que se han sensibilizado

con anti-HD humano.
2. CONTROL NEGATIVO: suero humano no reactivo para anti-HD y HDAg.
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3. CONTROL POSITIVO: suero humano anti-HD reactivo.

4. SOLUCION DE LAVADDO: Solucidén reguladora de fosfato.

S. CONJUGADO LIOFILIZADO: anti~HD humano marcado con peroxidasa de
rdbano picante.

6. HDAg LIOFILIZADO: contiene extracto de higado humano o de
chimpancé, HDAg reactivo.

7. TABLETA DE PERDXIDO DE UREA.

8. DILUYENTE DE SUSTRATO.

9. SUSTRATO: Solucidén de tetrametilbencidina

10. SOLUCION DE PARD: 4&cido sul furico 1 6 2 M.

Procedimiento para Anti-HD:

1. Abrir la bolsa y sacar el soporte con el numero necesario de
tiras Microelisa. Cerrar la bolsa con las tiras restantes y el
saquito de gel de silice. Durante la determinacién, las tiras deben
mantenerse en el soporte.

2. Pipetear 5@ ul de cada muestra y de cada control en 1los
pocillos, incluyendo un control positivo y un control negativo por
cada tira; pipetear 580 pl de HDAg en cada pocillo conteniendo
muestra o control.

3. Cubrir las tiras con adhesivo, mezclar golpeando suavemente el
lateral del soporte; incubar 60 min a 37 °C.

4. Lavar cuatro veces.

S. Pipetear 100 pl de conjugado.

6. Cubrir las tiras con nuevo adhesivo e incubar 60 min a 37 °C.

7. Lavar cuatro veces,

8. Pipetear 100 pl de solucidn sustrato.

9. Incubar 3@ min a 20-25 °C.

19. ARadir 100 pl de solucidén de paro (en el mismo orden y con los
mismos intervalos de tlempo que la solucién sustrato).

11, Lectura fotométrica. Medir (dentro de 15 min del paso 10@) 1la
absorbancia de 1a soluciones a 450 nm.

Cilculo de Resultados para Anti-HD (establecido por el fabricante):

Los cdlculos deben hacerse por separado para cada soporte de tiras:
Abreviaturas

N ahsorbancia media de los controles negativos

P = absorbancia media de los controles positivos

M = absorbancia de las muestras

Eliminacién de los valores aberrantes de los controles:

Antes de determinar los resultados de la prueba, hay que eliminar
los valores de los controles positivo y negativo que estan fuera de
rango.

1. Eliminar controles negatives individuales con absorbancia <
0.50a.
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2.Eliminar controles positivos individuales con absorbancia 2
Q.409,

3. Calcular N y P.

4. Eliminar controles positivos individuales con absorbancia > 0.4N
S. Recalcular P,

6. Eliminar controles negativos individuales con absorbancia <
A.S¢N + P,

7. Recalcular N y repetir el paso 6 en caso necesario.

Una serie es valida solamente si menos de la mitad de todos los
controles han sido eliminados,

Calculo del valor de corte:
El valor de corte es igual a @.5(N+P)>

Interpratacién de Resultados:

Una muestra es positiva si M ¢ valor de corte.
Una muestra es negativa si M > valor de corte.

NOTA: En ocasiones pueden ocurrir reacciones falsas positivas, que
en la mayoria de los casos no se repiten. Se recomienda, por lo
tanto, volver a probar todas las muestras inicialmente positivas.

Procedimiento para HDAgs

1. Abrir la bolsa y sacar el soporte con el namero necesario de
tiras Microelisa. Cerrar la bolsa con las tiras restantes y el
saquito de gel de s{lice. Durante la determinacién, las tiras deben
mantenerse en el soporte.

2. Pipetear S@ pl de cada muestra en los pocillos. Después de las
muestras, pipetear los controles. Incluir al menos tres controles
negativos distribuidos entre la mayor cantidad de tiras posible y
al mepos un control positivo en cada serie.

3. Cubrir las tiras con un adhesivo e incubar 6@ min a 37 °C (la

. incubacién de una noche a temperatura ambiente aumentard la

sensibilidad).

4. Lavar cuatro veces

5. Pipetar 100 pl de conJjugado.

6. Cubrir las tiras con un adhesivo e incubar 60 min a 37 °C,

7. Lavar cuatro veces.

8. Pipetear 108 ul de sustrato.

9. Incubar 3@ min a 20-25 °C.

1@. Parar la reaccidén aRadiendo 100 pl de solucidén de paro (en el
mismo orden y con los mismos intervalos de tiempo que 1la solucién
sustrato).

11. Lectura fotométrica. Leer (dentro de los 15 min siguientes al
paso anterior) la absorbancia de la soluciones a 45@ nm.
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CéAlculo de resultados para HDAg (establecido por el fabricante):

Los cdlculos deben hacerse por separado para cada soporte de tiras.
Abreviaturas:

CN = absorbancia media de los controles negativos.

CP = absorbancia media de los controles positivos.

M = absorbancia de la muestra.

Eliminacidén de los valores aberrantes de los controles:

Antes de determinar los resultados de la prueba, hay que eliminar
los valores de los controles positivo y negativo que estdn fuera de
limite con la siguiente secuencias

1. Eliminar controles negativos individuales con absorbancia
@.200.

2. Eliminar controles negativos individuales con absorbancia ¢
2.400.

3. Calcular CN y CP.

4. Eliminar controles negativos individuales con absorbancia <
@.7CN o > 1.3CN.

S. Recalcular CN.

v -

Una prueba es valida solamente si menos de la mitad de los
controles positivos y menos de la mitad de 1los controles negativos
han sido eliminados.

Célculo del valor de corte:
€l valor de corte es CN + 9.100.

Interpretacién de Resultados:

Una muestra es positiva si M > valor de corte.

Una muestra es negativa si M < valor de corte.

NOTA: En ocasiones pueden ocurrir reacciones falsas positivas, gue
en la mayoria de los casos no se repiten. Se recomienda, por lo
tanto, volver a probar todas las muestras inicialmente positivas.

3.3.3.7. MONOLISBA Anti-HCV (Diagnostics Pasteur)

MONOLISA Anti-HCV es una técnica inmunoenzimdtica basada en el
principio del "sandwich" que permite 1la deteccién de anticuerpos
asociados con una infeccién por el virus de 1a hepatitis C en suero
humano.
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Reactivoss

1. TIRAS MICRDELISA: Tiras con B pocillos recubiertos con antigenos
purificados: dos proteinas recombinantes producidas por Escherichia
coli de clones seleccionados en el a&rea estructural y el d4rea no
estructural del genoma del virus C

2. SOLUCION DE LAVANO: Solucién reguladora TRIS concentrada.

3. CONTROL NEGATIVO: suero humano negativo para anti-HCV y negativo
para los marcadores séricos del virus de la hepatitis B y negativo
para anticuerpos contra HIV,

4, CONTROL POSITIVO: suero humano positivo para anti-HCV, negativo
para HBsAg y negativo para los anticuerpos contra HIV,

S. DILUYENTE DE MUESTRA: Solucidn reguladora de citrato.

6. CONJUGADD: Anti-IgG humana marcada con peroxidasa.

7. SUSTRATO: Tabletas de orto-fenilendiamina (OPD).

8. DILUYENTE DE SUSTRATO: Solucidén reguladora de citrato de sodio
pH 5.6 con 0.03% de peréxido de hidrégeno.

9. SDLUCION DE PARO: Acido sul farico 4 N.

Procedimiento:

t. Abrir la bolsa y sacar el soporte con el numero necesario de
tiras Microelisa. Cerrar la bolsa con las tiras restantes y el
saquito de gel de silice. Durante la determinacién, las tiras deben
mantenerse en 21 soporte.

2. Pipetear 92 pl de diluyente de la muestra en cada pocillo.

3. Pipetear 1@ ul de cada muestra, incluyendo dos controles
negativos y tres controles positivos. Homogeneizar la mezcla con
un minimo de tres aspiraciones con la pipeta de 1@ pul.

4. Cubrir las tiras con un adhesivo e incubar 68 min a 480 °C en
bafo de agua, o en un incubador de microplaca en seco,

S. Lavar tres veces.

6. Pipetear 100 pl de conjugado.

7. Cubrir las tiras con un adhesive e incubar 6@ min a 40 °C.

A. Lavar cuatro veces.

9. Pipetear 102 pul de la solucién sustrato en cada pocillo.

19, Incubar 30 min a 2@-25 °C en la oscuridad.

11. Pipetear 5@ pl de la solucién de paro (en 1la misma secuencia e
intervalos de tiempo con que se colocé la solucién sustrato).

12. Lectura fotométricas Leer la absorbancia a 492 nm con un
filtro de referencia de 620 nm (en un plazo no mayor de 3@ min
después del paso 11).,

Cdlculo de Resultados (establecido porel fabricanta):
Calcular la media de 1a absorbancia de los controles positivos
(CP).

Calcular el valor de corte
€l valor de corte es igual a CP/4
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El criterio de validacién es el siguientet

Para el control negativo: Cada valor de absorbancia individual
debe ser < 0.200.

Para el control positivo: Cada valor de absorbancia individual
debe ser > 0.9 o ¢ 2.50. $i uno de los controles positivos
individuales difieren en mds de un 38% de la media, calcule ésta de
nuevo con los dos valores de los controles positivos restantes.

Interpretacién de Resultados:

Una muestra es positiva si M 2> valor de corte.

Una muestra es negativa si M < valor de corte.

NOTA: Toda muestra inicialmente positiva debe repetirse ya que
pueden presentarse ocasionalmente reacciones positivas falsas. Se
recomienda que las muestras repetidamente positivas sean
investigadas mediante pruebas adicionales mds especificas.

3.3.3.8. ENZYGNOST Anti-HCV (Behring?

Enzygnost Anti-HCV es wuna prueba inmunoenzimdtica basada en el
principio del "“sandwich", para la deteccidén de anticuerpos IgG
contra ] virus de la hepatitis C (VHC).

Reactivos:

1. TIRAS MICROELISA: Tiras con 8 pocillos recubiertos con un
péptido sintético elaborado a partir de la proteina no estructurada
de la zona NSP4 y con un péptido sintético del "core",.

2. CONTROL NEGATIVO: Suero humano sin anticuerpos contra el VHC.

- 3. CONTROL POSITIVO: Suero humano con anticuerpos contra el VHC,
4. DILUYENTE DE MUESTRAS: Contiene TRIS (9.7%) y cloruro de sodio
(4.77).

S. CONJUGADO: Anti-IgG humana marcada con peroxidasa.

6. SUSTRATO: Diclorhidrato de tetrametilbenzidina al 0.5 %.

7. DILUYENTE DE SUSTRATO: Peréxido de hidrégeno (@.@17%) en solucién
regul adora de acetato.

6. SOLUCION DE LAVADO: Solucién de diluyente de sustrato con
adicidn de Tween y cloruro de sodio(9%Z),

9. SOLUCION DE PARO: Acido sulfurico @.5 N.

Procedimiento:
1. Lavar dos veces el numero de tiras necesarias con

aproximadamente 0.3 ml de la solucién de lavado.
2. Pipetear en cada pocillo S8 pl de diluyente de muestras.
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3. Pipetrar en 4 pocillos 52 ul de control negativo y en 2 pocillos
50 pul de control positivo en cada uno, asi como en cada uno de los
pocillos restantes 5@ pl de muestra.

4, Cubrir con un adhesivo e incubar 3@ min a 37°C.

5. Lavar cuatro veces.

6. Pipetear 100 ul de conjugado.

7. Cubrir e incubar 30 min a 37 °C.

8.. Lavar cuatro veces.

9. Pipetear 100 pl de sustrato.

1@. Incubar 30 min a 20-25 °C en la oscuridad.

11. Parar la reaccidén aradiendo 100 pul de la solucién de paro (en
el mismo orden y <con los mismos intervalos de tiempo que 1la
solucién de sustratod.

12. Lectura fotométrica. Leer (dentro de la hora siguiente al paso
11) la absorbancia de la soluciones a 450 nm.

CaAlculo de Resultados:

Los valores individuales de los controles negativos deben ser menor
o igual 0.19@; los valores individuales de los controles positivos
deben ser mayor. o igual a 0.600.

Si uno de los valores de absorbancia de los controles negativos se
halla fuera de limite, no se toma en cuenta para el cdlculo. Los
valores de los controles positivos, en cambio, deben de estar ambos
dentro del limite especificado., Si no se cumplen estos requisitos,
hay que repetir la prueba.

CAlculo del valor de corte:
CN= Promedio de los controles negativos.

El valor de corte es igual a CN + ©.2592

Interpretacidén de Resul tados:

Una muestra es positiva si M > valor de corte.
Una muestra es negativa si M < valor de corte.

NOTA: Toda muestra inicialmente positiva debe repetirse ya que
pueden presentarse ocasionalmente reacciones positivas falsas. Se
recomienda que las muestras repetidamente positivas sean
investigadas mediante pruebas adicionales mas especificas.
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3.3.3.9. UBI HCV EIA (Organon Teknika)

La prueba UBI HCV EIA es un inmunoensayo enzimatico basado en el
principio de "sandwich", para la deteccién in vitro de anticuerpos
contra e1 virus de la Hepatitis C (VHC) en suero o plasma humanos.

Reactivos:

1. MICROPLACA (96 pocillos): Cada pocillo de la microplaca contiene
péptidos sintéticos del’ VHC adsorbidos.

2. DILUYENTE DE LA MUESTRA: Solucién reguladora de fosfato que
contiene suero de cabra normal.

3. BLANCO: Solucién reguladora de fosfato que contiene suero de
cabra normal.

4. CONTROL NEGATIVO: Suero humano normal inactivado, diluido en un
diluyente de muestra que no es reactivo para el HBsAg, ni para los
anticuerpos HIv-1,2 y HTLV-I,

S. CONTROL POSITIVO DEBIL: Plasma humano inactivado diluido en un
diluyente de muestra que contiene un titulo bajo de anticuerpos
especificos para los antigenos péptidos del VHC. No reactivo para
el HBsAg, ni anti-HIV-1,2 y anti-HTLV-I..

6. CONTROL POSITIVO FUERTE: Plasma humano inactivado diluido en un
diluyente de muestra que contiene un elevado ¢titulo de anticuerpos
especificos para los antigenos péptidos del VHC. No reactivo para
el HBsAg, ni anti-HIV-1,2 y anti-HTLV-I1.

7. SOLUCION DE LAVADO: Solucién reguladora de fosfato.

8. CONJUGADD: Inmunoglobulina antihumana de cabra marcada con
peroxidasa de rabano picante.

9. DILUYENTE DE CONJUGADO: Solucién reguladora de fosfato con suero
de cabra normal

1@. SUSTRATO: Tabletas de O-fenilendiamina-2HCl1.

11. DILUYENTE DE SUSTRATO: Solucién reguladora de citrato-fosfato
con peréxido de hidrégeno.

12. SOLUCION DE PARO: Acido sul farico IM.

13. MICROPLACA DE DILUCION: Microplaca para la predilucién de las
muestras,

Procedimientos

1. Dispensar el blanco y los controles directamente de sus
recipientes a 1a microplaca de dilucién. Ne se requiere ninguna
dilucién previa. Dispensar 2208 pl de cada uno por duplicado.

2. Dilucidén de muestras(i:21). Dispensar 15 pl de cada muestra a
los pocillos de la '‘microplaca de dilucién, seguidos de 300 pl de
diluyente de muestra.

3. Abrir la bolsa y sacar el soporte con el numero necesario de
tiras Microelisa. Cerrar la bolsa con la silica gel dentro.
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4. Transferir 200 pl del blanco, controles y muestras diluidas
desde cada. pocillo de la microplaca de dilucién a su pocillo
corresponrdiente en la microplaca.

S. Cubrir con un adhesivo e incubar 1S min a 37°C.

6. Lavar seis veces.

7. Pipetear 100 pl de la solucién de conjugado.

8. Cubrir e incubar 15 min a 37°C,

9. Lavar 6 veces.

10, Pipetesar 100 ul de la solucién sustrato.

11, Cubrir e incubar durante 15 minutos a 37°C.

12, Parar la reaccidén afadiendo 100 ul de la solucién de paro C(en
el mismo orden y con los mismos intervalos de tiempo que 1la
solucién de sustrato).

13. Lectura fotométrica. Leer (dentro de las dos horas siguientes
al paso 12) la absorbancia de la soluciones a 492 nm, y wuna
longitud de referencia de 620 nm. Leer a 450 nm si los valores
individuales de los controles positivos fuertes son superiores a
2.0@0 a 492 nm.

CéAlculo de Resultados (establecido por el fabricante):

1. Determinar el promedio de los blancos (todos 1los valores de
absorbancia para 1los controles y las muestras se obtienen por
sustraccidén del valor de absorbancia promedio de los dos blancos).
2. Determinar el promedio de 1los controles negativos (los valores
individuales del control negativo corregidos por el blanco deben
ser menores o iguales a 0.100 unidades de absorbancia). .

3. Determinar el promedio de los controles positivos fuertes (la
absorbancia individual del control positivo fuerte corregida por el
blanco debe ser superior a 0.40, y debe encontrarse el promedio del
control positivo fuerte en el rango comprendido entre 8.5 y 1.5).

Para que la prueba sea valida, el valor de CPf-CN debe ser > 0.400.
Si ese no fuere el caso, el motivo puede ser una técnica incorrecta
o un deterioro del reactivo y se deberd repetir el ensayo.

El control positivo débil es suministrado para que sea mas
confiable la positividad de la prueba.

Cadlculo del valor de corte:
El valor de corte es igual a 0.15(CPf)

Interpretacién de Resultados:

Una muestra es positiva si M > valor de corte.
Una muestra es negativa si M < valor de corte.

NDTA: Toda muestra inicialmente positiva debe repetirse ya que
pueden presentarse ocaionalmente reacciones positivas falsas. Se
recomienda que las muestras repetidamente positivas sean

. investigadas mediante pruebas adicionales mAs especificas.
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3.3.3.10. Lia Tek HCV III (Organon Teknika?

Lia Tek es un ensayo inmunoenzimatico de tipo inmunoblot basado en
el principio de "sandwich", para la deteccién de anticuerpos contra
el virus de la hepatitis C (VHC) en suero o plasma humanos. La
prueba detecta anticuerpos especificos dirigidos contra proteinas
del VHC.

Reactivos:

1. TIRAS DE PRUEBA: Recubjertas con antigenos sintéticos y
recombinantes(E2/NS1, NS3, NS4, NSS y epitopes del "core") del VHC,
IgG humana y anti—-IgG (de oveja) y estreptavidina.

2. CONTROL NEGATIVO: Suero humano normal no reactivo para anti-HCV,
21l HBsAg, ni para anti-HIV-~1,2 y anti-HTLV-1.

3. CONTROILL POSITIVO: Suero humano reactivo para anti-VHC. No
reactivo para el HBsAg, ni anti-HIV-1,2 y anti-HTLV-I.

4. DILUYENTE DE LA MUESTRA.

S. CONJUGADD: Anti-IgG humana marcada con fosfatasa alcalina.

6. DILUYENTE DE CONJUGADO.

7. SUSTRATO: Bromocloro-—indoilfosfato en dimetil formamida.

8. DILUYENTE DE SUSTRATO.

9. SOLUCION DE LAVADO

1@. SOLUCION DE PARO: Acido sul fuarico @.1 M.

11. CHARDLAS DE INCUBACION CON CANALES.

Procedimiento:

1. Colocar en 1la charola el numero de canales necesarios
(incluyendo dos canales para los controles) y poner una tira de
prueba en cada canal. !

2. Pipetear 1 ml de diluyente de muestra en 1los canales destinados
a las muestras (no pipetear diluyente de muestra en los canales
para los controles).

3. Aradir 10 ul de muestra a sus canales correspondientes.

4. Pipetear 1| ml de control negativo y positivo a sus respectivos
canales.

S. Cubrir los canales con un adhesivo e incubar con agitacién 14-18
hrs a 20-25°C.

6. Lavar las tiras de prueba: Aspirar el liquido contenido vy
agregar | ml de solucién de lavado, agitar por { min usando un
agitador orbital. Repetir el procedimiento dos veces mds.

7. Pipetear 1 ml de conJjugado diluido.

8. Incubar con agitacién por 30 min a 20-25°C.

9. Lavar las tiras dos veces c¢on solucidén de lavado y una vez con
diluyente de sustrato.

19. Pipetear 1| ml de sustrato diluido.

11. Incubar con agitacién por 30 min a 20-25°C.
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12, Aspirar el liquido de los canales y pipetear | ml de solucién

de paro. .

13. Incubar con agitacién 1@-30 min a 20-25°C.

14, Colocar las tiras. sobre un papel absorbente con el lado
recubierto hacia arriba y dejar secar completamente (se puede
utilizar una pistola de aire o guardarlas en la oscuridad por 30

min).

Resultados:

Las tiras desarrollan bandas de color purpura. Las lecturas de
reactividad deben ser hechas individualmente para cada tira.

tira de identificacidén:

nivel 3¢ aivel +/-
anti-Ig6 humana IgG husana
positive fuerte pastivo débil

I B

HEEREE

estreptavidina nivel 1¢ core E2/NS1  NS3 NS4 NS5
(g6 humana
positivo moderado = --rees--< -- epitopes de VHC ===---s-=n-
Intensidad del color Lectura

menor que el nivel +/-

mayor o igual que el nivel +/-

y menor que el nivel 1+ +

igual que el nivel 1+ 1+

mayor que el nivel 1+

y menor que el nivel 3+ 2+

igual que el nivel 3+ 3+
9+

mayor gque el nivel 3+



Interpraetacién de Resultados:

Una muestra es negativa para anti-VHC si todas las lineas de
antigenos del VHC tienen una lectura negativa (-).

Una muestra es positiva para anti-VHC si al menos una linea de
antigenos de VHC tiene una lectura de 2+ o mayor, o si al menos dos
lineas de antigenos de VHC tiene una lectura del+ o mayor.

Una muestra es indeterminada si las lecturas no pueden ser
interpretadas como positivas.

3.3.4. ANAL1ISIS ESTADISTICO.

Se estimaron las tasas de seroprevalencia de los distintos agentes
virales para la Republica Mexicana; asi{i como para el sexo y la
edad.

Las tasas de seroprevalencia se calcularon en base a 1la siguiente
férmulas

Numero total de casos seropositivos
Tasa de o . 100
seroprevalencia
Poblacién total
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RESULTADOS VY DISCUSIONES

4.1. RESULTADOS
HEPATITIS A

lLa seroprevalencia encontrada, para hepatitis A en la Republica
Mexicana fue del 93.27%, hallandose una distribucién homogénea de
los casos positivos en las 32 entidades.

El cuadro I y la figura I wmuestran la presencia de anticuerpos
contra el VHA por grupos de edad. En la poblacién menor a 1@ afos
se encontré una seroprevalencia del 78.66%4, la cual tuvo un aumento
progresivo hasta alcanzar el 100% a partir de los 3@ ados.

Los resultados de seroprevalencia segin el sexo se indican en’
cuadro II.

el

HEPATITIS B

Se hallé una seroprevalencia de hepatitis B del 4.84% en el pais;
la figura II muestra la distribucién geogrAfica de casos positivos.
En el cuadro III y la figura IIl se observa 1la prevalencia del VHB
por grupos de edad, con seropositividad desde los primeros ados de
vida (2.08%), triplicandose al llegar a los 49 aRos (6.3B%4), para
luego presentar un gran incremento a partir de los 60 aRos (24,497
en promediol.

El cuadro IV muestra los resultados se seroprevalencia de acuerdo
al sexo.

Las prevalencias de HBsAg, anti-HBc y anti-HBs se dan en el cuadro
V. De los 30 casos positivos a algun marcador, el 36.66% resultd
positivo para anti-HBe y ninguno para HBeAg.

HEPATITIS C

La seroprevalencia del VHC encontrada en México fue del 0.36%; la
distribucién geogréfica se aprecia en la figura IV.

En el cuadro VI y la figura V se muestra la seroprevalencia del VHC
segin grupos de edad; la seropositividad aumenta conforme a la
edad, pero en el grupo de 30-39 afos se da un drastico incremento
(1.4772).

En el cuadro VII se aprecian los rvesultados de seroprevalencia
segun el sexo.

HEPATITIS DELTA
Sé6lo se trabajaron los 3@ sueros que resultaron positivos a algun

marcador serolégico del VHB. No se encontré ningun caso positivo
para el VHD.



CUADRO 1. Seroprevalencia de Hepatitis A segun grupos de edad

Grupo de edad Seropositivos
(aios) Poblacién muestral Poblacién Porcentaje
1-9 75 59 78.66
10-19 80 74 92.50
20-29 52 51 98.07
30-39 50 50 100.00
40 - 49 27 27 100.00
50 -59 17 17 100.00
60 - 69 12 12 100.00
70 y mas 14 14 100.00
Total 327 305 93.27
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CUADRO II. Seroprevalencia de Hepatitis A segin sexo

Seropositivos

Poblacién muestral Poblacién Porcentaje

Sexo

Femenino 168 160 95,23
Masculino 159 145 91.19
Total 327 305 93.27
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Entidades con presencia
de casos positivos

FIGURA 1. Distribucion geografica de la Hepatitis B
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CUADROIII. Seroprevalencia de Hepatitis B segtin grupos de edad

Grupo de edad Seropositivos
(aiios) Poblacién muestral Poblacién  Porcentaje
1-9 ) 144 3 2,08
10-19 161 3 1.86
20-29 89 3 3.37
30-39 80 4 4.44
40 - 49 a7 3 6.38
50 - 59 35 1 2.85
60 - 69 27 7 26.92
70 y mas 26 6 23.07
Total 619 30 4.84
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CUADRO 1V. Seroprevalencia de Hepatitis B segin sexo

Seropositivos
Sexo Poblacién muestral Poblacién  Porcentaje
Femenino 340 15 4.41
Masculino 279 15 5.37
Total 619 30 4.84
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CUADROV. Seroprevalencia de marcadores serolégicos de Hepatitis B

Marcador serolégico Seropositivos Porcentaje
HBsAg 1 0.16
Anti-HBc 19 3.06
Anti-HBs 26 4.20
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Entidades con presencia
de casos positivos

FIGURA IV. Distribucién geografica de la Hepatitis C
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CUADRO VI, Seroprevalencia de Hepatitis C segin grupos de edad

Grupo de edad Seropositivos
(aflos) Poblacién muestral Poblacién Porcentaje
1-9 751 0 0.00
10-19 671 1 0.14
20-29 438 1 0.22
30-39 340 5 1.47
40-49 625 2 0.32
50-59 194 1 0.51
60-69 138 1 0.72
70y mas 102 1 0.98
Total 3259 12 0.36

65




z
a
3
2
k]
H
0
g
&

ml.n N
2029 M
3029 M
K048 N
Grupo 9 Edad 5063 m;.“ Y
0y w8
FIGURA Y. Seropreva\encia de Hepatitis ¢ segun grupos de edad

66



CUADRO VII.

Seroprevalencia de Hepatitis C segin sexo

Seropositivos

Sexo Poblacién muestral Poblacién Porcentaje
Femenino 1940 8 0.41
Masculino 1319 4 0.30
Total 3259 12 0.36
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4.2. DISCUSIONES

HEPATITIS A

Para evaluar 1la prevalencia del VHA fue necesarico determinar
inmunoglohulinas del tipo IgG, en una muestra representativa de la
Republica Mexicana.

La seroprevalencia del 93.27% encontrada estd distribuida en todo
el pais de manera uniforme.

De acuerdo con las resultados obtenidos, la seroprevalencia de
anti-VHA totales se incrementa en forma progresiva con la edad, lo
que indica que la poblacién mexicana tiene contacto con el VHA
desde etapas tempranas de la vida; a partir de los 1@ ados de edad
mids del 90% de la poblacién ya presenta hallazgos de contacto con
el VHA,

La tasa de seroprevalencia entre ambos sexos fue muy similar,
siendo la diferencia estadistica de sélo un 3.74%. Esto indica que
tanto hombres como mujeres estidn expuestos por igual a una
infeccién con VHA,

HEPATITIS B

La finalidad de haber realizado la deteccidén de diversos marcadores
serolégicos, fue el rastrear todo contacto que 1la poblacidén
mexicana pudiera tener con el VHB. La seroprevalencia de infeccién
por el VHB observada fue del 4.84%, con una mayor frecuencia de
positividad para el marcador anti-HBs.

Al contrario que <c¢on el VHA, existe una diferencia en cuanto a
prevalencia de infeccién por zonas geograficas, siendo las
entidades de mayor riesgo las fronterizas, costeras y con alto
indice demografico

A partir de los 20 afos de edad la seropositividad comienza a
incrementarse debido probablemente al contacto con el virus, ya sea
via sexual o parenteral.El gran incremento observado a pa ai;> de
195 60 afos puede deberse principalmente a que la bﬁsqued%ipel VHB
en la sangre y sus productos tiene poco tiempoj; la primeras ebas
para detectar el VHB se introdujeron a México a principios de la
decada de los setentas, siendo hasta 1986 cuando se establecié como
obligatoria la busqueda del VHB en la sangre y sus productos.

La tasa de seroprevalencia de los hombres fue estadisticamente un
21.76% mayor que la de las mujeres, y esto se explica por el mayor
numero de probabilidades de infeccién que tiene el sexo masculino,
sobretodo por via sexual.

De los casos positivos, caber mencionar que el Unico positivo para
HBsAg, lo fue también para anti~HBs, anti-HBc y anti-HBe; este
resultado se explica por la existencia de anticuerpos heterotipicos
los cuales a pesar de estar presentes en el suero no son capaces de
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neutralizar el virus por estar dirigidos a un serotipo distinto de
HBsAg. De los 3@ casos positivos a algun marcador, 26 (86.66%)
fueron positivos para el anti-HBs, lo cual habla de inmunidad; los
4. casos restantes (13.33%4) gque fueron negativos para el anti-HBs
indican la presencia de portadores crénicos en el pais.

HEPATITIS C

La encuesta reveld una seropositividad a los anti-VHC del @.36% a
nivel Republica; la prevalencia en la mayoria de los estados fue
nula, concentrandose los casos positivos en entidades hacia la zona
ceste y centro. No se obtuvo un aumento progresivo de
seropositividad con la edad, y solo se observa un pico en el grupo
de edad de 30-39 aRos debido quizas en primer lugar a que los
anti-VHC no permanecen de por vida, y al riesgo de adquirir el
virus de manera transfusional por este grupo. El sexo femenino
presentd una seroprevalencia mayor estadisticamente en un 36.66%
respecto al sexo masculino; dado que la principal via de
transmisién de la hepatitis C es 1la parenteral, el parto puede
considerarse factor de riesgo para adquirir la infeccién.

HEPNTITIS DELTA

Debido a que sélo se realizé 1la basqueda del VHD en pacientes
positivos para el VHB, el numero de muestras procesadas para el VHD
fue muy pequedo, por 1o que no se considera una poblacién
representativa, y es necesario una muestra mayor.
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CONCLUS IONES

HEPATITIS A

Los.resultados aqui expuestos muestran que en México, como en otros
paises en vias de desarrollo, la seroprevalencia del VHA es muy
alta (93.27%), y se ajusté a las estimaciones hechas con
anterioridad que se suponian mayores al 9@%.

La‘informacién mAs importante que se deriva de este estudio es que
el riesgo de contacto con el VHA, segun lo indica la
seroprevalencia, estd ampliamente distribuido en la Republica
Mexicana, en todos los estratos socioeconémicos, edades, sexos Yy
asentamientos tanto urbanos como rurales.

En consecuencia, es de suma importancia establecer normas para el
control de 1la transmisién del VHA, que deben enfocarse a la
‘totalidad de l1a comunidad y a 1la elevacién integral de las
condiciones de vida y salubridad del pais, y no a grupos concretos
y medidas aisladas.

HEPATITIS B

l.a seroprevalencia de la hepatitis viral tipo B en México es del
4.84% la cual fue muy préxima al valor estimado del Si.

El verdadero motivo de relizar una encuesta seroepidemiolégica de
este tipo es la prevencién de 1a enfermedad, especialmente ahora
que existe una vacuna eficaz, aunque debe evaluarse la relacién
costo-beneficio por el precio relativamente alto de la vacuna. No
obstante, como una alternativa mas accesible para un pais en
desarrollo como el nuestro, podria ofrecerse informacién de cémo
evitar el contagio aunado a alguna campafa de prevencién de
enfermedades de transmisién sexual en los medios de comunicacién
masivos (actualmente se considera a la transmisién sexual como el
mecanismo mAs factible para adquirir la infeccién por el VHB); asi
como la administracién de la vacuna principalmente a grupos de
riesgo como personal de salud. Podria recurrirse también a la
deteccidn de portadores asintomdticos para frenar la diseminacién
del virus.

HEPATITIS C

5i bien la prevalencia obtenida en la encuesta fue del ©.36%, y las
estimaciones previas eran del 17, debe hacerse notar que 1la
estimacidn se basé en estudios realizados en afos anteriores al
desarrollo de una prueba confirmatoria para hepatitis C, y sélo se
contaba con pruebas del tipo inmunoenzimatico, las cuales, a pesar
de su sensibilidad y especificidad, siempre dan cierto porcentaje
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de falsos positivos. 8i se considera el total de muestras
repetidamente reactivas por ELISA para anti-VHC, se obtiene una
seroprevalencia del 0.8%, la cual se aproxima considerablemente a
la estimacién del 1%4; por ello s{ se puede considerar al tamafo
muestral como representative y a 1los resultados obtenidos como
confiables.

Con la informacidén ohtenida, deberian iniciarse otros estudios para
encontrar el mecanismo de transmisién de la hepatitis C en ciertas
zonas del pais, donde se halla una concentracién marcada de casos
positivos. Dado que no se cuenta con medicamentos ni vacunas
totalmente eficaces, sé6lo puede recurrirse a una difusién de
informacidn acerca de las vias de transmisién conocidas del VHC
como medida profildctica.

HEPATITIS DELTA

No se logré conocer la seroprevalencia para el VHD, para 1o cual
es recomendable realizar un estudio serocepidemiolégico mas extenso.

Las hepatitis virales son un problema de salud en México, no sélo
por lo comin de las infecciones, pues ademds de la morbi-mortal idad
a la que estdn asociadas no existe a la fecha un tratamiento
eficaz, ¥y a excepcién de la hepatitis B, no hay vacuna para
prevenirlas; por tanto los enfoques de prevencién van dirigidos en
algunos casos ( Hepatitis B, C vy delta) hacia el tamizaje de
donadores para transfundir sangre segura, y en otros (Hepatitis A y
las demds transmitidas entéricamente) al mejoramiento de
condiciones de higiene.

La importancia de este trabajo es haber proporcionado informacién
actual y confiable de la prevalencia de las hepatitis virales en la
Republica Mexicana que ayudaran al establecimiento de estrategias
para la prevencién y contro) de estas enfermedades.

Es necesario realizar otros estudios como el presente para ampliar
el conocimiento de 1la prevalencia de infeccién con otros agentes
virales causales de hepatitis, como el virus de la hepatitis delta
y el virus de la hepatitis transmitido entéricamente (VHE).
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APENDICE

PREPARACION DE REACTIVOS

HAVAB EIA (Abbot Lahoratories)

1. SUSTRATO: Cada tableta de ortofenilendiamina (OPD) se disuelve
en S ml de diluyente de sustrato. La solucién sustrato se debe
preparar inmediatamente antes de utilizarla. Una vez preparada, la
solucion es estable durante 60 min a la temperatura ambiente.

Hepanostika HBsAg (Organon Teknika)

1. SDLUCION DE LAVADO: Diluir solucidén reguladora de fosfato
concentrado 1:25 con agua destilada. La solucién de lavado diluida
es estable dos semanas a 2-8°C.

2. PEROXIDO DE UREA: La tableta de peréxido de urea se disuelve en
10 ml de agua destilada (el material insoluble presente no afecta a
la prueba); si se guarda en la oscuridad a 2-8 °C es estable
durante un afo.

3. SUSTRATO. Cada tableta de OPD se disuelve en 2.5 ml de agua
destilada; guardar en la oscuridad hasta su completa disolucién, lo
cual ocurre en aproximadamente 15 min; aradir 100 pl de peréxido de
urea por cada 2.5 ml de solucion de OPD, La solucidén sustrato debe
emplearse de inmediato.

MONOLISA Anti~-HBc (Diagnostics Pasteur)

1. SOLUCION DE LAVADD: Diluir 1:1@ con agua destilada; es estable
quince dias a 2~8 °C.

2. SUSTRATO:Disclver cada tableta de OPD en 10 ml de diliyente de
sustrato; debe emplearse en madximo media hora y tenerlo alejado de
la luz directa.

Hepanost ika anti-HBs (Organon Teknika)

1. SOLUCION DE LAVADO: Diluir la solucién reguladora de fosfato
concentrado 1:25 con agua destilada. La solucién de lavado diluida
es estable dos semanas a 2-8°C.

2. CONJUGADO: Reconstituir cada vial de conjugado con 5.6 ml de
solvente para conjupado, dejar que se disuelva por completo (unos
tres minutos) y homogeneizar. Mezclar los contenidos en caso de
utilizar mds de un vial; el conjugado reconstituido es estable
cuatro semanas a 2-8 °C.
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3. PEROXIDO DE UREA: La tableta de peréxido de urea se disuelve en
19 ml de agua destilada (el material insoluble presente no afecta a
la prueba); en la oscuridad a 2-8 °C es estable durante un ado.
4,PEROXIDO/TAMPON SUSTRATO: De la solucién de peréxido de urea se
afade 1 ™1 al vial que contiene el diluyente de sustrato; es
estable un afo a 2-8 °C,

S. SUSTRNTO: Para preparar 5.6 ml de solucién sustrato se afaden
0.5 ml de peréxido/tampén sustrato a S ml de agua destilada vy
mezclar; afadir 100 pl de tetrametilbencidina (TMB) y mezclar. La
solucidn sustrato tiene que ser (casi) incolora cuando se emplee;
su estabilidad es muy poca,por lo que debe prepararse y emplearse
de inmediato (madximo media horad.

Hepanostika HBeAg/anti-HBe (Organon Teknika)

1. SOLUCION DE LAVADD: La solucién de lavado debe diluirse 1:1Q@ con
agua destilada antes de su uso. La solucién de lavado diluida es
estable a 2-8 °C durante ocho semanas.

2. CONJUGADO: cada vial debe vreconstituirse con 6 ml de cloruro
sédico @.15 mol/1l} un vial es suficiente para cuatro tiras. El
conjugado reconstituido es estable ocho semanas a -20 °C y puede
ser congelado no méds de dos veces.

3. PEROXIDUO DE UREA: La tableta de peréxido de urea se disuelve en
12 ml de agua destilada (el material insoluble presente no afecta a
la prueha); si se guarda en 1a oscuridad a 2-8 °C es estable
durante un afo.

4,PERDXIDO/SUSTRATO: De 1a solucién de peréxido de urea se aRade
.5 ml al vial que contiene el diluyente de sustrato; es estable un
afo a 2-B °C en la oscuridad.

S. SUSTRATO: Por cada 0.3 ml de peréxido/sustrato se arRaden 2.7 ml
de agua destilada, mezclarj apadir 25 pl de solucién TMB vy
mezclar. La solucidn sustrato tiene que ser (casi) incolora cuando
se emplee; su estabilidad es muy poca,por lo que debe prepararse y
emplearse de inmediato (midximo media horal.

Hpanostika HDV (Organon Teknika)

1. SOLUCION DE LAVADO: Diluir 1la solucidén reguladora de fesfato
concentrada 1325 con agua destilada. La solucién de lavado diluida
es estable dos semanas a 2-8°C.

2.HDAg: Cada vial debe reconstituirse con 1 ml de agua destilada
para l1a prueba de anti-HD y 8.5 ml de agua destilada para la prueba
de HDAg (Nota: 1la solucién de HDAg se utiliza como control HDAg
positivo en la técnica de HDAg); el HDAg reconstituido no permanece
e#stable, por lo que debe emplearse en un plazo no mayor de dos
horas.

3. CONJUGADD: Reconstituir cada vial de conjugado con 1.5 ml de
agua destilada, mezclar los contenidos en caso de utilizar mas de
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un vial; el conjugado reconstituido no permanece estable, por 1lo
que debe emplearse en un plazo no mayor de dos horas.

4. PEROXIDO DE UREA: La tableta de peréxido de urea se disuelve en
1@ ml de agua destilada (el material insoluble presente no afecta a
la pruebal; si se guarda en la oscuridad a 2-8 °C es estable
durante un afo.

S5.PEROXIDO/SUSTRATO: De la solucién de peréxido de urea se aRade |
ml al vial que contiene el diluyente de sustrato; es estable un
afo a 2-8 °C.

6. SUSTRATO: Para preparar 5.6 ml de solucién sustrato se aRaden
9.5 ml de peréxido/sustrato a 5 ml de agua destilada y mezclar}
afadir 100 pl de solucién TMB y mezclar. La solucidén sustrato tiene
que ser (casi) incolora cuando se emplee; su estabilidad es muy
poca,por lo que debe prepararse y emplearse de inmediato (maximo
media horal.

MONOLIBA Anti-HCV (Diagnostics Pasteur)

1. SOLUCION DE LAVADO: Diluir la solucidén de lavado 1:1@ en agua
- destilada; es estable quince dias a 2-8 °C.

2. SUSTRATO: Disolver cada tableta de orto-fenilendiamina en 1@ ml

de diluyente de sustrato; su estabilidad es muy poca, por lo que

debe emplearse de inmediato y mantenerse alejado de la luz directa.

Enzygnost Anti-HCV (Bhering)

1. Diluir la solucién de lavado 1:20 con agua destilada. Una vez
preparado, la solucién de lavado diluida es estable durante una
semana a 2-8°C.

2. Diluir el sustrato 1:11 con el diluyente de sustrato, antes de
utilizarlo. Utilizar la solucién de conjugado preparada, en menos
de ocho horas, guardada en la oscuridad a 18-25°C.

UBI HCY EIA (Organon Teknika) .o .-

1. SOLUCION DE LAVADO: Diluir 1la solucién de lavado 1:10 con agua
destilada. Una vez preparado, la solucién de lavado dituida es
estable durante tres meses.

2. CONJUGADO: Diluir el conjugado 1:101 con el diluyente de
conjugado, antes de utilizarlo. Utilizar la solucién de conjugado
preparada, en menos de ocho horas.

3. SUSTRATO: La solucién sustrato de OPD se debe preparar
inmediatamente antes de utilizarla. Una vez preparada, 1la solucién
es estable durante 60 min. a la temperatura ambiente. Cada tableta
de OPD se disuelve en 3 ml de diluyente de OPD.
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Lia Tek HCV I1III (Organon Teknika)

1. Diluir la solucién de lavado 1:5 con agua destilada. Una vez
preparado, la solucién de lavado diluida es estable durante dos
semanas guardado a 2-B°C.

2. Diluir el conjugado 1:108 con el diluyente de conjugado, antes
de utilizarlo. Utilizar 1la solucién de conjugado preparada, en
menos de ocho horas, guardada en la oscuridad.

3. Diluir el sustrato 1:100 con el diluyente de sustrato, antes de
utilizarlo. Utilizar la solucién de conjugado preparada, en menos
de ocho horas, guardada en la oscuridad a 18-25°C.

ESTA TESIS NO DEBE
SALIR DE LA BIBLIOTECA
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