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I NTRODUCCTI1ON

La hepatitis viral continGa siendo un proble
ma de salud pablica, de distribucidédn mundial, debi
do a la gran dificuitad para aislar y propagar los
virus causantes de la enfermedad.

Existen varios reportes, como veremos en el-
transcurso de este trabajo, sobre intentos que se-
han hecho para aislar los virus tanto de la hepati
tis tipo “A” como de la tipo "B”, en cultivos de -
tejido, pero ninguno ha sido realmente satisfacto-
rio. La propagacidén de estos virus en modelos ani
males experimentales también ha presentado grandes
dificultades, lo cual ha contribuido asi mismo a -
frenar el avance ce las investigaciones sobre es--
tos dos agentes patdgenos.

En el momento actual y desde un punto de vis
ta eminentemente practico, el Gnico recurso Gtil -
para reconocer la presencia de uno de estos virus,
el tipo "B” es la deteccidén del antigeno descubier
to por Blumberg en 1964 (7) llamado antigeno Aus--
tralia por este investigador por haber sido identi
ficado originalmente en el suero de un aborigen --
australiano. A pesar de que este antigeno, cuya -
relacién con el virus de hepatitis "B” estd plena-
mente demostrada, sélo es detectado en aproximada-
mente el 50 % de los individuos portadores, sanos-
o enfermos, es posible reducir de manera significa
tiva la posibilidad de transmitir el agente patdge

no si se aplican métodos satisfactorios para su de
teccibn.



Quizad la reduccidén mis importante de casos -
de hepatitis ha sido lograda en el caso de las lla
madas hepatitis pos~transfusionales, que en el pa-
sado constitufa una proporcidén importante de casos
de hepatitis viral, del orden de 1% del total de -
transfusiones y con una mortalidad del 0.1% tam- -
bién del total de los individuos transfundidos. -
Si tomamos en consideracién que el hombre puede --
convertirse en portador sano con antigenemia pepr—-
sistente tal vez por tiempo indefinido, el riesgo-
de transmisibén del virus tipo ”B” a partir de por-
tadores sanos es considerablemente mas elevado que
cuando se trata de enfermos en los que la enferme-
dad ha sido diagnosticada y se han tomado las medi
das precaucibén indicadas. Por otra parte se sabe-
ahora que la transmisién del virus tipo ”"B” puede-
realizarse por mecanismos muy diversos, generalmen
te en todas aquellas condiciones en las que existe
solucidén de continuidad entre un tejido sano y san
gre o fluidos orgénicos contaminados; se sabe tam-
bién que este antigeno puede ser detectado en sali
va, orina, semen, heces, fluido menstrual, de ahi-

que las probabilidades de transmisién sean mayores
de las que se pensaba hasta hace algunos afos, y a
ello debemos agregar la posibilidad de transmision

por la via oral plenamente comprobada asi mismo.

La importancia del problema estd ampliamente
fundamentada en la literatura biomédica de los Gl-
timos 10 afios principalmente, y resultaria demasia
do extenso tratar de presentar en esta introduc- -
cién todas las situaciones que han permitido |le--
gar a establecerla; sin embargo es necesario hacer



énfasis en que, por ahora, el Gnico recurso de la-
boratorio que nos permite definir el diagnéstico -
de hepatitis por virus "B” es la deteccidén del - -
”"AgsHB”, por lo cual resulta particularmente impor
tante también el manejo adecuado de la metodologfa
disponible en el momento actual.

La diversidad de técnicas desarrolladas para
este fin ha hecho indispensable para muchos labora
torios tratar de seleccionar el o los métodos que-
en mayor grado pudieran resultar adecuados en sus-
condiciones de trabajo. Como se verd, a lo largo-
de este estudio ha sido posible reconocer ventajas
y desventajas de los métodos analizados criticamen
te con el propdsito de ofrecer a otros laborato- -
rios y bancos de sangre alternativas asequibles; -
puesto que con gran frecuencia lo "ideal” se aleja
bastante de lo “real”, esto es, de lo realizable -
en la préactica.



CAPRP.- I T ULO [KL
ANTECEDENTES HISTORICOS

ANTIGENO AUSTRALIA, NOMENCLATURA ACTUAL Y SUBTIPOS.

La hepatitis es una enfermedad infecto-conta
giosa sistémica, pero que ataca principalmente el-
higado, y se conoce desde hace méas de 2 000 afios.-
En tiempo de Hipécrates (377 A.C.) ya era conocida;
posteriormente, Galileo y Celsius hicieron una des
cripcién relativamente buena de la enfermedad. Ac
tualente la hepatitis viral es una de las enferme-
dades més peculiares, que presenta el riesgo de —-
una contaminacidén accidental, ya que todavia no se
cuenta con una vacuna efectiva y ni si quiera se -
ha podido aislar el agente causal en cultivo de te
Jidos ni en animales de laboratorio.

Aunque se piensa que siempre han existido —--
las formas epidémica y endémica, su origen viral y
su patogenia sélo han sido reconocidos recientemen
te.

En un principio se consideraba que una hepa-
titis no toxica era de origen infeccioso, y asi se
denominé "Hepatitis Infecciosa”, y se pensaba que-
era el resultado de una contaminacién fecal de ali
mentos y agua. Por lo tanto se le consideraba como
enfermedad endémica en nifios, y ocasionalmente e
gaba a ocurrir en adultos, sobre todo en tiempo de
guerra cuando se presentaban con mds frecuencia --
epidemias de hepatitis. La epidemiologia de la en-
fermedad llegdé a conocerse bastante bien, conside-



rédndose que solo era transmitida por la via diges-
tiva, ademds se conocia el perfodo de incubacidén -
de la enfermedad.

Durante la 2a. guerra mundial (1938-1943) se
reconocid un tipo diferente de hepatitis, que se -
presentd en muchos soldados de los EUA. que habfan
recibido una vacuna contra la fiebre amarilla, pre
parada con plasma humano. En ese entonces se re~-
portaron 26,771 casos de hepatitis, aunque se esti
ma que el ndmero fue mayor, y la tasa de mortali--
dad de casos reconocidos fue de 3 por 1 000 (1). -
Se considerdé diferente porque en esta ocasidén el -
periodo de incubacidon fue mds largo que el reporta
do en casos de hepatitis infecciosa. Ademds, el --
origen etioldgico no era el mismo, ya que en esta-
ocasidn se trataba de plasma humano, posiblemente-
ictérico.

Entonces se enfocd la atencidn sobre este --
agente que producia una enfermedad similar a la he
patitis infecciosa, a la que |lamaron hepatitis --
por suero, ya que éste era la fuente de transmi- -
sidén, y empezé a reconocerse como una importante -
entidad etiolbégica.

Tomando en cuenta esta nueva variedad de he-
patitis, en estudios retrospectivos se encontrdé --
que en 1883 (2) ya se habia presentado un brote -
epidémico de hepatitis por suero, que siguid a la-
inyeccién de vacuna anti-variolosa (smallpox) pre-
parada con suero humano y que habia sido clasifica
da como una epidemia de ictericia. Por 1930 Stokes
y colaboradores (3) reconocieron una ”“ictericia” -
diferente que segufa al tratamiento parenteral con



arsénico, para tratar la sifilis, la cual era mas-
bien de tipo infeccioso que de tipo téxico. En --
1938, Propert (4) reporté casos de mortalidad por-
el uso de suero humano de convaleciente de saram--
pién, confirmando el hallazgo de Mac Nulty (5) rea
| izado un poco antes, después se relacionaron es—-
tas epidemias de ”"ictericia por jeringa”, con hepa
titis séricas.

Hasta ahora los agentes de la hepatitis in--
fecciosa y de la hepatitis sérica no han podido -
ser cultivados ”in vitro”, ni plenamente identifi-
cados; no obstante, se piensa que cuando menos son
dos los tipos de virus causantes, y en 1951 Mac Ca
[lum y sus colaboradores (6) sugirieron los nom- -
bres de hepatitis tipo "A” y de hepatitis tipo ”"B”
respectivamente, y si se presentara otra variedad-
se le podria denominar C,D, etc.

La hepatitis de periodo corto de incubacidn-
fué llamada tipo "A", o sea |lamada hepatitis in--
fecciosa, ya que se pensaba que sélo era producida
por contaminacidén de alimentos y agua con heces y-
orina infectadas. También se le denominaba hepati
tis epidémica, ictericia catarral aguda, y en Ru--
sia se le |lamé enfermedad de Botkin.

A la hepatitis viral que Mac Callum denomind
tipo ”"B” se le ha conocido también como hepatitis-
de larga incubacidn, y como se pensaba que s6lo --
era transmitida por via parenteral se le denomind-
asi mismo hepatitis por suero, postransfusional, -
ictericia por suero hombélogo, ictericia por jerin-
ga, etc. ‘



Las dificultades encontradas por todos los -
investigadores para aislar los agentes etiolégicos
de estas hepatitis de origen infeccioso dieron por

resultado un decaimiento en el interés sobre su es
tudio.

Con ayuda del microscopio electrénico se de-
finié que muy probablemente eran virus los causan-
tes ya que se habfan observado particulas con es--
tructura viral en el suero de muchos pacientes con

hepatitis aguda. Casi todos esos estudios resulta
ron poco concluyentes principalmente por la imposi
bilidad de replicar a los agentes etiolbégicos en -

cultivos celulares "in vitro” o en algin modelo ex
perimental animal.

El descubrimiento que produjo grandes avan--
ces en el estudio de la fase virémica de la hepati
tis por virus tipo "B” fué el realizado casualmen-
te por Baruch S. Blumberg en 1964, en Philadelphia
EUA. (7), cuando estaba investigando isoprecipiti—
nas contra beta-|ipoproteinas de sueros humanos en
pacientes multitransfundidos; usando la técnica de
doble difusidén de Ouchterlony encontrd, en un pa--
ciente hemofilico que habia recibido muchas trans-
fusiones un anticuerpo raro que reaccionaba con el
suero de un aborigen australiano, pero no con los-
otros sueros incluidos en el panel. A ese antigeno
Blumberg le |lamé antigeno Australia (Ag Au), y --
fué encontrado en el 20% de los pacientes con hepa
titis viral y posteriormente asociado s6lo con la-
hepatitis por suero o sea la tipo ”B”.

El descubrimiento del antigeno Au, y de sus-
anticuerpos respectivos, asi como su asociacidén --



con la hepatitis tipo "B”, requirid nueva termino-
logia por lo que |d& nomenclatura ha ido cambiando,
ya que el nombre que le dié Blumberg de antigeno -
Australia parece indicar una asociacidén de la en--
fermedad con ese pais exclusivamente, de ahi que -
en 1968, cuando Prince (8) la asocié con la hepati
tis sérica, se le denomind "AgSH” o sea antigeno -
de la hepatitis sérica; mas adelante (1969) en la-
Universidad de Yale se demostrd que este antigeno-
no sélo se encuentra en el suero, pues fué encon--
trado en otras personas que no habian recibido nin
guna transfusidén de sangre, por lo que se le dido--
el nombre de AAH o sea antigeno asociado a la hepa
titis; como este nombre tampoco era muy representa
tivo, en 1972 el National Research Council de EUA.
lo denominé antigeno de la hepatitis tipo "B”, o -
sea AgHB que ya es més representativo; por Gltimeo,
el Comité sobre Hepatitis Viral del Consejo Nacio-
nal de Investigacidn - Academia Nacional de Cien--
cia de los EUA. propuso la siguiente nomenclatura-
(ver cuadro No. 1); en el cuadro se explica el sig
nificado de los diferentes simbolos y términos en-
uso actual y aceptados internacionalmente. i

Por lo que toca a los sub-tipos indicados en
el cuadro No. 1, se sabe que "a" es una determinan
te antigénica comin, y que hay una segunda determi
nante que puede ser "d” o "y”, las cuales determi-
nan el genotipo del virus. Se ha observado que es
mds comin la determinante "ay” entre los norteame-
ricanos, y la determinante ”"ad” se ha encontrado -
mads bien entre donadores de sangre Thailandeses. -

Se han hecho varios estudios por el método de inmu



nodifusidn, usando como antigeno sueros purifica--
dos en gradiente de sacarosa o de cloruro de cesio,

-y también utilizdndolos en la inoculacidén de anima
les para la preparacién de los sueros anti corres
ondientes. Al observar que no todos los "ad” ni-
p q

” ”

todos los "ay” eran idénticos (9, 10) Bancroft y -
colaboradores (9) y posteriormente Levene y col. -
(10) encontraron dos determinantes antigénicas mas
y las denominaron “w” .y "r”, resultando asi los --
sub-tipos "adr”, "ayr” y "ayw”. Estas Gltimas ob-
servaciones se hicieron absorbiendo el suero anti-
con antigenos heterdlogos.



CUADRO No. 1

NOMENCLATURA Y TERMINOLOGIA RELACIONADA CON LA HEPATITIS VIRAL TIPO ”B”

( Propuesta por el Comité sobre Hepatitis Viral del Consejo Nacional de Investigacién y
Academia Nacional de Ciencias de los EUA. )

Ag HB - Antigeno de la Hepatitis tipo ”B” que se encuentra en la superficie de la --
s , - 5
particula Dane y en las otras particulas libres de 20 mm.
Ag HB - Antigeno de la Hepatitis ”"B” que se encuentra en el “Core” (corazén o centro)
2 de la particula Dane.
Particula Dane - Particula de 42 mm. que contiene dos antigenos: AgsHB y el AgCHB.
HVB - Virus de la particula Dane, de la hepatitis tipo "B".
AgSHB/adr - Antfgeno de la superficie de la hepatitis ”B” con la expresién del deter-

minante especifico de grupo a, y las determinantes antigénicas especifi
cas de subtipo, d y r (ejemplo).

Anti-HBs - Anticuerpos contra el antigeno de superficie de la hepatitis ”"B”. Si se -
. conoce l|a especificidad, las determinantes antigénicas deben indicarse des
pués de una diagonal (ejemplo: Anti-HBs/adr).

Anti—HBC - Anticuerpos contra el antigeno ¢ (del core).

SuUB-TIPOS DEL HBsAg.

HBsAg/ayw (4 sub-tipos)
HbsAg/ayr +

HBsAg/adw (2 sub-tipos)

HBsAg/adr +

o1
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CAPI1TULO 1.

"HEPATITIS VIRALESY™”

GENERALIDADES Y DIFERENCIAS.

Se sabe que cuando menos son dos los tipos -
de virus causantes de las hepatitis virales. Ya -
que hasta la fecha no se han podido aislar los agen
tes etioldégicos causantes, para poder diferenciar-
entre los dos tipos de hepatitis tenemos que basar
nos en algunos aspectos clinicos como son: el pe--
riodo de incubacién, que es diferente, ya que en -
el caso de la hepatitis tipo “A” dicho periodo es-
de 15 - 50 dias con una media de 30 dfas, sin ha--
cer caso de la ruta de infeccidn ya que es esen- -
cialmente el mismo siguiendo a una exposicidn pa--

renteral u oral (6). En contraste, el perfodo de-
incubacién del virus de la hepatitis tipo "B” es -
mucho mayor, entre 45 - 180 dias, con promedio de-

00 dias. Aunque la hepatitis tipo “B" es general-
mente transmitida por la ruta parenteral, es bien-
reconocido que también puede propagarse por contac
to o por la via oral (6).

Consecuentemente, una historia de exposicidn
parenteral puede ser citada como Gtil para estable
cer el diagnéstico, pues si el periodo de incuba--
cidén es largo es casi seguro que la infeccidén es -
de tipo "B”. Por otro lado, es dificil precisar -
el tiempo de evolucién si no hay antecedente de --
inoculacién.
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Se puede diferenciar si se tiene conocimien-
to del tipo de cuadro clinico que presentd, ya que
en el caso de hepatitis tipo “A” el ataque tiende-
a ser repentino, agudo, con fiebre alta, mientras-
que en el caso de hepatitis tipo "B” tiende a ser-
incidioso, con fiebre leve, y se puede caracteri--
zar por un periodo prodrémico con urticaria, prurli
to y artritis en ocasiones.

Los sintomas usuales de fiebre, dolor de ca-
beza, malestar, fatiga, anorexia, nauseas, vomito-
y diarrea ocurren en ambos tipos de hepatitis.

Algunas pruebas de laboratorio pueden ser -
Gtiles para el diagnéstico diferencial de las hepa
titis, como se ve en el cuadro No. 2.

Entre las pruebas auxiliares para la diferen
ciacidén entre una hepatitis ”"A” y una "B”, tenemos
la determinacién de ambas transaminasas séricas --
(la glutamico-pirivica y la glutamico-oxalacética)
turbidez del timol, determinacién de inmunoglobuli
nas, especialmente la IgM, y principalmente la de-
teccibén del ”"AgsHB".

Transaminasas en sangre: Se alteran como se-
ve en el cuadro No. 2: ayudan a la diferenciacidn-
ya que en el caso de hepatitis tipo "A” se elevan-
antes de que aparezcan los sintomas clinicos, y en
ocasiones es el Gnico dato presente que identifica
a la enfermedad. Estos valores se normalizan a --
corto plazo y en promedio se ven alteradas no mas-
de 3 semanas, en el caso de hepatitis tipo "A”. -
En cambio, en la hepatitis tipo ”B” las transamina
sas se alteran lentamente y tienden a persistir al



CUADRO No. 2

DIFERENCIAS PRINCIPALES ENTRE LAS HEPATITIS VIRALES.

Periodo de Incubacién

Vias de Transmisién: M&s Comin:

Ocasional:
Curso Clinico
Complicaciones graves
Mortal idad

Deteccién del AgsHB

Niveles Anormales de TSGO y TSGP
Tipo de ataque

Otros Nombres

Niveles de IgM y
TURBIDEZ DE TIMOL.

HEPATITIS "A”

De 15 a 50 dfas

ORAL
PARENTERAL

BEN I GNO

RARA VEZ
CERCANA A 0%

NO PRESENTE

De 1 a 3 semanas.
USUALMENTE AGUDO

HEPATITIS INFECCIOSA
HEPATITIS EPIDEMICA

USUALMENTE AUMENTAN
CON ICTERICIA O SIN
ELLA.

HEPATITIS ”B”.
De 45 a 180 dfas.

PARENTERAL.
ORAL.

PUEDE SER GRAVE

o 10% de casos.

+ el 10 %.

PRESENTE DURANTE LA [INCUBACION
Y EN FASE AGUDA, PERSISTE LARGO
TIEMPO EN PORTADORES SANOS.

De 1 a 8 meses o més.
USUALMENTE INSIDI0SO.

HEPATITIS SERICA, POR SUERO
HOMOLOGO, POSTRANSFUSIONAL.

USUALMENTE NORMALES EN CASOS
ANICTERICOS, EN CASOS ICTERI
COS AUMENTAN.

e
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tas por semanas o meses (transaminitis). De acuer
do a la técnica de Cabaud y Wrobleski las cifras -
deben considerarse anormales por arriba de 40 U. -
unidades. La alteracién de transaminasas en hepati
tis tipo "A” suele observarse con cifras mayores -
que en el caso de hepatitis "B"”.

La turbidez del timol puede ser una prueba -
Gtil para diferenciar las hepatitis, sobre todo --
cuando el paciente no estd ictérico, ya que en ca-
so de tratarse de una hepatitis tipo "A”, sea icté
rica o anictérica, los valores de turbidez del ti-
mol van a ser anormales (elevados), y por lo gene-
ral permanecen normales en el caso de hepatitis --
"B” anictérica, aunque puede ser anormal en caso -
de hepatitis ”"B” ictérica; por lo tanto, no siem--
pre es de utilidad.

Determinacién de Inmunoglobulinas: Los nive-
les de la IgM en ambos tipos de hepatitis viral --
son esencialmente los mismos, como en el caso de -
la turbidez del timol (11), ya que un aumento en -
la turbidez del timol estd correlacionado con un -
aumento de la IgM.

Deteccidén del "AgsHB”: La especificidad del-
AgsHB en caso de hepatitis ”“B” ha sido bien docu--
mentado (12), y va a estar en relaciédn con el sub-
secuente aumento en los niveles de TGO y finalmen-
te con la aparicidén de la ictericia. EIl problema-
es que s6lo una prueba positiva para la presencia-
del AgsHB puede ayudar en el diagéstico de hepati-
tis tipo "B”, ya que en el caso de una prueba nega
tiva, esto puede deberse a que se trata de una he-
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patitis tipo “A” o bien puede ser de tipo “B" sin-
que el suero contenga en ese momento el "AgsHB”, o
estar éste en cantidades tan pequefias que el méto-
do empleado para su deteccién no sea suficientemen
te sensible.
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CAPITULO Iv.

HEPATI1ITIS VIRAL TI1PO "B”.

CLASIFICACION DE ACUERDO A SuU CUADRO CLINICO.

Dependiendo de las manifestaciones clinicas-
que se presentan durante la enfcrmedad, ésta se ha
clasificado en hepatitis viral benigna cuando si--
gue el curso habitual, tipico, y posteriormente el
enfermo vuelve a la normalidad, o bien se conside-
ra como hepatitis viral severa cuando el paciente-
en vez de mejorar tiende a desarrollar una hepati-
tis crénica progresiva, y en la mayoria de los ca-
sos el desenlace es fatal: Ver cuadro No. 3.

1.- Hepatitis viral ordinaria o tipica es el
nombre que se le da a las hepatitis virales mas --
frecuentes, que siguen un curso tipico y benigno;-
en un 85 % de los casos se presenta una fase pro--
drémica de duracibén variable y que se caracteriza-
por fatiga y anorexia. En la fase preictérica hay-
fiebre, nunca mayor de 39°C, calosfrios, cefalea y
manifestaciones de tipo catarral agudo o gastroin-
testinal con sensacidn de pesadez en &rea hepdtica
El higado se encuentra aumentado de volumen y se -
palpa abajo del borde costal en dimensiones varia-
bles: puede presentarse diarrea o estrefiimiento, -
nduseas y/o vémito. Durante esta fase, que en pro-
medio dura una semana, se observa coluria e hipoco
lia o acolia.

La fase ictérica se presenta en forma varia-
ble y en general afecta desde un principio a las -



CUADRO No.

VARIANTES CLINICAS DE LA

3

HEPATITIS VIRAL.

ESPECTRO CLINICO

ENFERMEDAD BENIGNA.

Hepatitis viral ordinaria tipica.
Hepatitis Anictérica.

Hepatitis Colestética.

Hepatitis Recurrente.

Hepatitis Crdénica Persistente.

(transaminitis).

ENFERMEDAD SEVERA.

Hepatitis Anictérica.
Hepatitis Crénica activa "agresiva”

Hepatitis Fulminante.

ESPECTRO HISTOLOGICO.

HEPATITIS CLASICA.

NECROSIS HEPATICA
SUBAGLIDA.

L1
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conjuntivas; en ocasiones es discreta y parece no-
progresar; sin embargo, en la mayoria de los casos,
3 a 5 dias después la ictericia es notoria en piel
y mucosas. Al aparecer la ictericia, la fiebre de
saparece, asi como otros signos y sintomas mas o -

menos inespecificos. La ictericia alcanza su maxi
mo entre el dia 10 y 14 de la fase ictérica. EI -
higado estd crecido y ligeramente doloroso, el ba-

zo se palpa en uno de tres a cinco pacientes, la -
coluria es intensa y las evacuaciones pueden ser -
aun hipocélicas. A partir de este momento la icte
ricia empieza a declinar y 2 a 4 semanas después -
toda la signologia ha desaparecido.

En ocasiones la etapa ictérica es de mds cor
ta duracibén y puede incluso desaparecer a los 3 a-
5 dfas de iniciada. La fase postictérica, con du-
racién de 4 a 8 semanas, se caracteriza por la nor
malizacién de la signologia mencionada anteriormen
te; el paciente muestra apetito, sin embargo, pue-
de tener signos de fatiga facil, malestar difuso,-
alteraciones gastrointestinales y el higado puede-
atn ser palpado y ligeramente doloroso. Pero la -
enfermedad es benigna y el paciente se recupera --
pronto.

2.- Hepatitis Anictérica es una variante de-
la hepatitis viral en la que no se presenta icteri
cia, y el diagnbéstico se sospecha cuando el pacien
te presenta una sintomatologia de hepatitis, si es
tuvo en contacto con algln enfermo, durante una --
epidemia, o bien se comprueba mediante un estudio-
histopatoldgico en una biopsia hepédtica. Se ha cal
culado que el 30% de los casos de una epidemia son
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anictéricos. También se han encontrado casos de -
hepatitis anictérica en poblacidén aparentemente sa
na. La sintomatologia de estos casos es vaga, re-
latdndose en ocasiones un curso de 5 a 7 dias con-
mani festaciones digestivas, fatiga y anorexia. En
uno de cada tres a cinco pacientes se puede encon-
trar crecimiento hepdtico. EIl nivel de fas trans-
aminasas séricas es alto, puede haber bilirrubinas
conjugadas en orina y la carga de bromosulfaleina-
no es depurada dentro del tiempo normal.

El diagnéstico definitivo es histopatoldgico,
en el que se demuestran las lesiones tipicas de la
hepatitis aguda. En algunas ocasiones puede presen
tarse hepatitis anictérica, pero crdénica, agresiva,
por lo que se vuelve severa y con desenlace fatal.

3.- Hepatitis Recurrente, también estd clasi
ficada dentro de las benignas, aunque puede |legar
a convertirse en crdénica progresiva; el curso de -
esta hepatitis es prolongado pero el paciente pre-
senta signologia de varios brotes agudos con icte-
ricia coluria, acolia, o hipocolia y fiebre. El hi
gado contindGa crecido y doloroso. Cuando se toman
biopsias en los diferentes estadios, se observa --
una imagen histopatoldgica semejante a la del cua-
dro agudo inicial. La frecuencia de este tipo de -
evolucibén es variable y va del uno al 15%, y la re
cuperacibén en la mayoria de los casos es completa.

En ocasiones, un paciente que habia mostrado
durante una o dos semanas un cuadro con subicteri-
cia bruscamente desarrolla aumento en los fenbéme--
nos colestisicos. Estos casos pueden ser conside-
rados de evolucidén mixta: recaidas y tendencia a -
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prolongarse.

4.- Hepatitis Prolongada, Crénica Persisten-
te. Con esta connotacidén se designa a la hepatitis
que sigue un curso prolongado que puede extenderse
hasta por seis meses e incluso por mas tiempo. EI
fenbémeno fundamental es colangitis y la expresidn-
clinica es de colestasis importante. A pesar de -
que la ictericia puede alcanzar cifras de bilirru-
binas mayores de 20 mg/100 ml., el paciente no --
muestra signos de actividad o progresidén del dafio-
hepdtico, e incluso la evolucidén inicial del cua--
dro agudo es semejante al descrito para los casos-
de evolucidn tipica. En las dos o tres semanas --
iniciales, el paciente gana peso y sb6lo manifiesta
ictericia y hepatomegalia discretas.

El diagnéstico puede ser realizado cuando se
tiene el antecedente de un cuadro previo, o bien -
en casos que corresponden a brotes epidémicos. En
un buen nimero de casos es necesario recurrir al -
estudio del material hepdtico obtenido por puncidn
biopsia. Este tipo de hepatitis viral se clasifi-
ca dentro de las benignas, ya que aunque con tiem-
po mas prolongado el paciente se recupera.

5.- Hepatitis Progresiva, Fulminante.- Con -
este término se designa la enfermedad que puede te
ner un curso progresivo y fatal répido. En el pri
mer caso el cuadro se considera subagudo, el pa- -
ciente continGa sintiéndose enfermo, puede presen-
tar manifestaciones digestivas o respiratorias, --
fiebre; la hepatomegalia y la esplenomegalia no -
tienen tendencia a mejorar si no por el contrario,
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en menos de tres meses el paciente muestra sinto--
mas de insuficiencia hepatica. La letalidad de es
tos casos es alta y en caso de supervivencia la re
cuperacibén es muy lenta, quizd dos afios, pero nun-
ca es total la recuperacion.

Cuando el proceso hepédtico se desarrolla ra-
pidamente las manifestaciones clinicas son verdade
ramente aparatosas; el paciente se muestra severa-
mente afectado con fiebre alta, palido, ictérico,-
con manifestaciones hemorragiparas y alteraciones-
del estado de conciencia que pueden ir desde la in
quietud, irritabilidad y delirio hasta el coma. -
Mas del 90 % de los pacientes que presentan este -
tipo de evolucién, fallecen dentro de la primera -
semana de iniciado el cuadro progresivo de insufi-
ciencia hepéatica.
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ASPECTOS INMUNOLOGICOS:

Por las razones que ya se indicaron anterior
‘mente, en particular las grandes dificultades que-
ha presentado el cultivo in vitro de los virus que
causan hepatitis, los avances en el conocimiento -
de ciertos aspectos inmunoldgicos ha sido bastante
lento. En el caso de la hepatitis por virus ”"B”
el perfodo de incubacién tan largo y variable es -
un factor que frecuentemente enmascara la realidad
inmunoldgica en los individuos infectados, y cons-
tituye la explicacién a una limitacién no superada
atGn de toda la metodologia para la deteccidn del -
"AgsHB”, que es la posibilidad de detectar alrede-
dor del 50 % de los individuos infectados, en un -
momento dado. En otras palabras, debido a que nin
glin método en uso actualmente es capaz, indepen- -
dientemente de su sensibilidad, de reconocer a la-
gran mayoria de los individuos infectados, el pano
rama inmunoldgico y epidemiolégico resulta necesa-
riamente incompleto.

Otro aspecto inmunolégico de particular inte
rés y que hasta ahora no ha sido debidamente expli
cado es el que se relaciona con la incidencia rela
tivamente elevada de seropositividad al "AgsHB” en
individuos con ciertos padecimientos como el Sin--
drome de Down (13), ia leucemia (14), lepra lepro-
matosa (15), lupus eritematoso sistémico (16), dia
betes (17). Tal parece que ciertos estados de in-
competencia inmunolégica favorecen de alguna mane-
ra la infeccién o la persistencia del antigeno cip
culante, y se ha pensado en una posible tolerancia
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inmunolégica parcial o completa hacia ese antigeno,
lo cual condicionaria una predisposicién al estado
de portador.

El individuo con antigenemia persistente - -
constituye un caso singular como fuente de transmi
sién de este agente causal, ya que estd plenamente
confirmada la posibilidad de transmisibén por diver
sos mecanismos que ya fueron mencionados con ante-
rioridad. Este problema plantea con mayor urgen--
cia la necesidad de desarrollar métodos preventi--
vos eficaces, que por ahora se reducen a las pers-
pectivas que se desprenden de los experimentos de-
Krugman (18) y de Prince (19), de los cuales se da
rdn mas detalles en el capfitulo de prevencidn.

ETIOLOGIA:

No se ha podido aislar el agente etiolégico-
de la hepatitis tipo "B”. EI diagndéstico por el -
|laboratorio se basa en la deteccidén del ”“AgsHB”, -
pero es necesario recordar que los resultados nega
tivos no son concluyentes, por las razones expresa
das en el capitulo sobre aspectos inmunolégicos. -
Es por ello que siguen siendo de utilidad algunas-
pruebas de funcionamiento hepéatico; en términos ge
nerales, se acepta que existe una correlacidn bas-
tante definida entre el grado de dafo al hepatoci-
to por el virus tipo ”"B” y el grado de anormalidad
de las pruebas funcionales hepaticas.

El aislamiento de otros tipos de virus de --
los grupos ECHO, Coxsakie, Adenovirus, Reovirus, -
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de virus de influenza y de citomegalovirus en indi
viduos con padecimientos diagnosticados como hepa-
titis virales, podria indicar desde una coinciden-
cia sin relacién etiolégica directa hasta la posi
bilidad no demostrada de que tales virus sean capa
ces de producir verdaderas hepatitis virales. Sin
embargo, no hay evidencias claras de esto Gltimo vy,
en cambio, las hay numerosas e incontrovertibles -
de que solamente los virus tipo “A” y “B” son capa
ces de producir hepatitis virales, al menos de - -
acuerdo a los cénones histopatolégicos.

Se ha pensado también en la posibilidad de -
que existan variantes antigénicas del virus tipo -
"B” capaces de provocar cuadros de repeticién al -
resultar inefectiva la proteccidén inmunolégica con
ferida por una variante antigénica.

EPIDEMIOLOGIA:

Se ha llegado a la conclusién de que la hepa
titis viral tipo ”"B” se transmite tanto por via pa
renteral como por la via oral, siendo las principa
les fuentes de contaminacién los portadores asinto
madticos y los casos anictéricos.

Entre las varias formas en que puede reali--
zarse la transmisidn del virus tenemos la via pa--
renteral principalmente, pero también puede ocu- -
rrir por la via oral, por contacto con descarga --
menstrual, en forma venerea, por el uso de cepi- -
llos de dientes, navajas de rasurar e instrumentos
dentales contaminados, por rasgufio o pinchazo con-
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agujas contaminadas por pacientes con AgsHB, y se-
guramente en otras formas también.

La transmisidén por via transfusional ha sido
quizd una de las mds frecuentes, y también han si-
do reportados casos aislados y epidemias en unida-
des de didlisis, muy probablemente debidas a este-
rilizacién inadecuada de materiales que entran en-
contacto con la sangre del enfermo.

Ademds de la sangre hay otras secreciones o-
escretas que pueden contener el antigeno, como la-
materia fecal, orina, saliva, bilis, semen, de - -
acuerdo a los reportes de Grob (20) y de Ferris --
(21).

La transmisién del AgsHB con orina es posi--

ble por personas con transplantes renales que |le=-
gan a convertirse en portadores crdnicos del Ag y-
lo siguen excretando por la orina. En el Royal --

Free Hospital de Londres y en Wellcome Research La
boratories de Beckenham también han detectado el -
antigeno en la orina, no s6lo en pacientes con - -
AgsHB positivo sino también en la orina de perso--
nas aparentemente sanas y que no tenian AgsHB de--
tectable en suero (22) y (23).

Por otro lado, Aklamar y colaboradores (24)-
demostraron el AgsHB en la bilis de uno de cinco -
individuos con antigenemia; mds recientemente Alp-
y Wrigh (25) reportaron el hallazgo de AgsHB por -
microscopia electrdnica y por inmunoelectroforesis
en la bilis de un paciente que era portador créni-
co del antigeno en su sangre.

Diversas pruebas serolbégicas de escrutinio y
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estudios epidemiolbégicos han puesto en claro que -
la prevalencia de donadores con AgsHB detectado en
sus sangres varia grandemente de pais a pais y ain
en diferentes &reas de un mismo pais. Debido a --
ello los bancos de sangre deberian ser mas estric
tos en la seleccidon de los donadores, ya que estos
muchas veces niegan sintomas de hepatitis, sobre -
todo los que reciben paga, y aqui se incluyen a al
cohdlicos, adictos, convictos.

PATOLOGIA:

Poco se sabe sobre la patogénesis de esta en
fermedad; sin embargo, se supone que el virus com-
promete directamente la funcidén del hepatocito y -
que el resultado de esta agresidén puede ser origi-
nada por un mecanismo autoinmune.

Las lesiones histopatolbégicas son sistémicas;
sin embargo, el higado es el 6rgano en el cual la-
enfermedad tiene su mdxima expresidén tanto clinica
como histopatoldgica.

Mediante biopsias hepaticas obtenidas en di-
ferentes etapas de la enfermedad se ha observado -
que la lesidn inicial es en el hepatocito, el cual
se ve hinchado con tendencia a la degradacion va--
cuolar; hay degeneracidén y necrosis de los hepato-
citos con ruptura de las l&minas hepéticas, exuda-
do inflamatorio mononuclear, intralobulillar y pe-
riportal.

Algunos hepatocitos se aprecian colapsados -
con escaso citoplasma acidéfilo. Estas células pro
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bablemente dan origen a los cuerpos acidé6filos in-
trasinusoidales o dentro de las células de Kupffer.
La presencia de estos cuerpos acidéfilos es carac-
teristica de hepatitis aguda, pero no es patognomd
nica, puesto que puede presentarse en cualquier --
otra alteracidén hepatica que se acompafie de necro-
sis celular.

La presencia brusca de necrosis de los hepa-
tocitos altera las |aminas hepaticas conduciendo a
desarreglo del patrdén lobulillar; las células de -
Kupffer se encuentran aumentadas en nGmero y tama-
flo y con alto contenido de material PAS-positivo -
producto de la fagocitosis de |ipofuscina.

Las lesiones que se han descrito pueden pro-
gresar rapidamente en cuestidon de dias y ser causa
de muerte del paciente o bien, como sucede en la -
gran mayoria de los casos, se inicia tempranamente
la regeneracidn celular y reparacién del dafo.

Se considera que el tiempo que tarda en recu
perarse la lesién histopatolégica varia de 2 a 3 -
meses; sin embargo, hay ocasiones en que puede ob-
servarse infiltrado mononuclear discreto peripor--
tal durante meses. Lo importante es que en estos-
casos los fenémenos residuales no se acompafan de-
fibrosis o de alteraciones de la |l&mina de los he-
patocitos.

b
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TRATAMIENTO.

No existe hasta la fecha un tratamiento espe
cifico para esta enfermedad. MA&s del 90 % de los-
casos tienen un curso benigno, esto es, que sanan-
en 3 a 6 semanas. Sin embargo, durante la fase --
aguda del padecimiento es conveniente cierta res--
triccién de actividades, aunque a los niflos es di-
ficil mantenerlos en reposo absoluto. Como se ha-
bia mencionado, en la la. y 2a. semanas de la en--
fermedad domina en el cuadro clinico la astenia, -
de tal forma que el propio paciente |imita sus ac-
tividades, siendo un “"termémetro” de su recupera--
cién el aumento progresivo de sus actividades.

El tipo de dieta en la gran mayoria de los -
casos no debe ser objeto de modificaciones. En los
nifos se abusa de los consejos populares de admi--
nistrar gran cantidad de carbohidratos en la dieta,
pero eso puede |legar al grado de producir intole-
rancia en el paciente. En otros casos es suficien
te con disminuir las grasas y los al imentos muy --
condimentados. No se ha probado la eficaciade las
| lamadas ”“drogas hepatoprotectoras” como los deri-
vados de la colina, metionina, inositol, vitamina-

B 12, etc.

Los pacientes cuyo curso de la hepatitis ten
ga tendencia a prolongarse o bien presenten compli
caciones derivadas de la insuficiencia hepatica, -
deberédn ser sometidos a:

a).- Reposo absoluto en cama; se ha demostrado que
el reposo es un recurso de valia que mejora el flu
Jode la gldndula e impide mayor sobrecarga por es-
fuerzo.
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b).- Esteroides; sélo en algunos casos de hepati--
tis prolongada grave se emplean, por sus propieda-
des anti-inflamatoria e hidrocolerética. Por lo -
general la dosis Gtil es de 2 - 3 mg. de predniso-
na o equivalentes x Kg. de peso por dia durante 7-
a 10 dias, ya que la administracidn por tiempo més
prolongado condiciona una serie de fendémenos cola-
terales de los esteroides.

c).- Administracién de soluciones por via intrave-
nosa; se recomienda en los casos de insuficiencia-
hepdtica grave, ya que se presentan hipoglicemia y
acidosis. Para corregir la hipoglicemia se usa so
lucién salina glucosada al 5 - 15% y en casos de -
acidosis se utiliza solucidn de bicarbonato de so-

dio.

PREVENCION Y CONTROL.

En hepatitis sérica, el uso de la globulina-
gamma es ampliamente discutido. Se han mencionado
dosis que son inaceptables desde un punto de vista
prdctico. Seglin Gell y colaboradores, la adminis-
tracibén de esta gamma-globulina debe hacerse lo --
mads pronto posible, para obtener una mejor protec-
cién, a dosis de 250 a 750 mg. para nifnos menores-
de 10 afios y de 500 a 1500 mg. para los de més - -
edad (26).

Aunque no se ha comprobado la eficacia de la
gamma-globulina en el tratamiento o prevencidén de-
la hepatitis tipo "B”, se ha hecho comin su uso, -
ya que al parecer es efectiva para prevenir o ate-
nuar la severidadde infecciones por virus tipo "A”.
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Algunos investigadores han utilizado la glo-
bulina gamma para prevenir hepatitis postransfusio
nal con éxito aparente; otros estén realizando es-
tudios con globulina hiperinmune con altos titulos
de anticuerpos contra el AgsHB, aunque hasta el mo
mento no se ha confirmado la capacidad protectora-
de esos anticuerpos contra el desarrollo de la he-
patitis tipo "B" (27).

Por el contrario, entre las medidas preventi
vas principales estd la de excluir a los donadores
de sangre que contengan el AgsHB o sus anticuerpos
respectivos, ya que el primero seria potencialmen-
te peligroso, mientras que los segundos indican --
que el individuo tuvo contacto con el AgsHB o que-
quizd sigue infectado.

Es probable que el método mds efectivo de --
prevencion sea la “inmunizacibén activa” contra la-
hepatitis viral tipo "B".

Entre los relativamente pocos trabajos sobre
inmunizacién activa tenemos los de Krugman, (28) -
quien la ha llevado a cabo en chimpancés, mediante
la inoculacién de un preparado de suero con AgsHB-
diluido en agua destilada y calentado a 98°C, du--
rante un minuto para conservarlo inmunogénico pero
no infeccioso. Una inoculacibén confiere bastante-
proteccidn, pero io ideal es recibir 3 inoculacio-
nes con intervalo de 2 meses.

Aunque la inmunizacidn activa contra la hepa
titis tipo ”"B”" estd en fase experimental, se espe-
ra que en un futuro no lejano se obtendra una vacu
na efectiva para su prevencion.
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CAPITULO V.

“ AGENTE CAUSAL"™.

CARACTERISTICAS DEL ”“AgsHB”

Debido a la falta de un medio adecuado de --
propagacién, hasta la fecha no se ha podido aislar
ni multiplicar ninguno de los virus causantes de -
las hepatitis, ni el de la tipo "A”, ni el de la -
tipo ”"B”. Como consecuencia, los investigadores -
han tenido muchos tropiezos para estudiar sus pro-
piedades y caracteristicas virolégicas e inmunolé-
gicas, debido a que los estudios sélo han podido -
realizarse con seres humanos voluntarios y en algu
nas especies de primates, con sus respectivas des-
ventajas-.

Los principales estudios morfolégicos de las
particulas virales se han hecho por observacién di
recta de sueros de pacientes con hepatitis aguda y
que han dado prueba positiva para el AgsHB, y tam-
bién en sus biopsias de higado.

Las particulas observadas presentan caracte-
risticas virales. Para la observacidn del suero se
Ileva a cabo una purificacidén previa por medio de-
ultracentrifugacién en gradiente de densidad de sa
carosa, separacibn en columna de intercambio i6ni-
co y digestidén enzimdtica. Las particulas observa-
das con tincidén negativa tienen diversa morfologia,
mostrando tres tipos de particulas que difieren en
tamafio, y que se han descrito como sigue: particu-
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las pequefias que tienen un didmetro de aproximada-
mente 22 nm pero con |limites de 16 - 25 nm, con —--
forma mas bien esférica pero que a veces tiene for
ma de estrella, corona y en ocasiones es ovoide --
(tal vez por accién de los fijadores); formas tubu
lares, de varios cientos de namémetros de longitud,
y que generalmente muestran turgencias bulbosas en
uno o en ambos extremos de los tlbulos; particulas
también esferoidales que miden alrededor de 42 nm-
de diametro, con un cuerpo central de aproximada--
mente 28 nm de didmetro y dos cubiertas, una de 2-
nm y otra de 7 nm de espesor. (ver foto)

Mucho se ha especulado sobre estos tres dife
rentes tipos de particulas, sobre todo de las esfe
roidales de 42 nm de diémetro, a las que Dane y co
laboradores (29) confirieron las propiedades anti-
génicas y sugirieron que serfa el propio virus de-
la hepatitis tipo ”“B”, en tanto que las formas tu-
bulares serfan sélo excedente de material de la cu
bierta viral.

Aunque no ha sido plenamente confirmado que-
las particulas de 42 nm que se observan en el sue
ro de pacientes con hepatitis tipo "B" sean en rea
lidad los virus causantes de la enfermedad, exis--
ten varios reportes que asi lo indican: se ha dado
el nombre de particula Dane a toda la particula --
(42 nm), y al cuerpo central de ésta, que mide - -
aproximadamente 28 nm se le conoce como core (cora
z6n), y de ahfi las denominaciones de ”“AgcHB” y - -
"AgsHB”; ademds, se han I|levado a cabo estudios pa
ra ver si esos antigenos muestran una actividad in
munoldgica diferente en animales de laboratorio --
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(cuyes), y se ha encontrado que en efecto se produ
ce una respuesta humoral con formacién de anticuer
pos anti-AgcHB o de anti-AgsHB segin sea el tipo -
de antigeno inoculado. La presencia de anticuer--
pos anti-AgcHB en un paciente puede ser un indicio
de que se trata de un portador crénico del AgcHB.

Por observacidén al microscopio electrdénico -
se han conferido a la particula Dane de 42 nm (29)
caracteristicas morfoldgicas de virus, y reciente-
mente se ha asociado la actividad de una ADN poli-
meraza con el AgcHB (30, 31).

Otro aspecto importante y que hay que tomar-
en cuenta es el del mosaicismo antigénico que pre-
senta; el antigeno de superficie estd asociado - -
esencialmente a las particulas pequeiias, que proba
blemente constituyen los nucleocdpsides de la par-
ticula Dane, y posee las especificidades antigéni-
cas que ya se mencionaron antes. Sin embargo, su-
aplicacién y su utilidad no han sido bien defini--
das ain, excepto por lo que toca a la determina- -
cién de su distribucidén en diferentes grupos huma-
nos o regiones ecoldgicas.

El AgsHB es una proteina con cantidades va--

riables de lipidos y su movilidad inmunoelectrofo-
rética es similar a la de la alfa-l-globulina; su-
densidad es intermedia entre la de las |ipoprotef-

nas séricas y la mayor parte de las protefinas; en-
cloruro de cesio la densidad de las fracciones con
actividad antigénica es de 1.20 a 1.21 g/ml. y de-
1.16 a 1.18 g/ml. en sacarosa.

El coeficiente de sedimentacién es de 110 S,
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aunque han sido reportados valores més bajos (32).

Alarcén-Segovia (33) llegé a pensar que el -
AgsHB es una protefina sérica genéticamente determi
nada, debido a su movilidad electroforética con --
las alfa-l-globulinas y a que aparece en el pico -
de exclusidén en la cromatografia.

Jézwiak y colaboradores (34) encontraron - -
aproximadamente un 5 % de ARN asociado al antigeno
AgsHB purificado, pero no fué detectado ADN.

Hirschman y colaboradores (35) detectaron --
una ADN polimerasa ARN dependiente en un concentra
do de AgsHB por medio de ultracentrifugacidn, de -
un suero de paciente con AgsHB positivo. Sin em--
bargo, no se detecté ARN en el concentrado de anti
geno, y aln cuando se ha deducido de estos resulta
dos que el AgsHB estd asociado con un ribovirus, -
resulta de la mayor importancia establecer que la-
especificidad de esa enzima es diferente de la que
pudiera encontrarse en las células-huésped.

Almeida y colaboradores (36) relacionaron el
AgsHB con las caracteristicas de un Arbovirus, con
componente de ARN y transmitido por artrdépodos, lo
cual significd un paso mas para identificar al an-
tigeno con un virus. Posteriormente, en un traba-
jo de Prince (37), fué aislado el AgsHB en 28 de -
187 mezclas de mosquitos capturados en Africa (Ke-
nia y Uganda); el antigeno fué demostrado por ia -
técnica de RIA, y las muestras correspondieron a -
ocho diferentes variedades de artrbépodos. Con es-
to se confirma lo que ya pensaba Almeida, que este
antigeno podia ser transmitido por artrépodos. Ade
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més, estos datos nos pueden ayudar a deducir por--
que hay una prevalencia mayor de AgsHB entre las
personas que habitan en los climas tropicales, si-
asociamos |la presencia de una gran variedad de ar-
trépodos en estas zonas.

No obstante, Skihoj piensa que ademas de la-
participacién de los artrépodos ya observada por -
Prince, hay que tomar en cuenta los aspectos higié
nicos y el ambiente social, ya que en areas como -
el Polo Norte en donde los artrépodos son escasos-
y sblo se presentan durante algunos meses del afio,
la hepatitis tipo “"B” es endémica en la regidn - -
(150 por 100,000 habitantes).

Pero lo mds importante de las propiedades --
del virus de la hepatitis tipo "B", o seadel AgsHB,
es que es altamente estable; como se ve en los cua
dros 4 y 5, la reactividad inmunolégica no es afec
tada por calentamiento a temperaturas relativamen-
te bajas; se requieren 20 minutos de ebullicidén o-
temperaturas de autoclave para inactivarlo.

Resiste la congelacién y la descongelacidn -
(hasta por 40 veces); la putrefaccién (por contami
nacién de 4 semanas a temperatura ambiente) no pro

duce ningin cambio en el antigeno. EI AgsHB resis
te a pH muy &cido de 2 - 2.5, tres horas a 37°C, o
a pH muy alcalino como de 9 - 10, durante tres ho-

ras a 27°C; resiste al tratamiento con 1 mol/lt de
HCl o por 6 mol/Ilt de NaOH, y también el tratamien
to con varias enzimas catabdlicas. Un pretrata- -
miento del antigeno purificado, con dodecil-sulfa-
to de sodio y eter etilico, hizo al AgsHB relativa
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mente sensible a la digestién proteolitica (38).

Aunque en el cuadro No. 5, no estd reportado
el efecto de la Beta propiolactona sobre la infec-
tividad del AgsHB, parece ser que si la inactiva,-
ya que algunos laboratorios la adicionan a los con
troles positivos de AgsHB.

También se han empleado soluciones de formol
para inactivar la infectividad del AgsHB.



~ CUADRO No. 4

EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE EL AgsHB.

TRATAMIENTO.

37°C 7 dfias
56°C 12 horas
60°C 2 horas
60°C 10 horas
98°C 1 min.

Ebullicién 20 min.

121°C 15 min.

EFECTO SOBRE LA

INFECT IVIDAD.
NINGUNO.
NINGUNO

NINGUNO

INACT IVAC ION
REDUCC ION
INACTIVACION

INACT IVACION

EFECTO SOBRE LA

ANTIGENICIDAD.

~ NINGUNO.

NINGUNO.

TITULO FC/4.

TITULO FC/4.

PROTE INAS ALTERADAS
TITULO FC/4.

INACT IVAC ION.

INACTIVACION.

Tomado de: Cossart Y.E. Epidemiology of serum hepatitis.
Brit. Med. Bull Vol. 28 No. 2; 1972 pp. 160.
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CUADRO No. 5

EFECTO DE ALGUNOS AGENTES FISICOQUIMICOS SOBRE EL AgsHB.

TRATAMIENTO: EFECTO SOBRE LA EFECTO SOBRE LA
INFECTIVIDAD. ANT IGENICIDAD.

Cloro a 10,000 ppm.

por 30 min. INACT IVACION INACT IVACION

Formol al 1.5% 7 dfas ? N INGUNO
Fenol al 2% 24 horas ? N INGUNO

* Merthiolate (1:2,000) NINGUNO N INGUNO.

* Mostaza Nitrogenada 0.5 mg/ml. N1NGUNO NO PROBADO.

“ Luz U.V. 8 - 10 mw/seg/cm? REDUCC ION N INGUNO.

* Beta-propiolactona 0.4 % ? NINGUNO.
Dodecil-sulfato de sodio al 1% NINGUNO DESTRUYE

(P/v), 1 hora a temperatura ambiente.

Dietil-éter 20% (P/v); a 4°C

toda la noche. NINGUNO NINGUNO.
Dietil-éter 50%
Al 50%, 2 horas a 0°C. N INGUNO N INGUNO.
Tomado de: Cossart Y. E. Epidemiology of serum hepatitis.

Brit. Med. Bull Vol. 28 No. 2; 1972 pp:160.

* (La autora no especifica el tiempo de accién de estos agentes).

6¢
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INTENTOS PARA REPLICARLO:

Se han hecho muchos intentos para aislar el-
“AgsHB” que se cree es el agente causal de la hepa
titis tipo ”"B”; hasta el momento, aunque se han --
considerado fallidos todos los cultivos realizados
en diferentes tejidos celulares, existen algunos -
reportes alentadores. Entre ellos tenemos los tra
bajos de Brighton y colaboradores (39), quienes --
inocularon sueros positivos con AgsHB en cultivos-
celulares de higado humano y observaron una impli-
cacidén progresiva de los componentes de las célu--
las, apoyéndose en el método de anticuerpos fluo--
rescentes: primero el citoplasma, luego la membra-
na perinuclear y el nucleolo, en ese orden.

En otro trabajo, Carver y Seto (40) descu- -
brieron la produccién de &reas de hemadsorcidén ne-
gativa cuando se inoculd suero positivo con AgsHB,
en células WI-38. Lo que se observé en este traba
jo, fué que el suero humano infectado hacia a las-
células refractarias al virus de Newcastle, y que-
el uso de un antisuero contra el AgsHB prevenia la
induccidn del estado refractario para el virus del
Newcastle.

Panouse-Perrin y colaboradores (41) han efec
tuado cultivos a largo plazo en tejido hepdtico hu
mano de nifios (H.H), en tejido conjuntivo (fibro--
blastos humanos embrionarios F.H.E y de adultos F.
H.A.) v en células K.B. Estos autores inocularon-
dichos cultivos con siete sueros diferentes, todos
conteniendo el AgsHB y principalmente las particu-
las DANE. Se tripsinaron las células dos veces --
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por semana, durante unos tres meses, y no se obser
vé ningln efecto citopatogénico. Pero lo importan
te de este trabajo es que aunque no habia ECP apa-
rente, la observacidén al microscopio electrénico -
de los liquidos de cultivo de las células H.H. y -
F.H.E., a los quince dias después de la inocula- -
cidén, mostrd unas estructuras icosaédricas con un
diémetro entre 25 - 27 nm libres y/o en ctmulos --
densos, a menudo vacias con didmetro de 20 nm. --
Esas estructuras parecen constituidas por un con--
junto de capsémeros de 5 nm de didmetro aproximada
mente, en grupos de cuatro para formar una arista.

De las observaciones anteriores, se dedujo -
que al parecer la particula DANE se multiplicé en-
el cultivo, y para demostrarlo se hicieron varias-
pruebas inmunoldgicas, utilizando inmunoglobulinas
especificas marcadas con isotiocianato de fluores-
ceina, para demostrar la presencia de antigenos vi
rales en las células sometidas a cultivo.

Maurin y Corouce-Pauty (42), también en Pa--
ris, hicieron intentos para aislar el virus de la-
hepatitis ”“B” en células diploides humanas, para -
lo cual obtuvieron células de fibroblastos de piel
de feto (la llamaron Lyon 1) y otras células de te
jido pulmonar de feto (las Ilamaron Lyon 4). Se -
observd ECP en las células Lyon 4, después de la -
inoculacién con material AgsHB positivo, pero uti-
lizando otras la linea KB y cultivos primarios de
rifién de mono, de amnios humano y de fibroblastos-
de embrién de pollo, inoculados con el mismo mate-
rial, fracasaron en mostrar ECP.

El ECP en las células Lyon 4 se observdé a --
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los 10-12 dias después de la inoculacidén, y no mos
tré caracteristicas especificas. Los primeros pa-
ses en placas intactas frescas de Lyon 4 fueron sa
tisfactorios y se observdo ECP; el tercer pase se -
dificultdé, ya que fué necesario un congelamiento y
descongelamiento del material positivo, pero si se
observé el ECP y asi se |llevaron a cabo varios pa-
ses y en una muestra se |legd hasta el pase # 19.-
Desde luego que los pases se hicieron sin dilucio-
nes, ya que cuando se intentdé hacer diluciones fra
casaron.

También se intentaron experimentos de neutra
lizacién empleando diferentes sueros, sin éxito y-
no se observd neutralizacidn excepto en una oca- -
sién cuando se empled suero de un paciente en esta
do convaleciente, el cual neutralizé el ECP produ-
cido por su mismo suero; cuando contenia el AgsHB-
o sea cuando estaba en fase aguda, se observd neu-
tralizacién en una serie de diluciones hasta de --

1:40.

Adem&n se hizo otra observacidén que puede --
ser de utilidaden el trabajo de Maurin, ya que se-
observé que la capacidad de un suero positivo (con
AgsHB) para producir el ECP no es afectada por in-
cubacidén en presencia de 5 Bromo-2 deoxiuridina --
(BudR), lo cual sugiere que el agente responsable-
es posiblemente un virus ARN.

A pesar de los escasos y lentos avances en -
los intentos de replicacidén in vitro de este agen-
te viral, se espera que eventualmente se encontra-
ré& algln procedimiento efectivo para ese objeto.
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IMPORTANCIA BIO-MEDICA.

Es de vital importancia el estudio del AgsHB,
como Unico indicio que se tiene por ahora para tra
tar de prevenir una posible hepatitis viral, ya --
que es conocida la relativa frecuencia de portado-
res sanos, principal fuente de contaminacidn sobre
todo cuando se trata de manejadores de alimentos o
de personas que estdn en contacto directo con el -
pablico. ' ‘

Principalmente los bancos de sangre deben te
ner un estricto control de los donadores de sangre,
sobre todo de los profesionales ya que éstos siem-
pre negardn haber tenido cualquier sintoma de en--
fermedad. Ademds, se deberd& tener mucho cuidado -
con el manejo de sangre y de otros materiales bio-
Iégicos en los laboratorios clinicos, ya que exis-
te un alto riesgo de contaminacidén a partir de - -
muestras clinicas.

La industria farmacéutica también deberéd te-
ner un estricto control si trabaja con materiales-
biolégicos tales como sangre, en el caso de prepa-
rar globul ina-gamma, albimina, etc.

En los hospitales, el riesgo es mayor debido
al constante manejo de enfermos portadores de es--
tos virus, ya sea que presenten sintomas de hepati
tis o no, y asi se han reportado varios casos de -
epidemias intrahospitalarias, sobre todo en unida-
des de dialisis, en quiréfanos, unidades de trans-
plantes de 6rganos, por manejo de enfermos con pro
blemas de tipo hemorragico, y otros casos hasta --
cierto punto dificiles de imaginar, tales como una
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contaminacién a través de una cortada en la piel, -
por algln pinchazo accidental con aguja contamina-
da, etc.

Este riesgo puede reducirse aplicando medi--
das de prevencidn y de seguridad. El Centro para -
Control de Enfermedades (CDC) en Atlanta, Georgia,
EUA., publicd en 1973 (43) una serie de recomenda-
ciones para la prevencidén y control de infecciones
hospitalarias.

Sutnick y col. (44) han publicado las precau
ciones recomendadas para un laboratorio que reali-
za pruebas de Antigeno Australia en forma rutina--
ria.

POSIBLES EFECTOS TERATOGENICOS.

Existen reportes de nifios que han presentado
la enfermedad a los pocos dias de nacidos, en cu--
yos casos el periodo de incubacién del AgsHB ha si
do més corto que el usualmente reportado, por lo -
que se cree que esos nifnos se infectaron antes del

parto. Pero el modo de transmisién del AgsHB a --
los nifios recién nacidos no se conoce. Se han su-
gerido tres posibilidades: 1) transmisidn transpla

centaria ”in utero”, 2) contaminacidn oral con san
gre de la madre al momento de nacer, o 3) transmi-
sién oral post-partum de la madre hacia el nifio co
mo resultado de contacto directo.

La transmisidén durante la lactancia con le--
che materna se ha excluido, ya que en muchas oca--
siones la madre no ha alimentado al nifio y ademés-



45

no se ha detectado el AgsHB en la leche.

Turner (45) concluyb que la infeccién del re-
cién nacido puede ocurrir rapidamente durante el -
parto y que no hay necesidad de pensar enuna trans
misidn transplacentaria. También se sugirid que la
presenciadel AgsHB en grupos familiares puede es--
tar relacionada con algin factor genético. (46).

Existen algunos reportes en los cuales se ha
implicado al AgsHB como posible agente teratogéni-
co, por lo que se considera de vital importancia -
tener bajo control a la mujer embarazada, cuando -
se sospecha de una posible hepatitis viral; se ha-
reportado un caso en el que la madre no presenté -
ningln signo de hepatitis sino hasta el momento --
del parto, cuando se observd ictericia y elevacidn
en las pruebas de funcionamiento hepatico (bilirru
bina'y transaminasas); se le detectd el AgsHB en -
su sangre pero no se encontraron anticuerpos.

Al nacer el nifio tenfa peso normal, pero se-
observdé labio leporino y paladar hendido; también-
se observé elevacidn de la IgM a los 10 dias de na
cido (58 % arriba del normal). Durante este tiempo
no se detectd el AgsHB (por ID, ni por FC) pero --
fué detectado alas 8, 11, 22, 32y 55 semanas de - -
edad; los anticuerpos no fueron detectados.

No puede asegurarse, sin embargo, que estos -
efectos teratogénicos sean debidos precisamente al
virus tipo ”“B”, ni mucho menos que puedan presen--
tarse en toda mujer embarazada que llega a infec--
tarse con él.
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CAPITULDO Nit .

METODOL GIA PARA LA
DETECC | N

0
0

CLASIFICACION Y GENERALIDADES:

En la actualidad, gracias al descubrimiento-
del AgsHB por Blumberg en 1964 y de la relacién en
tre éste y casos de hepatitis viral, se ha podido-
detectar la presencia de portadores aparentemente-
sanos y asi evitar en cierto grado la propagacidn-
de esta enfermedad. Siendo la deteccidén del AgsHB-
el dnico indicio para prevenir la propagaciénde la
hepatitis tipo ”"B”, debemos estar concientes de --
que el uso de una técnica més sensible reduce el -
nimero de pruebas falsas negativas, por tal motivo
se han ido depurando las técnicas para detectar el
AgsHB (47, 48), y en la actualidad tenemos ya va--
rios métodos en uso (ver cuadro No. 6), cuyos fun-
damentos son los siguientes (los métodos aplicados
en este trabajo serdn descritos detal ladamente més
ade lante):

PRIMERA FASE: Tenemos el método de Inmunodi-
fusién (ID), usado en un principio por Blumberg y-
que es la prueba de doble difusidn en agar ideada-
por Ouchterlony, esta prueba se considera poco sen
sible y ademéds tardada, obteniéndose los resulta--
dos en unas 72 horas. No obstante, se usd en este-
trabajo una variante del método de Ouchterlony, --
usando microtécnica, para la tipificacién de gru--
pos antigénicos del AgsHB, como se describird mds-




METODOS DE LABORATORIO PAR

CUADRO No. 6

A DETECTAR ”AgsHB” Y/O SUS ANTICUERPOS

PRUEBA.

la. FASE O GENERACION

INMUNOD IFUSION (doble difusidn en
segin OUCHTERLON

2a. FASE O GENERACION
REFORESIS
CONTRA INMUNOELECTROFORES IS
AGLUT INACION DEL LATEX

FIJACION DE COMPLEMENTO

3a. FASE O GENERACION
HEMAGLUT INAC ION

INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION
HEMAGLUT INACION REVERSA PASIVA
RAD 10 INMUNOANALISIS

INMUNO-ADHERENC IA HEMAGLUT INACION

SIMEQOLO

agar, (ID)
Y)

(ROF)
(CEF)
(AL)
(FC)

(HA)
(IHA)
(HARP)
(RIA)

(HATA)

DETECTA
Ag Ac
Ag Ac
Ag Ac
Ag ==
Ag Ac
-= Ac
Ag -=
Ag --
Ag Ac

Ag

Ly
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adelante, ya que la microtécnica tiene la ventaja-
de utilizar muy pequefias cantidades de reactivos y
de establecer la identidad entre sub-tipos.

SEGUNDA FASE: Las técnicas |lamadas de segun
da fase o generacién como son la contrainmunoelec-
troforesis (CEF), la rheoforesis, la aglutinacidn-
del latex y la prueba de fijacion de complemento -
(FC), han permitido avances importantes, ya que --
son mis sensibles que la ID y se pueden obtener -
los resultados més répidamente; tal es el caso de-
la CEF, con la cual se pueden obtener resultados -
en menos de dos horas. Otra ventaja de las técni-
cas de la segunda fase es que pueden ser aplica- -

bles a cualquier laboratorio porque no requieren -
recursos particularmente complicados o costosos.

El método de reoforesis es una modificacidn-
a la técnica de Ouchterlony, en la que los sueros-
problema se difunden sélo hacia el pozo central y-
priacticamente no hay difusién radial "hacia afue--
ra”, con lo cual se eleva la sensibilidad por aumen
to de concentracidn del material (antigeno o anti-
cuerpo) que difunde hacia el centro (49).

La aglutinacién de latex es una prueba de la
boratorio muy simple, se obtienen los resultados -
muy rdpido y con cierto grado de sensibilidad. Es-
ta prueba era muy usada en un principio, pero se -
encontrd que daba muchos resultados falsos positi-
vos (50) principalmente cuando el suero problema -
contenfa factor reumatoide. Parece ser que este -
problema ya ha sido resuelto, y actualmente los la
boratorios Pfizer han sacado al mercado el Antigex
T™ | 4tex, que d& buenos resultados y un minimo de-



49

falsas positivas, pero no estd en disponibilidad -
en nuestro pafis.

La prueba de fijacidon de complemento es una-
de las técnicas més sensibles dentro de las de se-
gunda generacidn, y permite no sélo identificar al
AgsHB y/o sus anticuerpos respectivos sino también
cuantificarlos. EIl Gnico inconveniente de esta --
técnica para ser usada en la identificacion del an
tigeno de la hepatitis tipo "B” o de sus anticuer-
pos es la de presentar en ocasiones actividad anti
compiementaria, que puede ser debida a que en el -
suero problema estén presentes tanto el Ag como el
Ac, con lo cual la reaccidn no puede ser represen-
tativa. La prueba de fijacién de complemento seréd
anal izada més adelante con todo detalle.

TERCERA FASE: Dentro de éstas se encuentran-
las mds actualizadas, como la de radioinmunoandli-
sis (RIA), considerada actualmente la més sensible
y que permite detectar muy pequeiias cantidades de-
AgsHB y/o sus Ac, en diversos materiales biolégi--
cos como son orina, saliva, heces fecales, semen y
por supuesto suero, plasma y sangre total. También
se consideran dentro de este grupo las técnicas de
i nmuno—-adherencia, hemaglutinacién reversa pasiva-
y las de hemaglutinacidén e inhibicién de la hema--
glutinacidén. Las pruebas de esta tercera genera- -
cidén tienen el inconveniente de que no se pueden -
Ilevar a cabo en cualquier laboratorio, ya que re-
quieren equipo y/o adiestramiento especializado. -
Su sensibilidad las hace recomendables para evitar
los resultados falsos negativos.

Las pruebas de hemaglutinacién e inhibicidn-



50

de la hemaglutinacién fueron estudiadas acuciosa--
mente por Vyas y Shulman, en 1970 (51). La hemaglu
tinacidn provee un método altamente sensible para-
la deteccidén de anticuerpos contra el AgsHB; la --
prueba es simple, sensible y puede ser efectuada -
en dos horas y se presta a automatizacidn. Los eri
trocitos son cubiertos con AgsHB purificado, usan-
do cloruro crémico como agente de acoplamiento.

Los eritrocitos sensibilizados son mezclados
con el suero, y si éste contiene anticuerpos (AcHB)
se va a producir la aglutinacién de los eritroci--
tos. Usando eritrocitos recubiertos adecuadamente,
este método ha resultado muy sensible, seglin Ashca
vai (52), quien ha encontrado tftulos de 1:4 o ma-
yor en el 12 % de sangres de la Cruz Roja de Los -
Angeles, en el 13 % del personal no laboratorista-
de un hospital y en el 39 % de los sueros de perso
nal de laboratorio.

La prueba de inhibicién de la hemaglutina- -
cién (IHA) es Gtil para la deteccién del AgsHB, me.
diante el uso de eritrocitos cubiertos con antige-
no. Los cuales van a neutralizar la cantidad de an
tigeno presente en el suero problema. Las dilucio-
nes seriadas del suero de prueba se mezclan con un
volumen de anticuerpos standarizados, los que neu
tralizaran el antigeno, si se encuentra presente, -
y cuando se |lleva a cabo la segunda fase de la re-
accidn que es poner la mezcla anterior en contacto
con los eritrocitos cubiertos con el AgsHB, ya no-
existirdn Ac libres que aglutinen los eritrocitos-
cubiertos con el AgsHB. Uno de los inconvenientes
de esta técnica es que el AgsHB usado para cubrir-
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los eritrocitos debe ser altamente purificado. Es
dificil prepararlo independientemente y es muy cos
toso comercialmente.

Posteriormente se ha observado que la IHA pa
ra la deteccidn de AgsHB no ofrece ventajas en sen
sibilidad a la hemaglutinacidén reversa pasiva - --

(RPHA).

El fenbémeno de la inmuno-adherencia fué pri-
meramente descrito por Lavern Mesnil (53) y Levadi
ti (54). Posteriormente, Nelson (55) definidé el -
principio general del complejo ”"Ag-Ac-C’” adherido
a eritrocitos de primates. La participacidén de --
componentes del complemento en la reaccidn de inmu
no-adherencia-hemaglutinacién (1AHA) fué descrita-
por Nishioka y col. (56) Este método detecta can-
tidades mucho més pequefias que otras técnicas con-
vencionales como son la de precipitacién y la de -
fijaciébn de complemento.

Por el método de IAHA se detecta 0.0005 mi--
crogramos de Nitrdégeno de inmuno globulinas, mien-
tras que el de precipitacién sb6lo detecta 1.0 mi--
crogramo, y el de FC. detecta 0.1 microgramo de Ni
trégeno de inmuno globulinas. Otra ventaja de este
método es que se puede emplear la microtécnica re-
duciendo asi la cantidad de reactivos, y si ademés
se emplea un microtitulador automdtico, se podria-
cuantificar AgsHB en muchas muestras por dia. EIl-
fundamento principal de esta técnica es que si se-
tienen cantidades constantes de dos de las tres va
riables (antigeno, anticuerpo y complemento) se --
puede cuantificar la tercera variable.
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Hemaglutinacién reversa pasiva (HARP).- Es -
utilizada para la deteccidén del antigeno de la he-
patitis tipo "B", y es una de las técnicas de ter-
cera fase que tiene la ventaja de ser relativamen-
te mds Tacil de llevarse a cabo, casi tan sensible
como RIA, y que puede llevarse a cabo con el mini-
mo de error y en menos de dos horas; uno de los in
convenientes de esta técnica es (como se verd des-
pués) la necesidad de tener anticuerpos contra el-
AgsHB completamente puros.

Radioinmunoandlisis.- Es quiz& el método mas
sensible para la deteccidén del AgsHB. Da relativa
mente pocas reacciones falsas positivas, y sus des
ventajas principales son que es costoso y requiere
equipo y adiestramiento muy especiales, ademas de-
ser laborioso y relativamente lento. Los detalles
esenciales de las técnicas utilizadas en este tra-
bajo se describen en el capitulo "Material y Méto-

dos”. (57)
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CAPI-TULO VII.
MATERIAL Y METODOS.

MATERIAL BIOLOGICO

OBTENCION DE MUESTRAS PARA PRUEBA:

La sangre colectada por venopuncidén se deja-
coagular naturalmente y el suero se separa por cen
trifugacidén antes de ser usado. Las muestras de -
plasma dan ocasionalmente resultados engafiosos, --
dando aglutinacidén falsa con sueros negativos. Si
es inevitable el probar una muestra de plasma, en-
tonces deberé ser calentada primero a 60°C por 30-
minutos y después centrifugada para remover el fi-
brinégeno coagulado. Si es necesario guardar las-
muestras antes de probarlas, deberdn ser congela--
das a -20°C para prevenir crecimiento microbiano.

PRECAUC IONES:

Al utilizar este material, asi como cual- -
quier otro con alto riesgo de contaminacidén, se de
berd tener mds precauciones en el manejo y en la -
esterilizacidn de todo el material empleado. Los-
operadores deberén usar guantes y bata cuando efec
tGen la prueba. EIl &rea de trabajo deberd estar -
protegida por material de revestimiento desechable.
Los aparatos no desechables se esterilizardn por -
procedimientos adecuados después de su uso, los de
sechables deberan incinerarse. Muestras acciden--
talmente derramadas de sueros sospechosos o de con
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troles positivos, deberdn ser inmediatamente remo-
vidas con un lienzo, y el &rea contaminada se |im-
piard con hipoclorito al 10%, antes de seguir tra-
bajando. Aunque es improbable que el AgsHB se en-
cuentre en los otros reactivos, de todas maneras -
deberan ser usados con todas las precauciones nece
sarias y tratados como potencialmente infecciosos.

Los NIH establecen que toda reactivo de labo
ratorio de origen humano estd controlado por la --
presencia de AgsHB, los controles + estéan adiciona
dos de B propiolactona, pero no hay control so--
bre las muestras que se manejan en todo el labo-
ratorio.
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MICROMETODO DE OUCHTERLONY.

FUNDAMENTO :

Este método fué primeramente usado por OQuchter
lony, vy el que también usdé Blumberg cuando descubrié -
afortunadamente la presencia del AgsHB en un paciente-
politransfundido, sélo que usando una variante en mi--
crotécnica.

Pero el fundamento es el mismo, ya que se efec
tGa una inmunodifusién en dos dimensiones, sélo que en
este caso se hace sobre unas placas de pequefio tamafio,
en portaobjetos cubiertos con gel de agarosa; los po--
zos en los cuales se colocan la muestra y los reacti--
vos son muy pequefios, lo cual viene a ser una ventaja.
Las desventajas de esta técnica son que es la menos --
sensible para la deteccidn del AgsHB, asi como también
el tiempo que se requiere para la observacidén de los -
resultados. No obstante, a pesar de ser la menos sen-
sibie y la mas antigua, todavia se sigue usando debido
a que es muy facil de llevarse a cabo, y a que no se -
requiere de equipo especial. Ademés, es de gran utili-
dad cuando se requiere tipificar los antigenos y los -
anticuerpos, ya que se pueden observar las bandas de -
identidad, de identidad parcial y de no identidad con-
los sueros a probar, como se indica en el esquema de -
abajo.

O O
o .0 O ©

o © 70

ldentidad ldentidad Parcial No Ildentidad
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Para intensificar lineas de precipitacién dé
biles, es aconsejable poner especimenes de referen
cia con AgsHB positivos en los pozos periféricos -
2, 4y 6 y las muestras problema en los pozos 1, 3
y 5. Entonces cada suero de prueba estard adjunto
a los sueros positivos.

También es recomendable llenar primero los -
pozos correspondientes a los antigenos de prueba,-
incubar por dos horas a temperatura ambiente antes
de llenar los pozos con los sueros anti Ag; esto -
se hace'con el fin de acelerar ia interpretacidén -
de los resultados, ya que siendo las particulas de
AgsHB moléculas mas grandes en comparacidéon con las
de los anticuerpos (lgG), las particulas de AgsHB-
difundiran mas lentamente que las de los anticuer-
pos.

La observacidédn de las placas se puede hacer-
en algunos casos a las 24 horas, pero en otras has
ta las 72 horas o mds. Se puede hacer la observa-
cién de las placas usando un microscopio estereos-
cbépico, para poder hacer una mejor observacibén de-
la identidad de las muestras, y asi tipificarlas -
debidamente. Para llevar a cabo esta tipificacién
se deberé& tener sueros previamente tipificados, --
los cuales serviran de controles.

MATERIAL:

Se emplean portaobjetos ordinarios, sobre los
cuales se colocan unas placas especiales de acrili
co, que ya tienen las horadaciones correspondien--
tes, como indica el esquema; estas microplacas tie



< < < << <

57

nen un pozo en la parte central y seis en la peri-
feria, cuyo didmetro es de 1.5 mm., y la distancia
entre cada pozo es de 5 mm. La placa de acrilico-
dista del portaobjetos aproximadamente 1.5 mm., lo-
cual se consigue con tela adhesiva enrollada de mo
do que queden fijas las dos bases; en la cavidad -
que queda entre las dos bases se pone, utilizando-
una pipeta Pasteur y con mucho cuidado, evitando -
formacidén de burbujas, una pequefia cantidad de gel
de agarosa fundido, preparada como se indica mds -
adel ante.

Las placas asi preparadas se dejan solidifi-
car bien, para lo cual se puede emplear una camara
himeda para evitar que el gel de agarosa se seque.

REACTIVOS:

1.- Los reactivos bioldgicos empleados en este es-
tudio, fueron facilitados por el National Institu-
te of Allergy and Infectious Diseases, National --
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, E.U.A.

Catéalogo Reactivo Fuente Especificidad
801-002-027 Ant}geno Suero Humano HBsAg/adw
801-502-058 Antisuero Cobayo anti-HBs/ad
802-001-027 Antigeno  Suero Humano HBsAg/ayw
802-501-558 Antisuero Cobayo anti-HBs/ay
803-001-027 Antigeno Suero Humano HBsAg/adr
803-501-565 Antisuero Conejo anti-HBs/adr

Los antigenos de origen humano fueron purifi
cados como describié Gerin y col. (58)
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Los antisueros fueron preparados en cobayos-
por un procedimiento similar al descrito por Pur--

cell y col. (59)

Los antisuero de conejo fué preparado por un
procedimiento similar al descrito por Bancroft y -

col. (60)

2.- Solucién amortiguadora de Veronal para las pla
caSu

Se prepara una solucién amortiguadora pH=8.6
y fuerza i1dénica.

Pesar 13.38 g de 5,5 dietil-barbiturato de -
sodio.

5.32 g de acetato de sodio anhidro; -
adicionar 0.2 g de timerosal como conservador, afo
rar a 1.5 litros con agua destilada. Ajustar el -
pH a 8.6 usando HCI 0.12 N y luego aforar a 2 |i-
tros con agua destilada.

3.~ Preparacidén de las placas.

Se emplea gel de agarosa al 0.7%, en el buf-
fer anterior; se pone a fundir en autoclave, y aln
caliente se reparte en alicuotas en tubos de ensa-
yo de 13 x 100 con tapdén, de preferencia estériles.
De esa manera es més facil fundirla al momento de-
preparar las placas, para lo cual se ocuparéad un ba
o de agua hirviente.

Empleando una pipeta Pasteur y con mucho cuji
dado de no formar burbujas entre la placa y el por
taobjetos se coloca el gel de agarosa fundida.

Ya solidificado el agar en las microplacas, -
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geno frente a un suero anti; con el fin de observar las bandas de identidad se pondrén e
cada placa los controles respectivos. La posicién de los sueros (antfgenos y anticuerpos)
ya tipificados, asfi como de las muestras problemas, puede variar dependiendo de la tipifi
cacién que se va a llevar a cabo;

entre las opciones a seguir tenemos las siguientes.
(ver esquema)

(A) (B)

Anti . Anti
Adr @
O Adr
Ag Ag
Ag A Adr @ @Pgotlulc-
Adw O QA r v g
Anti
Ag @
) Ad
Problema Anti :
Anti
Adw @

: Anti

Anti O

Ad O Ay @
O Ag
Ag Problema 2

/ Ayw
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Lo importante es que las muestras-problema -
presenten las |lineas de identidad bien definidas, -
para lograr asi su tipificaciodn.

El Ilenado de las microplacas se debe hacer-
con todo cuidado, para lo cual se emplean microca-
pilares, teniendo cuidado de descartarlos en cada-
ocasién (y de esterilizarlos antes de desecharlos)

Para la mejor observacidén de las bandas se -
emplea un microscopio estereoscépico y se coloca -
la placa sobre un fondo negro.

Se hace la observacidén de las placas a las -
24 horas, a las 48 horas y 72 horas, pero se pue--
den dejar hasta 5 dias cuidando que el gel de aga-
rosa no se sequex
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METODO DE CONTRA INMUNOELECTROFORESIS.

FUNDAMENTO :

Es el método mas empleado en los laborato- -
rios y bancos de sangre de pequefio y mediano tama-
fflo para la deteccidon del AgsHB, ya que aparte de -
ser mas sensible que el de difusidn en gel de agar,
es mads facil de llevarse a cabo.

El método de contrainmunoelectroforesis (CEF)

fué aplicado con gran éxito por Bedarida y colabo-
radores (61) desde 1969.

El método se basa en el principio de que el-
”AgsHB” a un pH alcalino se encuentra cargado nega
tivamente y emigra hacia el anodo en un aparato de
electroforesis. Por el contrario, los anticuerpos-
(gammaglobul inas) se hallan cerca de su punto iso-
eléctrico y tienden a moverse hacia el catodo por-
fuerzas endosmdéticas. Estas fuerzas oponentes pro
ducen una contramigracién en un campo eléctrico, -
que mueve répidamente al antigeno y el anticuerpo-
uno hacia el otro a través del gel de agarosa, pro
duciéndose una concentracién de reactivos y la apa
ricién radpida de una banda de precipitacién entre-
los dos.

Factores que afectan la CEF.

a) pH.- El rango 6ptimo es de 8.2 - 8.8; si el pH-
es mds bajo que el 6ptimo, la separacidén serd mu--
cho mé&s lenta, o bien pueden aparecer los arcos de
precipitacién cerca del pozo del anticuerpo. Cuan-
do el pH es mayor de 8.8, la reaccién de precipita
cidén es débil.
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b) Molaridad.- Los amortiguadores mas cominmente -
usados son acetato de sodio-barbital o barbital- -
acido dietil barbitirico a una concentracidén de --
0.032 - 0.050 mol/litro. En este rango la capaci-
dad del amortiguador es buena y la fuerza idénica -
es baja. Bajo estas condiciones puede ser aplica-
do un voltaje alto, usando bajo amperaje que permi
te una rdpida separacidn con buenos resultados sin
excesivo calentamiento del medio. Un amortiguador
de alta molaridad puede Ilevar méds corriente o am-
peraje, produce mds calor y separacién en menos --
tiempo que en baja molaridad, pero el excesivo ca-
lentamiento puede secar el gel o romperlo.

c) Voltaje, amperaje y temperatura.- El voltaje ép
timo va a depender del gel, molaridad del amorti--
guador, etc. Altas temperaturas pueden causar se-
quedad del gel y desnaturalizacién de los reacti--
vos o adn causar que se funda el agar, con un con-
secuente derramamiento de la muestra en los pozos.
Cuando ocurre ésto, puede haber una pérdida de sen
sibilidad de la reaccién; sin embargo, las placas-
pueden ser lavadas con solucidn salina y teiiidas, -
si asi se desea, para observar mejor las |ineas de
precipitacién. Usualmente se recomienda un volta-
je que no exceda de 6 - 9 volt/cm., aunque un vol-
taje de 3 - 4 volt/cm., puede ser satisfactorio de
pendiendo de las demds condiciones.

d) Tiempo.- El tiempo va a depender de la distan--
cia que hay entre los pozos con los reactivos y -
puede variar de 30 a 120 minutos. Parece que lo -
ideal es dejar correr la placa 1 hora, pues en me-
‘nor tiempo puede reducirse un poco la sensibilidad



63

y las bandas de precipitacién pueden ser un tanto-
difusas.

e) Agar.- La agarosa es el material m&s recomenda-
do, ya que posee menos impurezas que el agar comin
o que el ién-agar; ademds, la agarosa pura es me--

nos endosmdética. La clase y cantidad de impurezas
pueden variar en agarosa de diferentes fuentes y -
posiblemente en diferentes lotes de una misma fuen
te. También va a influir la concentracidn del - -
agar, ya que de ella depende el tamafio de los po--
ros que se forman en la matriz del gel. Muchos re
activos 'inmunolégicos difunden |ibremente a través
de los poros de agar de 0.3 a 1.5 por ciento, pero
el agar al 2% tiene un tamafio de poro de aproxima-
damente 3 m. , lo cual no permitiria la difusién -

de partfcufés del tamafio del AgsHB.

f) Especimenes.- Para evitar que las muestras den-
reacciones dudosas, éstas deberdn ser inactivadas-
por calentamiento a 56°C por 30 minutos o a 58°C -
por 6 minutos.

La hemélisis moderada en los sueros problema
no produce interferencia en esta prueba, pero una-
contaminacidén microbiana puede reducir la sensibi-
lidad del método.

MATERIAL Y METODO.
REACTIVOS:

1.- Solucidén amortiguadora de veronal para las pla
cas, pH=8.6 fuerza idnica = 0.032 mol/litro.
Pesar 13.38 g de 5,5 dietil-barbituratode sodio;
mas 5.32 g de acetato de sodio anhidro.
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Adicionar 0.2 g de timerosal como conserva--
dor, aforar a 1.5 It con agua destilada. Ajustar
el pH con HCI 0.12 moles/litro y luego aforar a 2-
litros con agua destilada.

Esta solucidén amortiguadora puede guardarse-
a 4°C, por mucho tiempo.

2.- Preparacidén de las placas:

Las placas se preparan con agarosa, ya que
tiene mayor pureza que el agar simple o el i6n - -
agar, aunque puede ser sustituido por ellos; se --
prepara a una concentracién del 0.7% en el amorti-
guador indicado anteriormente. La concentracidn -
de agarosa puede variar, pero para este propdsito-
funciona bien a esa concentracidn; se funde la aga
rosa en autoclave para una completa homogeneidad, -
cuidando que no haya pérdida de volumen por evapo-
racién. Se emplean placas rectangulares de tamafio
adecuado a la cémara de electroforesis. A las pla
cas utilizadas en este caso se les adiciona aproxi
madamente 22 ml. de la solucidén de agarosa 0.7%; -
se dejan solidificar perfectamente bien antes de -
usarse y se pueden guardar en el refrigerador pero
teniendo cuidado de! que no se sequen, para lo cual
se envuelven en una bolsa de polietileno. Para --
ser usadas se les hacen tres hileras de pozos, ya-
que en el pozo central se colocard la muestra des-

conocida, en el pozo del lado del &nodo se pondra-
el anticuerpo contra el AgsHB, mientras que en el-
pozo del lado del cétado se colocard el AgsHB, co-

mo indica el diagrama siguiente:
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CATADO ANODO

Problema

Ag O @ O Ac
Ago @ OAC
Ag (:) <:)

MATERIAL:

Se utilizé una fuente de poder marca Hyland;
es una fuente de energia eléctrica con variaciones
seleccionables de 30, 40 o 50 miliamperios. La --
fuente de energfa proporciona condiciones 6ptimas-
para la ejecucidén de las pruebas electroforéticas-
sobre gel de agar (véase fig. No. 1).



Tapa permanente

Energia

Selector de corriente
de la celda.

Indicador de corriente
de la celda.

F1GURA

Interruptor de
relog.

No.

1

~

\\ Tapa removible

\Conexién de Clavi
Jja Positiva.

(Rojo, +)
Celda de Electroforesis.

99
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Conexidén de la celda de electroforesis a la-

fuente de Energfia.

1.-

Preparar los electrodos de hoja de estafio, de-
modo que una parte quede en la celda de elec--
troforesis donde se va a poner la solucién - -
amortiguadora, y que ademds salga una porcidn-
de éste, que al doblarla (cqmo se indica en la
figura 2) asegure el contacto adecuado con las
conexiones de la fuente de energia y elimine -
la posible produccidén de un falso contacto en-
la unidad. Los electrodos de hoja no se deben
extender més alld del fondo de la celda.

Insertar en la tapa permanente el extremo de -
la celda de la electroforesis que lleva la in-
signia de Hyland en la cubierta,

Colocar la tapa removible en la conecciédn de -
clavija y presionar hasta que quede en posi- -
cidén. La fuente de energia y la celda de la -
electroforesis estdn ahora conectadas y |istas
para la contraelectroforesis.

Funcionamiento de la fuente de energfa:

Girar el interruptor del “Selector de corrien-
te de la celda” al ajuste apropiado de la co--
rriente de salida.

Ajustar el interruptor automdtico de reloj gi-
rando la esfera en la direccidén de las maneci-
llas de un reloj al tiempo de funcionamiento -
deseado, con lo cual se acciona automadticamen-
te la fuente de energfia (segln lo muestra el -
piloto del indicador energia y comienza el flu
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Jo de la corriente eléctrica a través de la --
celda de la electroforesis, segin indica el pi
loto del "Indicador de corriente de la celda”).

3.- El interruptor de reloj desconectard automati-
camente la energia eléctrica al término del --
tiempo previamente determinado.

Para Ilevar a cabo la prueba de CEF se hicie
ron una serie de diluciones empleando solucién sa-
lina isotdnica; se hicieron diluciones 1:2, 1:4, -
1.8, 1:16, 1:32, 1:64 y 1:128 de los diferentes --
sueros que ya habian dado resultado positivo con -
la muestra sin diluir, con el fin de observar has-
ta qué dilucién era posible observar las bandas de
precipitacidén en los diferentes sueros y de este -
modo hacer una titulacién relativa del AgsHB pre--
sente en cada suero.

Después de correr las diferentes diluciones-
se hizo un lavado de las placas con solucién sali~
na, y una intensificacién para lograr la mejor ob-
servacion de las bandas de precipitacién; la inten
sificacién se hace empleando solucién de &cido -
ténico al 1%, recientemente preparada, de la cual-
se adicionan unos 10 ml. sobre la placa ya corrida
y luego se escurre la solucién sobrante y se lava-

(63)

Aunque este tratamiento no aumenté la sensi-
bilidad de la técnica, fué muy Gtil para definir -
las bandas cuando eran dudosas, y para evitar re--
sultados falsos positivos debidos a la formacién -
de alguna banda inespecifica.
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Para intensificar las bandas de precipita- -
cidén, y asi evitar dar un resultado falso negativo;
se tratan las placas ya corridas con solucidén de -
4cido ténico al 1% recién preparado, adicionar 10-
ml. de esta solucidén sobre cada placa, luego tirar
el sobrenadante y lavar la placa con solucidén sa-

lina. (63).
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PRUEBA DE HEMAGLUTINACION REVERSA PASIVA PARA LA -
DETECCION DEL "AgsHB”.

GENERALIDADES:

Esta técnica se basa en que los anticuerpos-
(globulinas) cubren fécilmente la superficie de --
los eritrocitos que han sido tratados con &cido t&
nico (63). Los anticuerpos altamente purificados-
y aislados de sueros anti especificos contra el --
AgsHB, pueden ser unidos a eritrocitos de pavo pre
viamente tanizados y producir una suspensién de --
eritrocitos sensibilizados que serdn aglutinados -
en presencia del AgsHB. Una pequefia proporcidn de
sueros humanos normales puede reaccionar contra --
las proteinas del suero de caballo o contra los -
eritrocitos del pavo, dando una aglutinacién no es
pecifica con las células sensibilizadas, pero esas
reacciones no especificas pueden ser detectadas --
por medio de un “control”, usando células cubier--
tas con inmunoglobulinas normales de caballo, para
asi tener un control tanto de las células de pavo-
como de las proteinas del suero de caballo.

Tanto las células de control como las de - -
prueba pueden ser tratadas con formaldehido y lio-
filizadas para darles mayor estabilidad durante su
almacenaje.

La prueba de hemaglutinacidén reversa pasiva-
constituye uno de los estudios serolbgicos mas sen
sibles, quizd no tanto como el de RIA, (64) pero -
si mas sensible que otros métodos cominmente usa--
dos en los laboratorios; se ha observado que es -
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alin mas sensible que el método de fijacién de com-
plemento, y no existe el riesgo de dar resultados-
falsos positivos o viceversa, si se usan los con--
troles adecuados.

En este trabajo se utilizé un equipo ”"Hepa--
test” donado por los laboratoriosWellcome Reagents
Limited y enviado directamente al Hospital del Ni-
fio DIF (antes IMAN). Debido a que este material-
no estd disponible comercialmente en México, a con
tinuacidén se indican sus caracteristicas con todo-
detalle:

MATERIAL DE LABORATORIO:

A).- EQUIPO DE MICROTITULACION

1).- Placas de microtitulacién con fondo en ”U”, -
de 96 cavidades, 12 a lo largo y 8 a lo ancho;

cada cavidad tiene una capacidad de 12 gotas-
de 0.025 ml. o sea 0.3 ml.

2).- Micropipetas calibradas que tienen una capaci
dad de 5 ml. y el volumen de la gota es de --
0.025 ml.

3).- Microdilutores calibrados.- Los microdiluto--
res deben tener una capacidad de 0.025 ml.

PREPARACION DEL MATERIAL PARA LA PRUEBA:
LAVADO DE LAS PLACAS:

Las placas nuevas se dejan de 18 a 24 horas-
en agua con 1% de detergente 7X (que es un deter--
gente atéxico para las células, muy usado en el la
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boratorio). Sacarlas y enjuagarlas muy bien con -
agua de la llave y en seguida con agua destilada -
unas 5 veces; sacudir y proceder a limpiar con hi-
sopo de algodén, cavidad por cavidad.

Una vez usadas las placas, manejarlas con mu
cho cuidado ya que son potencialmente peligrosas -
debido a la presencia del AgsHB, por lo cual se --
procede a colocarlas en una solucién de formol al-
10% durante unas 24 horas como minimo; al cabo de-
ese tiempo enjuagarlas y pasarlas a una solucién -
al 1% de detergente 7X y seguir con el lavado nor-
mal .

LAVADO DE LAS MICROPIPETAS:

Las micropipetas se lavan de la misma manera
que se lavaron las placas nuevas, s8lo que después
de enjuagar con agua destilada se dejan escurrir -
en un vaso de precipitados (con una gasa o algodén
al fondo) hasta que sequen, o bien pueden secarse-
con aire a presidn o con vacio.

Si las micropipetas han sido usadas, sobreto
do si se empled material contaminado, se procederéa
a esterilizar en autoclave a 121°C o 15 |libras de-
presidén durante unos 20 minutos como minimo; si no
se tiene a mano la autoclave se dejar&n cuando me-
nos 24 horas en solucién de formoi al 10%, y des--
pués se procedera al lavado comin.

ESTERILIZACION DE LOS MICRODILUTORES:

La mejor forma de esterilizar los microdilu-
tores es a la flama del mechero (deben |levarse en
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la flama al rojo vivo), operacidn que debe hacerse
cada vez que se use un microdilutor; cuando el mi-
crodilutor ha sido usado y contiene suero problema
se deberd lavar en solucién de hipoclorito de so--
dio al 10%, y luego dos veces en agua destilada an
tes de flamearlos al rojo vivo, para evitar que va
ya a salpicar la muestra contaminada.

REACTIVOS:

a) ERITROCITOS DE PRUEBA.

Cada frasco de eritrocitos de prueba contie-
ne el liofilizado equivalente a 1 ml. o a 5 ml. de
una suspensién al 1% de eritrocitos de pavo forma-
linizados y tanizados, cubiertos con anticuerpos -
purificados contra el AgsHB, preparados en caballo;
los eritrocitos asi preparados se suspenden en un-
amortiguador salino de fosfatos (pH 7.2 0.15 M) -
conteniendo 5 % de sacarosa, 1.5 % de suero normal
de conejo y 0.1 % de azida de sodio.

b) ERITROCITOS DE CONTROL.

Cada frasco de eritrocitos de control contie
ne el equivalente a 1 ml. o a 5 ml. de una suspen-
sién al 1 % de eritrocitos de pavo formalinizados-
y tanizados cubiertos con globulina normal de caba
llo, suspendidos en un amortiguador salino de fos-
fatos (pH 7.2, 0.15 M) conteniendo 5 % de sacarosa,
1.5 % de suero normal de conejo y 0.1% de azida de
sodio.
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c) AMORTIGUADOR DILUYENTE.

Cada frasco contiene 30 ml. o 75 ml. de amor
tiguador salino de fosfatos 0.15 My pH 7.2 conte-
niendo suero normal de caballo, suero humano nor--
mal, yv 0.1 % de azida de sodio, todo estéril. EI-
volumen de suero humano normal adicionado es ajus-
tado para dar resultados éptimos con cada lote de-
células sensibilizadas.

d) CONTROL POSITIVO.

Cada frasco contiene 1.0 ml. de suero humano
normal diluido, inactivado por calentamiento. Cuan
do se prueba a una dilucién 1:8, el control positi
vo debe dar un patrén claro de aglutinacién con --
las células de prueba. En una titulacidén completa,
el punto final no serd menor de 1:32 contra las cé
lulas de prueba, mientras que con las células de -
control no deber& mostrar aglutinacidn en ninguna-
dilucidn.

Resultados discordantes en los controles in-
dican deterioro ya sea de los eritrocitos de con--
trol o de los de prueba, o contaminacidon del amor-
tiguador diluyente.

e) CONTROL NEGATIVO.

Cada frasco contiene 1.0 ml. de suero humano
normal . Cuando se efectlia la prueba de escrutinio
o la prueba confirmatoria, no deberd observarse --
ninguna aglutinacién tanto con las células de prue
ba como con las de control.



75

Fallas en esta reaccidén serdn indicio de de-
terioro de las células o de contaminacién del buf-
fer diluyente.

RECONSTITUCION DE LOS REACTIVOS.

El material celular deberd ser reconstituido
con agua destilada hasta el volumen marcado en el-
frasco. Para ejecucidén 6ptima de la prueba, las -
células deberan rehidratarse unos 15 minutos antes
de ser/usadas.

ALMACENAMIENTO Y PERIODO DE ACTIVIDAD

Antes de ser reconstituidos, los reactivos -
pueden ser conservados a 4°C. para retener su po--
tencia cuando menos hasta la fecha indicada en el-
marbete (un afio después de la Gltima prueba hecha-
por Wellcome).

Una vez reconstituidos, la suspensidén de cé-
lulas puede permanecer estable a 4°C durante el --
resto del dfa de prueba. Para almacenarse por - -
tiempo mds prolongado (un mes) la suspensién de cé
lulas puede ser congelada alrededor de -20°C y des
congelarse sé6lo una vez; (para aprovechar al méxi-
mo estos materiales, se distribuian ambas suspen--
siones recién preparadas en pequefias al icuotas de-
0.6 ml. y se congelan a -20°C aproximadamente, de-
manera que para cada 24 pozos se descongelaba una-
alicuota que era utilizada en seguida).

El amortiguador diluyente y los controles --
pueden ser guardados a 4°C por mucho tiempo, siem-
pre y cuando se evite su contaminacion, para lo -
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cual se pueden dividir también en al icuotas, todo-
en forma estéril.

1.-

METODDO.

PRUEBA DE ESCRUTINIO:

Con una micropipeta calibrada de 0.025 ml., po
ner 3 gotas de amortiguador diluyente en el --
primer pozo y una gota en el segundo de cada -
hilera vertical de la placa.

Tomar 0.025 ml. de suero con un microdi futor y
mezclar con el diluyente del primer pozo para-
tener una dilucién 1:4. Transferir el microdi
lutor al segundo pozo para tener una dilucidn-
de prueba 1:8. Repetir la operacidn para to--
dos los sueros problema que serdn probados en-
la placa. Enjuagar los dilutores en solucidn-
de hipoclorito al 10% (o formol al 10%) dos ve
ces en agua destilada, y flamearlos después de
cada uso.

A cada una de las diluciones 1:8 adicionar una
gota (0.025 ml.) de las células de prueba (mez
clar el frasco de la suspensidén inmediatamente
antes de pipetear).

Mezclar el contenido de los pozos por agita- -
cidén cuidadosa de las placas.

Cubrir las placas con parafilm (o similar) y -
dejar en reposo a temperatura ambiente.

Leer los resultados después de media a 1 hora.
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RESULTADOS:

Los resultados son leidos comparando el pa--
trén de sedimentacién de las células agregadas a -
las muestras en prueba con el de las células agre-
gadas al control positivo y al control negativo.

En una reaccion positiva las células pueden-
estar parcial o totalmente aglutinadas formando --
una, capa uniforme en el fondo de los pozos (Fig.-

3).

Cuando la prueba es negativa las células se-
depositan en el fondo de la placa en "U” y enton--
ces forman un anillo o "boton” en el centro del po

zo (Fig. 3).
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INTERPRETACION:

Los resultados positivos deben ser confirma-
dos por pruebas posteriores siempre que sea posi--
ble. Muchas pruebas de escrutinio positivas son -
debidas a la presencia ya sea del AgsHB o a reacti
vidad no especifica anti-células de pavo. De esta
manera puede obtenerse la confirmacidén preliminar-
y la'cuantificacidén titulando las muestras de sue-
ros sospechosos contra eritrocitos de prueba y de-
control .

PRUEBA CONF IRMATORIA:

Es conveniente |levar a cabo la prueba con--
firmatoria en dos fases, de las cuales la primera-
puede realizarse con reactivos suministrados en el

kit.

FASE 1.

1.- Poner una gota de diluyente (0.025 ml.) en ca-
da pozo de dos filas en una placa (fila de - -
prueba y de control).

2.- Tomar 0.025 ml. de suero problema con cada uno
de dos microdilutores y mezclar con el diluyen
te en cada uno de los dos primeros pozos; se -
mezclan bien con el diluyente para tener en el
primer pozo una dilucién 1:2. Transferir los-
dilutores a los segundos pozos de cada fila pa
ra tener diluciones 1:4, y se sigue haciendo -
lo mismo en cada pozo de dos filas hasta tener
diluciones desde 1:2 hasta 1:512.
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3.- Agregar 0.025 ml. de células de prueba a cada-
pozo en la fila de prueba, comenzando con la -
dilucién 1:4.

4.- Agregar 0.025 ml. de células de control a cada
pozo en la fila de control, empezando por la -
dilucidén 1:4.

5.- Mezclar las placas, cubrir, dejarlas en reposo
de 1/2 a 1 hora a temperatura ambiente y leer-
los resultados como en la prueba de escrutinio.

RESULTADOS:

Se toma como punto final, la dilucidon mds al
ta, que muestra aglutinacién definida.

INTERPRETAC ION:

Un resultado positivo provisional estd indi-
cado por la presencia de un titulo mayor en la fi-
la de prueba (al menos cuatro veces mayor) que en-
la fila de control. Una aglutinacidén en el primer
pozo (1:4) de la fila de prueba sélo es sugestiva-
de reaccidédn positiva débil en el Iimite de sensibi
lidad del! sistema. Si se observa aglutinaciéon a -
la misma dilucién en ambas filas de prueba y de --
control, indica que la prueba de escrutinio fué po
sitiva debido a aglutinacién no especifica. Aun--
que la muestra de suero es probablemente negativa-
para el AgsHB, existe la posibilidad de que la - -
aglutinacién inespecifica enmarcare una reaccién -
débilmente positivac
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FASE 2:

La confirmacién final de los resultados posi
tivos en la prueba de escrutinio deberia obtenerse
por el sistema de hemaglutinacidén o por métodos al
ternativos de igual o mayor sensibilidad, tales co

mo RIA,

!

Como una prueba de escrutinio el sistema He-
patest es |ligeramente menos sensible que el radio-
inmunoandlisis, pero considerablemente mds sensi--
ble que el método de inmunodifusién en gel de agar
es mds sensible también que la contrainmunoelectro
foresis y que la fijacidén de complemento.

No se ven prozonas con muestras de titulo al
to y por eso no es necesario probar a mas de una -
dilucién, a menos que se quiera cuantificar. EI -
patrén de células aglutinadas en sueros fuertemen-

te positivos puede colapsarse ligeramente y dar --
anillo periférico fino si se deja mds de una ho-
r‘a.

La incidencia relativa de positivas verdade-
ras y positivas en la prueba de escrutinio varia -
dependiendo de la poblacién estudiada y de las bue
nas condiciones de las muestras.
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METODO DE FIJACION DE COMPLEMENTO

GENERALIDADES:

La prueba de fijacién de complemento (FC) es
una prueba seroldgica para la deteccidn de antige-
no y anticuerpos en presencia de complemento usan-
do un sistema indicador hemolitico.

El complemento es preparado a partir de sue-
ro fresco normal de cuy. La combinacidén de Ag y -
Ac especificos unen o "fijan” el complemento. Si-
no hay antfigeno presente para que se combine con -
el anticuerpo, el complemento permanece libre. En
tonces la presencia o ausenciade complemento |ibre.
se investiga con un sistema indicador para ver si-
se ha utilizado el C’ éste estd formado po eritro
citos de carnero y su anticuerpo especifico, prepa
rado en conejos. Este anticuerpo contra eritroci-
tos de carnero se llama "hemolisina” o amboceptor-
y los eritrocitos cubiertos con ésta, se dice que-
estadn ”"sensibilizados”. El complemento |ibre que-
no ha sido fijado a un complejo Ag-Ac lisa a los -
eritrocitos sensibilizados. Al probar diluciones-
seriadas de l|la muestra problema, la presencia de -
hemélisis en los tubos de reaccién indica la canti
dad de antigeno o anticuerpos.

La prueba de fijacién de complemento para --
AgsHB fué descrita al mismo tiempo por Shulman - -

(65) y por Purcell (66).

La prueba es un sistema altamente sensible y
es Gtil para indicar AgsHB y/o Ac, cuando se usa -
un sistema de control apropiado, que incluye con--
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troles para el sistema de eritrocitos, el comple--
mento, el suero problema y el Ag.

MATERIAL Y METODO:

El material de laboratorio para llevar a ca-
bo la prueba de FC, usando como variante una micro
técnica, fué el mismo que se empled en el método -
de hemaglutinacién directa, segln se describe pos-
teriormente.

A).- Equipo de microtitulacién.
B).- Material de uso comin en laboratorio.
C).- Reactivos:

1.- Solucién diluyente para la prueba, denominada-
GVB, o sea solucidén amortiguadora de veronal vy
gelatina preparado como se indicaen (67)y (68)

2.- Eritrocitos de carnero.- Obtenidos de sangre -
de carnero en solucién de Alsever (en propor--
cién de 1:5) y dejados a 4°C por una hora. Se
lavan las células en GVB por 10 minutos a 1500
rpm, en centrifuga refrigerada, por tres veces
luego se hace una suspensién de eritrocitos al
2% en GVB, verificando la concentracidn con un
hematocrito y ajustando si es necesario. Otro
método de ajustar los eritrocitos es empleando
un espectrofotdémetro como se indica en (69).
El lavado de las células se debe hacer después
de 4 a 5 dias de que se sangrd al animal, y no
se deberdn usar dos semanas después de la fe--
cha de sangrado.

3.- Hemolisina.- La hemolisina o amboceptor es pre
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parada en conejo; es un suero anti-eritrocitos
de carnero, se prepara y titula como se indicd

en (70).

Complemento de cuy.- Se obtiene del suero fres
co de cuy, el cual debe mantenerse en congela-
cidén, ya que es una sustancia termolabil. Se -

toma una alicuota para titulario, y se mantie-
ne el resto congelado a -60°C. La titulacién -
se lleva a cabo como se indica en (71).

Anticuerpos contra el virus de hepatitis ”B”
(AcsHB).

Pueden ser obtenidos por plasmoféresis de un -
paciente hemofilico politransfundido que con--
tenga los anticuerpos.

E! suero anti también puede ser preparado en -
el laboratorio, solo que se necesita un antige
no HB purificado para evitar la formacién de -
anticuerpos inespecificos, que requeririan una
absorcidén y darian por resultado la formacibn-
de complejos inespecificos que pueden fijar el
complemento, y asi dar reacciones inespecifi--
cas | lamadas anticomplementarias.

Existen varios procedimientos para eliminar es
ta actividad anticomplementaria, que daria re-
acciones falsas positivas; uno de ellos es el-
tratamiento previo del suero anticomplementa--
rio con un exceso de complemento (71), lo cual
se hace con el fin de que si existen complejos
inespecificos éstos fijen el complemento que se
adiciona inicialmente, ¥ asi no exista altera--
cién posterior durante la ejecucidén de la prue

ba.
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6.- Suero control positivo.

7 «— Suero control negativo.

PROCEDIMIENTO:

El procedimiento utilizado fue el indicado -
en la bibliografia (71); aqui no se hard mencién -
de todos los pasos ya que seria demasiado extenso.
Solo vale la pena hacer resaltar que para la ejecu
cién de esta prueba es de vital importancia tener-
bien titulados todos los reactivos, desde el com--
plemento utilizado a 2 U, la hemolisina que tam- -
bién se deberd titular y utilizar una dilucibén a 2
U; los eritrocitos deberédn estar bien ajustados al
2 %. Si se va a determinar y cuantificar la pre--
sencia del AgsHB, debera tenerse un suero con Ac -
(anticuerpos) especificos bien titulado y emplean-
do también dilucién a 2 U, o bien tener un antige-
no especifico titulado si se van a determinar anti
cuerpos, para tener la seguridad de que la prueba-
se lleva a cabo en las condiciones 6ptimas se debe
rd correr una serie de controles, que deberdn dar-
resultados satisfactorios, como se ve en el cuadro
siguiente:

CUADRO DE CONTROLES QUE SE DEBEN DE RESULTA-
CORRER EN ”FC”: DOS
1.- SueroProblema: GVB+Ag + Ac+C’+E.S -- no lisis

Control del suero GVBAgt+ --+C’+E.S -- lisis
2.- Suero positivo GVB+Ag + Ac+C’ +E.S -- no lisis
Control del suero GBV+Ag+ --+C” +E.S -- lisis
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3.~ Suero negativo GBV+--+ Ac+C’+E.S -- lisis
Control del suero GBV+- + == +C?’ +E.S -- lisis

4.- Control Complemento GVB+ --+C’+E.S -- lisis

5.- Control eritrocitos GVB+ --+--+E.S -- no lisis

Cada suero problema se corre por duplicado,-
ya que uno sirve para buscar el posible antigeno,-

mientras que el otro sirve

para probar que no hay-

actividad anticomplementaria, para lo cual se le -
agrega a este control complemento y eritrocitos --
sensibilizados, para ver que no fija el complemen-
to, estos controles deberén dar lisis, si no se de
beran tratar los sueros como se indica en (69); to
das las diluciones se hacen con GVB, ya que contige

ne iones‘Mg++

la reaccién de fijacidn de

Nota: Claves usadas en el

y Ca't necesarios para llevar a cabo

complemento.

cuadro de controles.

GVB = Solucidn amortiguadora usada como dilu
yente en esta prueba.

Ac = Anticuerpos especificos contra el anti
geno.
Cf = Complemento standarizado a 2 U.

E.S = Eritrocitos de

carnero sensibilizados-

con su hemolisina.

Ag = Antigeno presente en los sueros positi

VOS«
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METODO DE RADIO INMUNOANALISIS (RIA).

La técnica de RIA es la mds sensible y espe-
cifica disponible hasta el momento para la detec--
cién del AgsHB. Las mayores desventajas son el -
tiempo para completar la prueba, el costo vy la ne-
cesidad de manejar radioisétopos, con sus riesgos-
asoc iados.

Cuatro métodos basicos de RIA han sido des--
critos para la deteccidén del AgsHB (también pueden
ser detectados los anticuerpos respectivos) las --
técnicas son: De doble anticuerpo (72, 73, 74), un
método de fase sélida (73), un método de cromato--
electroforesis (75), v el procedimiento de una fa-
se sélida directa ”“Sandwich” (76). Estos difieren
primeramente en el método usado para la deteccidn-
del complejo antfigeno-anticuerpo y en el lugar de-
marcado por la radioactividad ejem: ya sea sobre -
el Ac HB purificado o sobre el Ag HB purificado. -
La pureza de la porcién marcada es un componente -
esencial para la especifidad de la prueba. Los mé
todos mds cominmente usados incluyen la fase séli-
da o sea la técnica de Sandwich RIA y el procedi--
miento de doble-anticuerpo (RIA-DA).

“RIA” METODO UTILIZADO: METODO DE SANDWICH.

Para |levar a cabo este método el Servicio -
de Medicina Nuclear del DIF (antes IMAN), propor--
ciond un equipo de los laboratorios Abbott, denomi-
nado: AUSRIA 11-125, Hepatitis Associated Antibody
(anti-Australia Antigen) 125 | Human.

Este equipo se basa en el método de fase sé-
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lida o "sandwich” en el que se emplea una fase sé-
lida que contiene anticuerpos contra el AgsHB; se-
pone a reaccionar esta fase con el suero problema-
en el cual se cree estd presente el AgsHB, y por -
Gltimo se pone este complejo en contacto con anti-
cuerpos contra el AgsHB marcando con 1125 radiacti
vo para asi formar el sandwich. Finalmente, se --
cuantifica la radioactividad fijada a la fase séli

da.

La prueba se realizé de acuerdo a las indica
ciones que se encuentran en el instructivo de la -
casa fabricante.

MATERIALES:
1.- Control negativo (plasma humano recalcificado-
que no contiene AgsHB). Conservador: 0.1% de-
azida de sodio. Manéjese como capaz de trans-

mitir la hepatitis.

2.- Control positivo (plasma humano con AgsHB). Pa
ra ajustar la potencia se usa como diluyente -
una solucidén amortiguadora de TRIS 0.01 mol/li
tro conteniendo 4% de albdmina bovina. Con--
servador 0.1% de azida sbédica. Manéjese como-
capaz de transmitir la hepatitis, aun cuando -
ha sido calentado a 60°C por 10 horas.

3.- Anticuerpo (Anti-AgsHB) 125 (humano). Para -
ajustar su potencia se usa como diluyente una-
solucién amortiguadora de TRIS 0.005 mol/litro
conteniendo 50% de suero de ternera, 2% de sue
ro humano normal y 0.05% de albimina bovina. -
Conservador 0.1% de azida de sodio. Mané jese-



89

como capaz de transmitir la hepatitis.

Anticuerpo anti AgsHB (cuy). Perlas de polie-
tileno cubiertas con AcgHB preparado en cuy. -
Mané jese como capaz de transmitir la hepatitis.

Material adicional:
Pipetas de precisién para medir 0.2 ml.

Jeringas Cornwall o similar, para emplearse du
rante los lavados.

Un aspirador para eliminar la solucidén de lava
do, por ejem. un UniwashTM 11, con una fuente-
de vacfio y una trampa para retener la solucidn.

Un detector de centelleo gamma, de pozo.

Un bafio de agua a 45°C *+ 1

Procedimiento de prueba ”A” (lIncubacién: 2 ho-
ras a 45°C; luego 1 hora a 45°C.)

Ajustar la temperatura del bafio a 45°C.

Destapar el tubo de pléstico que contiene las-
cuentas de polietileno cubiertas con el suero-
anti AgsHB, y colocar una cuenta en cada pozo-
o fondo del tubo de reaccién. Se hacen por du
plicado, y se corren a la vez 7 controles nega
tivos y 3 controles positivos.

Usando pipetas de precisién, adicionar 0.2 ml.
de suero (o plasma recalcificado) y los contro
les positivos y negativos en el fondo de los -
tubos respectivos. Cuidando que cada muestra-
de prueba quede rodeando a la cuenta cubierta-
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de suero anti AgsHB. Tapar el tubode reaccién,
y evitar que queden burbujas de aire entre el-
suero y la perla de reaccion.

4.- Los tubos ya tapados se ponen a incubar en ba-
fo de agua a 45°C por dos horas.

5.- Al final de las dos horas, sacar los tubos del
bafo de agua. Quitar la cubierta y descartar-
la. Usando un aspirador semi-automdtico, aspi
rar el suero que no reaccioné, y lavar las per
las de reaccién con 5 ml. de agua destilada o-
deionizada. Repetir el procedimiento de lava-
do una vez mds. Teniendo cuidado de no dejar-
ninglin residuo de |iquido.

6.- Con pipeta de precisién, adicionar 0.2 ml. de-
anticuerpo asociado a la hepatitis marcado con
lodo 125 (humano) en el fondo de cada tubo de-
reaccidn, cuidando de que el antisuero cubra -
perfectamente la perla de reaccidén y de que no
se formen burbujas de aire.

7.- Aplicar una nueva cubierta a los tubos, e incu
barlos en un bafio de agua a 45°C por una hora.

8.- Al final de esa hora sacar los tubos del bafo-
de agua, quitar la cubierta, aspirar el anti--
suero y lavar la perla de reaccid6n con dos por
ciones de 5 ml. de agua destilada o deionizada
como en el paso 5.

9.- Transferir las perlas de los tubos de reaccién
a tubos del contador, teniendo cuidado de mar-
carlos perfectamente bien.

10.- Poner los tubos en un contador gamma para obte
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ner el nimero de cuantas. La posicidén de las
perlas en el fondo de los tubos no es critica.
Aunque tampoco lo es hacer la cuenta inmedia-
tamente, debe realizarse tan pronto como sea-
posible. Todas las muestras de control y las
desconocidas se deben leer simulténeamente.

RESULTADOS:

La presencia o ausencia de antigeno de la He
patitis B, estd determinado por la relacidén de - -
cuentas netas por minuto de una muestra desconoci-
da y de cuentas netas por minuto de la media de --
control negativo multiplicada por el factor 2.1.

Las muestras desconocidas cuyas cuentas ne--
tas son més altas que el valor medio establecido -
con los controles negativos, deberad ser considera-
do positivo con respecto al antigeno de la Hepati-
tis B.

El valor medio para las muestras de control-
positivo debe ser al menos 5 veces la media del --
control negativo. De no ser asi, puede sospechar-
se de error técnico y debe repetirse la serie.

CALCULOS:

1.- Cllculo de la media de controles negativos.
Se suman las cuentas por minuto obtenidas para
cada muestra control negativa y el total se di
vide entre el nimero de muestras sumadas (en -
este caso se corrieron 7 controles negativos).
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Ejem: Total neto de cpm = 2705 = 386 cpm (media)

7 7

Se descartardn los valores de controles negati
vos que se salgan de los |imites 0.5 a 1.5 ve-
ces la media. Ejemplo:

0.5 X 38 =193 y 1.5 X 386 = 579

Los |limites serdan: 193 cpm a 579 cpm.

Para calcular el valor tope (cutoff).

Se multiplica la media de los controles negati
vos, 386 cpm por el factor 2.1.

Asi el valor tope calculado es de 811 cpm.

Las muestras desconocidas cuyas cuentas netas-
sean més altas que el valor-tope calculado de-
berén ser consideradas positivas con respecto-
al antigeno HB.

Nota: Cuando el contador gamma no sustrae auto
maticamente el valor del fondo, la sustraccidn
se hard manual para cada muestra, y la cuenta-
por minuto de muéstra sin corregir puede ser -
comparada con un valor tope modificado como si
gue: (media de control negativo - fondo) X 2.1
+ fondo = valor-tope modificado.

Ejem: Fondo del aparato = 50 cpm.

Valor-tope modificado = (436 -50) X 2.1 + 50 =
861 cpm.

Cadlculo de la relacién entre control positivo-
y control negativo = P/N

Se divide |la media de controles positivos en--
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tre la media de controles negativos después de
corregirlos por el fondo.
. Media neta d trol iti
Reilae i P/N k. [ n e controles posntfvos
Media neta de controles negativos

Este promedio debe ser al menos 5, o la prueba
deberd repetirse.

Ejem: Valor medio neto de controles positivos
= 5906 cpm '
Valor medio neto de controles negativos

= 386 cpm

5906  _
386 15.3

En este caso la prueba es véljda.

Relacién P/N =
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CAPITULDO VIl

RESULTADOS Y DI SCUSTION.

La deteccidén del AgsHB se ha convertido en -
una prueba rutinaria en los |aboratorios de virolo
gia y en los bancos de sangre, por su utilidad - -
diagnéstica en los padecimientos hepdticos y por -
la importancia de evitar las hepatitis postransfu-
sionales. La metodologia respectiva ha evoluciona
do con rapidez a partir del descubrimiento del - -
AgsHB por Blumberg, como ya se indicé anteriormen-
te, y existen en la actualidad cuando menos dos mé
todos de sensibilidad comparable como son el RIA y
la hemaglutinacidn reversa pasiva. Otros métodos-
de sensibilidad absoluta m&s baja siguen teniendo-
vigencia por poseer caracteristicas favorables de-
orden practico y econdémico y porque su sensibili--
dad relativa no resulta demasiado baja respecto de
los otros antes mencionados. Existen reportes de-
sueros negativos por RIA que dan reaccidn positiva
con métodos considerados como poco sensibles como-
ID y CEF, lo cual se ha interpretado como un fené-
meno relacionado con especificidad y no con sensi-
bilidad, y nos obliga a tomar con ciertas reservas
la caracteristica "sensibilidad” como factor deci-
sivo en la seleccidn de metodologfia.

La posibilidad de probar una serie de sueros
por varios métods en el laboratorio de virologia -
del hospital del nifio DIF (antes IMAN) ha consti--
tuido una oportunidad muy particular para obtener-
informacidén Gtil tanto para evaluar la sensibili--
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dad de los métodos estudiados como para determinar
el subtipo de algunos de ellos, lo cual se hace --
por primera vez en nuestro pais. En el transcurso
de este trabajo se hicieron también pruebas de CEF
para AgsHB y AcsHB a varios grupos de muestras de-
sueros, segln se detallard mas adelante.

Como puede verse en el cuadro No. 7, de die-
cinueve sueros probados por CEF; HARP y RIA, tres-
negativos por los dos primeros métodos resultaron-
positivos por RIA, de ellos un positivo débil - --
(6627) y otro francamente dudoso (4467). Debe to-
marse en cuenta que el método de RIA puede dar lu-
gar a falsas positivas, sobre todo a niveles muy -
bajos de sensibilidad, por lo cual la casa fabri--
cante considera indispensable que todas las mues--
tras positivas se repitan para confirmacidn, ele--
vandose asi el costo de la prueba que es uno de -
sus dos inconvenientes principales. Puede conside
rarse por lo tanto que la correlacidn entre CEF y-
HD fué completa (total), y que la correlaciédn en--
tre estos dos métodos y RIA fué bastante satisfac-
toria.

Algunas muestras que aparecen en el cuadro -
No. 8, fueron probadas Gnicamente por CEF y RIA --
por no contar con cantidad suficiente para otras -
pruebas; puede verse una correlacidn muy satisfac-
toria en los resultados negativos, excepto en el -
4430, 4467, y 6627 que fueron negativos por CEF y-
positivos por RIA, uno débilmente positivo y otro-
muy débilmente positivo que se interpretd como du-
doso porque no fué posible repetirlo. Durante el-
lapso de tiempo en que se practicaron estas prue--



D.R.
M. V.

1471
1602
2480
3129
4176
4430
4467
4527
4612
4626
4642
5322
5778
5875
6627
7352
9067

SUEROS PROBADOS POR C.E.F.:

C.E.F.

1:32
1:16
1:16
1:16

1:16

CUADRO No.

HARP

: 1280
2 320
: 320
: 320
s 5320
s 320
: 640
Neg.
Neg.

: 640
s 320
: 320
: 320
: 640
160
: 640

Nég.
1: 640
14 320
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+++++FF A+
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1.A.

Dudoso
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CUADRO No. 8

SUEROS PROBADOS POR CEF. y RIA.

CEF. RIA. CEF. RIA.

1) 1471 (+ ) ( + ) 22) 9067 ()
2) 1602 (+) (+) 23) A.A. (-) (-)
3) 1877 (-) (-)) 24) BLP. (-) (-)
4) 2480 (+) (+) 25)0Cd =N ()
5 320 (- F i) 26) C.M. (-) (-)
6) 3938 (-) (- 27) BLR. Cx ) CH
7) 4176 (+) (+) 28) H.H.P. (-) (-)
8) 4430 (-) (+) 29) J.AM. (-) (-)
9) 4432 (-) (-) 30 ) e Bae s s ) =
10) 4456 (- ) (-) 31) L.M. (-) (-)
11) 4467 (- ) ( + )dudo 32) L.R.I. (-) (-)
12) 4485 (-) (-) 33) MR.E. (-) (-)
13) 4489 (- ) (-) 34) M.ALS. (-) (=)
14) 4527 (+) (+) 35) M.P.G. (-) (-)
15) 4534 (-) (-) 36) M.V. (+) €+
16) 4562 (-) (-) 27) 0.6:M: L - ) € =81
170 5822 . ( + ) ( %) 38) P.s.M. (-) (-)
18) 5778 (+ ) (+) 39) R.AAM. (-) (-)
19) 5875 (+) (+) 40) R.A.S. (-) (-)
20) 6627 (-) (+ )gfﬁ 41) V.D. (-) (-)
21) 7352 (+) {( +) 42) V.R.D. (-) (-)
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bas comparativas de sensibilidad, se probaron tam-
bién muchos sueros que resultaron negativos tanto-
por CEF como por HD, y 4 sueros de personal que --
trabaja en la unidad de dialisis en el hospital, -
los que también resultaron negativos por ambos mé-
todos.

Otra serie de muestras (27 en total) todas -
positivas por HARP y por CEF, fueron tipificadas y
se encontraron los resultados que aparecen en el -
cuadro No. 10. Llama la atencién la elevada preva
lencia de! tipo Ad (20 de 27), que en siete mues--
tras se encontrd al parecer combinado con tipo Ay-
y, solamente en un caso (9836) este Gltimo produjo
una reaccidn méds intensa que el Ad. Al subtipo --
Adr correspondieron cinco muestras y al Adw sola--
mente dos, y por lo que toca a subtipos de Ay no -
fué posible identificar ninguno, posiblemente por-
tratarse de reaccion cruzada. Parece haber en - -
nuestro medio un predominio manifiesto del tipo Ad,
y una baja prevalencia del Ay, lo cual debe tener-
implicaciones epidemioldgicas que por el momento -
no es posible explicar.

Algunas de las muestras positivas utilizadas
en las pruebas comparativas fueron obtenidas duran
te el corrimiento de muestras enviadas al laborato

rio para diversos fines, que fueron los siguientes:

A) De 495 sueros obtenidos de una escuela primaria
en la que se presentd una epidemia de hepatitis, -
todos resultaron negativos para antigeno y anti- -
cuerpo por CEF, hallazgo que correlaciond satisfac
toriamente con los aspectos clinicos y epidemiol 6-

y



CUADRO No. 9

SUEROS POSITIVOS POR C.E.F. Y HARP

C.E-F. HARP
4164-02 1:32 1: 320
4201-01 1:32 1z 320
5322 1:16 1: 640
9445 1:16 1: 160
9550 1:16 1: 320
0689 1:16 1: 640
9723 1:16 1: 320
9789 1:16 1z 320
9836 1:16 1: 320
10077 1:16 1: 640
10107 1:16 1: 640
A.S.O. 1:16 i: 320
E«L: 1:16 1: 320
H.G.R. 1:32 1: 640
[ IS 1: 4 1:' 160
M.P. 1:16 1: 640
¥ C 1: 8 1: 160
D.R. 1:32 1:1280



CUADRO No.

10

100

SUEROS TIPIFICADOS POR MICROMETODO DE OUCHTERLONY.

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)
11)
12)
13)
14)

«R.

« L«
-G.R:
- L.F.
«P.

- N
1471
1602
2480
3129
4164-02
4201-01
5322
5778

ZE 2 r-r T m O

Adr - Ay débil
Ad

Ad -- Ay
Adw

Adr

Ad

Ad

Ad

Ad

Ad

Ad

Ad

Adr

Ad

15)
16)
17)
18)
19)
20)
21)
22)
23)
24)

5875
7352
9067
9348
9445
9550
9689
9723
9789
9836

25) 10077
26) 10107
27) 10298

Adw
Ad -- Ay

- Ad

Ad

Ad

Ad

Ad -- Ay
Adr

Ad

Ad -- Ay
Ad

Adr

Ad
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gicos del problema, ya que desde estos puntos de -
vista se traté de una epidemia por virus de hepati
tis tipo "A".

B) De un estudio interno del hospital se procesa--
ron 230 muestras por CEF, resultando todas negati-
vas para antigeno y anticuérpos.

C) De 176 sueros recibidos de varias comunidades -
de!| estado de Chiapas (enviados por el Centro de -
Investigaciones Ecoldgicas del Sureste ) dos mues--
tras de Motozintla fueron positivas para el AgsHB,
lo cual equivale al 1.13% del total de muestras re
cibidas y a su vez corresponde al 3.7% del total -
de muestras Gnicamente de Motozintla.

CARACTERISTICAS DE LAS COMUN IDADES.

Poblacién No. de No. de - % del total
Habit. muestras de la Poblac.
Villa de Acala 13,000 42 0.32 %
Lacanja 120 30 25.0 %
Villa de Arriaga 27,000 50 0.18 %
V. de Motozintla 28,000 54 0.19 %
TOTAL 68,120 176 0.26 %
Es de Ilamar la atencidén el relativamente al

to porcentaje de positividad en la Villa de Moto--
zintla, ademds de que los titulos de AgsHB también
son relativamente altos:

muestra 4164-02 Titulo = 320 por H.D. y 1:32 por CEF.
muestra 4201-01 Titulo = 320 por H.D. y 1:32 por CEF.
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D) De un laboratorio automatizado de la SSA se pro
cesaron 114 muestras seleccionadas por haber mos--
trado valores alterados en pruebas de funcionamien

to hepéatico; todas resultaron negativas al AgsHB y
AcsHB por CEF.

E) ElI laboratorio de bioquimica del hospital sumi-
nistré también 31 muestras de suero con pruebas --
funcionales hepdticas alteradas, entre las cuales-

se detectaron dos casos positivos para AgsHB por -
CEF .

Finalmente cabe aclarar que aqui no se repor
taron resultados de F.C., a pesar de que se efec--
tuaron numerosas pruebas, por la imposibilidad de-
contar con un suero anti AgsHB 'satisfactorio. To-
dos los sueros anti probados mostraron titulo bajo,
anticomplementaridad que fué imposible eliminar, o
ambas cosas. Por tales razones no se consideré --
conveniente incluir resultados de confiabilidad in
cierta. ‘
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CAPITULDO X,

CONCLUSIONES.

La importancia de la deteccidn del AgsHB es-
ta fuera de toda discusién, pero la diversidad me-
todolbégica hace necesaria la evaluacidén cuidadosa-
de los métodos disponibles, en base a factores co-
mo la sensibilidad, la especificidad, la compleji-
dad, la rapidez y el costo. Para propésitos de me
ra deteccidn, como es el caso habitual en el banco
de sangre, el factor sensibilidad parece francamen
te secundario y quizd debiera darse prioridad a --
los aspectos de complejidad y costo.

Los resultados de este trabajo hacen eviden-
te que el método mas sensible (RIA) es incapaz de-
detectar mlds de un 5 - 10 % de positivos que méto-
dos bastante menos sensibles en forma absoluta - -
(CEF, FC). Puesto que la deteccién del 100 % de -
positivos no puede lograrse por ning(n método en -
particular, sino que serfia necesario correr cada -
muestra por varios métodos, las ventajas de una --
sensibilidad absoluta mayor no son definitivas en-
la seleccién de un método para propdsitos rutina--
rios, sobre todo si a ello se suman factores de al
to costo y complejidad considerable.

El método de H.D. es de relativa sencillez y
de suficiente ‘sensibilidad, y no requiere de equi-
po costoso como el caso de RIA, por lo cual repre-
senta una excelente alternativa para laboratorios-
y bancos de sangre capaces de manejar metodologia-
serolégica en su variante micro.
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El método de CEF ha confirmado en este traba
Jo sus ventajas reconocidas: gran sencillez, costo
y sensibilidad aceptables. Es por estas razones,-
seguramente, que sigue siendo el método de elec- -
cidn en nuestro medio y en particular en los labo-
ratorios y bancos de sangre de tamafo pequefio o me
diano.

El método de |.D. en microplaca, como es - -
bien sabido es de baja sensibilidad y por lo tanto
no se le puede recomendar para trabajo rutinario -
de deteccidn; sin embargo, es el Unico que nos per
mite establecer la identidad del antigeno y, en mu
chos casos puede ser adecuado para la confirmacién
de positividad.
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