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C A P I T Ll L 0 1 . 

I N T R 0 D U C C 1 0 N : 

La hepatitis vira¡ continúa siendo un proble

ma de salud publica, de distribución mundial, deJí

do a la gran dificultad 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 propagación de estos virus en modelos ani

males experimentales tambien ha presentado grandes

dificultades, lo cual ha contribuído as¡ mismo a - 

frenar el avance ce las investigaciones sobre es— 

tos dos agentes patogenos. 

En el momento actual y desde un punto de v s
ta eminentemente práctico, el único recurso útil ~ 

para reconocer la presencia de uno de estos virus, 

el tipo " B" es la detección de¡ antigeno descubier

to por Blumberg en 1964 ( 7) llamado antígeno Aus— 

tralia por este investigador por haber sido ident_L
ficado originalmente en el suero de un aborigen

australiano. A pesar de que este antigeno, cuya

relación con el virus de hepatitis " B" esta plena- 

mente demostrada, sólo 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 patoge

no si se aplican métodos satisfactorios para su de
tecc i on . 
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Quiza la reduccion más importante de casos - 

de hepatitis ha sido lograda en el caso de las ¡ la

madas hepatitis postransfusionales, que en el pa- 

sado constituia una proporcion importante de casos

de hepatitis viral, de¡ orden de 1% de¡ total de - 

transfusiones y con una mortalidad de¡ 0. 1% tam- - 

bién de¡ total de los individuos transfundidos. - 

Si tomamos en consideración que el hombre puede -- 

convertirse en portador sano con antigenemia per— 

sistente tal vez por tiempo indefinido, el riesgo - 

de transmisión del virus tipo " B" a partir de por- 

tadores sanos es considerablemente más elevado que

cuando se trata de enfermos en los que la enferme- 

dad ha sido diagnosticada y se han tomado las medi

das precauci0n indicadas. Por otra parte se sabe - 

ahora que la transmisión de¡ virus tipo " B" puede - 

realizarse por mecanismos muy diversos, generalmen

te en todas aquellas condiciones en las que existe

solucion de continuidad entre un tejido sano y san

gre o fluidos organicos contaminados; se sabe tam - 

bien que este antigeno puede ser detectado en sal¡ 
va, orina, semen, heces, fluido menstrual, de ahi- 

que las probabilidades de transmisión sean mayores

de las que se pensaba hasta hace algunos aRos, y a

ello debemos agregar la posibilidad de transmision

por la vía oral plenamente comprobada así mismo. 

La importancia del problema está ampliamente

fundamentada en la literatura biomédica de los u¡ - 

timos 10 aRos principalmente, y resultaria demasia
do extenso tratar de presentar en esta introduc- - 

cion todas las situaciones que han permitido lle— 

gar a establecerla; sin embargo es necesario hacer



enfasis en que, por ahora, el único recurso de la— 

boratorio que nos permite definir el diagnostico

de hepatitis por virus " B" es la detecci0n M - 

A9sHB", por lo cual resulta particularmente impor

tante tambien el manejo adecuado de la metodologia

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 m& todos que~ 

en mayor grado pudieran resultar adecuados en sus - 

condiciones de trabajo. Como se vera, a lo largo - 

de este estudio ha sido posible reconocer ventajas

y desventajas de los métodos analizados criticamen

te con el propOsito 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 práctica. 
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C A P I T U L 0 11. 

ANTECEDENTES HISTORICOS

ANTIGENO AUSTRALIA, NOMENCLATURA ACTUAL Y SUBTIPOS. 

La hepatitis es una enfermedad infecto- conta
giosa sistemica, pero que ataca principalmente el~ 

higado, y se conoce desde hace más de 2 000 aaos.- 
En tiempo de HipOcrates ( 377 A. C.) ya era conocida; 

posteriormente, Galíleo y Celsius hicieron una des
cripción relativamente buena de la enfermedad. Ac

tualente la hepatitis vira¡ es una de las enferme- 

dades más pecu 1 i ares, que presenta e 1 r i esgo de -- 

una contaminación accidental, ya que todavía no se

cuenta con una vacuna efectiva y ni si quiera se - 

ha podido aislar el agente causa¡ en cultivo de te

jidos ni en animales de laboratorio. 

Aunque se piensa que siempre han existido -- 

las formas epidémica y endémica, su origen víral y

su patogenia solo han sido reconocidos recientemen
te. 

En un principio se consideraba que una hepa- 
titis no tóxica era de origen infeccioso, y así se

denominó " Hepatitis Infecciosa", y se pensaba que - 

era el resultado de una contaminación fecal de al¡ 

mentos y agua. Por lo tanto se le consideraba como

enfermedad endemica en niAos, y ocasionalmente ¡ le

gaba a ocurrir en adultos, sobre todo en tiempo de

guerra cuando se presentaban con mas frecuencia -- 

epidemias de hepatitis. La epidemiologia de la en- 
fermedad llegó a conocerse bastante bien, conside- 
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rándose que solo era transmitida por la vía diges- 

tiva, además se conocia el período de incubación - 

de la enfermedad. 

Durante la 2a. guerra mundial ( 1938- 1943) se

reconociO un tipo diferente de hepatitis, que se - 

presento en muchos soldados de los EUA. que habían

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 número fue mayor, y la tasa de mortali— 

dad de casos reconocidos fue de 3 por 1 000 ( 1). - 

Se considero diferente porque en esta ocasion el - 

periodo de incubación fue más largo que el reporta

do en casos de hepatitis infecciosa. Ademas, el -- 

origen etiológico no era el mismo, ya que en esta - 

ocasión se trataba de plasma humano, posiblemente- 

icterico. 

Entonces se enfocó la atención sobre este -- 

agente que producía una enfermedad similar a la he

patitis infecciosa, a la que llamaron hepatitis

por suero, ya que este era la fuente de transmi~ 

sion, y empe z o a reconocerse como una importante

entidad etiologica. 

Tomando en cuenta esta nueva variedad de he- 

patitis, en estudios retrospectivos se encontro

que en 1883 ( 2) ya se había presentado un brote

epidemico de hepatitis por suero, que siguió a la- 

inyecci0n de vacuna anti- variolosa ( smalipox) pre- 

parada con suero humano y que había sido clasifica
da como una epidemia de ictericia. Por 1930 Stokes

y colaboradores ( 3) reconocieron una " ictericia" - 

diferente que segúla al tratamiento parenteral con
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arsénico, para tratar la sífilis, la cual era más - 

bien de tipo infeccioso que de tipo tóxico. En -- 

1938, Propert ( 4) reportó casos de mortalidad por - 

el uso de suero humano de convaleciente de ---,aram-- 

pión, confirmando el hallazgo de Mac Nulty ( 5) rea

izado un poco antes, despues se relacionaron es7- 

tas epidemias de " ictericia por ' eringa", con hepj

titis sericas. 

Hasta ahora los agentes de la hepatitis in— 

fecciosa y de la hepatitis sérica no han podido - 

ser cultivados " Ín vitro", ni plenamente identifi- 

cados; no obstante, se piensa que cuando menos son

dos los tipos de virus causantes, y en 1951 Mae Ca

llum 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 período corto de incubacion- 

fué llamada tipo " A", o sea llamada hepatitis in— 

fecciosa, ya que se pensaba que sólo era producida

por contaminaci0n de alimentos y agua con heces y - 
orina infectadas. También se le denominaba hepati

tis epidemíca, ictericia catarral aguda, y en Ru— 
sia se le llamo enfermedad de Botkin. 

A la hepatitis vira¡ que Mac Callum denominó

tipo " B" se le ha conocido también como hepatitis~ 

de larga incubacion, y como se pensaba que sólo — 

era transmitida por via parenteral se le denomino - 

así mismo hepatitis por suero, postransfusional, - 

ictericia por suero homólogo, ictericia por jerin- 

ga, etc. 



7

Las dificultades encontradas por todos los - 

investigadores para aislar los agentes etiológicos

de estas hepatitis de origen infeccioso dieron por

resultado un decaimiento en el interés sobre su es

tud i o. 

Con ayuda de¡ microscopio electronico se de- 

finió que muy probablemente eran virus los causan- 

tes ya que se hablan 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 etiológicos en - 

cultivos celulares " in vitro" o en algún modelo ex

perimental animal. 

El descubrimiento que produjo grandes avan— 

ces en el estudio de la fase virémica de la hepatí

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~ lipoproteinas de sueros humanos en

pacientes multitransfundidos; usando la tecnica de

doble difusión de Ouchterlony encontró, en un pa— 

ciente hemofílico que había 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 llamo antigeno Australia ( A9 Au), y -- 

fué encontrado en el 20% de los pacientes con heRa

titis viral y posteriormente asociado sólo con la~ 

hepatitis por suero o sea la tipo " B". 

El descubrimiento de¡ antigerio Au, y de sus - 
anticuerpos respectivos, asi como su asociacion -- 
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con la hepatitis tipo " B", requirio nueva termino- 

logía por lo que la nomenclatura ha ido cambiando, 

ya que el nombre que le dio Blumberg de antigeno - 
Australia parece indicar una asociaci0n de la en— 

fermedad con ese pais exclusivamente, de ahí que - 

en 1968, cuando Prince ( 8) la asocio con la hepati

tis serica, se le denomino " A9SV o sea antigeno - 

de la hepatitis serica; mas adelante ( 1969) en la - 

Universidad de Yale se demostró que este antígeno - 

no solo se encuentra en el suero, pues fue encon— 

trado en otras personas que no habian recibido nin

guna transfusión de sangre, por lo que se le dio— 

el nombre de AAH o sea antigeno asociado a la hepl
titis; como este nombre tampoco era muy representa
tivo, en 1972 el National Research Council de EUA. 

lo denominó antígeno de la hepatitis tipo " B", o - 

sea AqHB que ya es más representativo; por ultimo, 

el Comite sobre Hepatitis Viral de¡ Consejo Nacio- 

nal de Investigaci0n - Academia Nacional de Cien— 

cia de los EUA. propuso la siguiente nomenclatura - 

ver cuadro No. l); en el cuadro se explica el si2

nificado de los diferentes símbolos y terminos en - 

uso actual y aceptados internacíonalmente. 

Por lo que toca a los sub -tipos indicados en

el cuadro No. 1, se sabe que " a" es una determinan

te antigenica comun, 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

más comUn la determinante " ay" entre los norteame- 

ricanos, y la determinante " ad" se ha encontrado - 

más bien entre donadores de sangre Thailandeses. - 
Se han hecho varios estudios por el metodo de inmu
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nodifusión, usando como antígeno sueros purifica— 

dos en gradiente de sacarosa o de cloruro de cesio, 

y también utilizándolos en la inoculación de anima

les para la preparaci0n de los sueros anti corres

pondientes. Al observar que no todos los " ad" ni - 

todos los " ay" eran idénticos ( 9, 10) Bancroft y - 
colaboradores ( 9) y posteriormente Levene y col. ~ 

10) encontraron dos determinantes antigenicas más

y las denominaron " w" y " r", resultando así los -- 

sub~tipos " adr", " ayr" y " ayw". Estas últimas ob~ 

servaciones se hicieron absorbiendo el suero anti~ 

con antígenos heterólogos. 



CUADRO No. 1

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

Propuesta por el Comité sobre Hepatitis Vira¡ de¡ Consejo Nacional de Investigación y
Academia Nacional de Ciencias de los EUA. ) 

Ag
5

HB - Antígeno de la Hepatitis tipo " B" que se encuentra en la superficie de la -- 

partícula Dane y en las otras partículas libres de 20 mm. 

Ag
e

HB - Antígeno de la Hepatitis " B" que se encuentra en el " Core" ( corazón o centro) 

de la partícula Dane.. 

Particula Dane - Partícula de 42 mm. que contiene dos antígenos: Ag
S

HS y el Ag HB. 

HVB - Virus de la partícula Dane, de la hepatitis tipo " B". 

Ag
S

HR/ adr Antígeno de la superficie de la hepatitis " B" con la expresión de¡ deter- 

minante específico de grupo a, y las determinantes antigénicas específi
cas de subtípo, d y n ( ejemplo). 

Anti - HB
S

Anticuerpos contra el antígeno de superficie de la hepatitis " S". Si se - 

conoce la especificidad, las determinantes antigénicas deben indicarse des
pués de una diagonal ( ejemplo: Anti- HBs/ adr). 

Anti - HB - Anticuerpos contra el antígeno ( del core). 
e

SUS - TIPOS DEL HB Ag. 
S

HBsAg/ ayw ( 4 sub -tipos) 

HbsAg/ ayr + 

HBsAg/ adw ( 2 sub -tipos) 

HBsAg/ adr + 
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C A P I T U L 0 11 1. 

H E P A T I T I S V I R A L E S " 

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 aislarlos agen

tes etio-logicos causantes, para poder diferenciar - 

entre los dos tipos de hepatitis tenemos que basar

nos en algunos aspectos clinicos como son: el pe— 

riodo de incubacion, 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 días, sin ha— 

cer caso de la ruta de infeccion ya que es esen- - 

cialmente el mismo siguiendo a una exposicion pa— 

rentera¡ u oral ( 6). En contraste, el periodo de - 

incubación de¡ virus de la hepatitis tipo " B" es - 

mucho mayor, entre 45 - 180 días, con promedio de - 

90 dias. Aunque la hepatitis tipo " S" es general- 

mente transmitida. por la ruta parenteral, es bien - 

reconocido que tambien puede propagarse por contac

too por laviaoral ( 6). 

Consecuentemente, una historia de exposición

parenteral puede ser citada como Util para estable

cer el diagnóstico, pues si el periodo de incuba— 

ci0n es largo es casi seguro que la infección es - 

de tipo " B". Por otro lado, es dificil precisar - 

el tiempo de evoluci0n si no hay antecedente de -- 
inoculación. 
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Se puede diferenciar si se tiene conocimien- 

to del tipo de cuadro clinico que presentó, 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 " E3"' tiende a ser~ 

incidioso, con fiebre leve, y se puede caracteri— 

zar por un período prodromico con urticaria, pruri

to y artritis en ocasiones. 

Los sintomas usuales de fiebre, dolor de ca- 

beza, malestar, fatiga, anorexia, náuseas, vómito - 

y diarrea ocurren en ambos tipos de hepatitis. 

Algunas pruebas de laboratorio pueden ser - 

útiles para el diagnóstico diferencia¡ de las helajj
titis, como se ve en el cuadro No. 2. 

Entre las pruebas auxiliares para la diferen

ciación entre tina hepatitis " A" y tina " B", tenemos

la determinación de ambas transaminasas séricas -- 

la glutamico- pirúvica y la glutamíco- oxalacetica), 

turbidez de¡ timo], determinaci0n de inmunogiobuli

nas, especialmente la lqM, y principalmente la de- 

teccion de¡ " A9sHI3". 

Transaminasas en sangre: Se alteran como se - 

ve en el cuadro No. 2: ayudan a la diferenciacion- 

ya que en el caso de hepatitis tipo " A" se elevan - 

antes de que aparezcan los sintomas clínícos, y en

ocasiones es el Unico dato presente que identifica

a la enfermedad. Estos valores se normalizan a ~- 

corto plazo y en promedio se ven alteradas no más - 
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. 

HEPATITIS " A" HEPATITIS " B". 

Período de Incubación De 15 a 50 días De 45 a 180 días. 

Vías de Transmisión: Más Común: ORAL PARENTERAL. 

Ocasional: PARENTERAL ORAL. 

Curso Clínico BENIGNO PUEDE SER GRAVE

Complicaciones graves RARA VEZ + 10% de casos. 

Mortalidad CERCANA A 0% + el 10 %. 

Detección de¡ Ag
5

HB NO PRESENTE PRESENTE DURANTE LA INCUBACION

Y EN FASE AGUDA, PERSISTE LARGO

TIEMPO EN PORTADORES SANOS. 

Niveles Anormales de TSGO y TSGP De 1 a 3 semanas. De 1 a 8 meses o más. 

Tipo de ataque USUALMENTE AGUDO USUALMENTE INSIDIOSO. 

Otros Nombres HEPATITIS INFECCIOSA HEPATITIS SERICA, POR SUERO

HEPATIFIS EPIDEMICA HOMOLOGO, POSTRANSFUSIONAL. 

Niveles de 19M y USUALMENTE AUMENTAN USUALMENTE NORMALES EN CASOS

TURBIDEZ DE TIMOL. CON ICTERICIA 0 SIN ANICTERICOS, EN CASOS ICTERI

ELLA. COS AUMENTAN. c> 



14

tas por semanas o meses ( transaminitis). De acuer

do a la tecnica de Cabaud y Wrobleski las cifras - 

deben considerarse anormales por arriba de 40 U. - 

unidades. La alteración de transaminasas en hepati

tis tipo " A" suele observarse con cifras mayores - 

que en el caso de hepatitis " B". 

La turbidez de¡ timo¡ puede ser una prueba - 

útil para diferenciar las hepatitis, sobre todo -- 

cuando el paciente no está ícterico, ya que en ca- 

so de tratarse de una hepatitis tipo " A", sea ictjj
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

R" anicterica, aunque puede ser anormal en caso

de hepatitis " B" icterica; por lo tanto, no siem— 

pre es de utilidad. 

Determinación de Inmunogiobulinas: Los nive- 

les de la 19M en ambos tipos de hepatitis vira¡ 

son esencialmente los mismos, como en el caso de

la turbidez de¡ timo¡ ( 11), ya que un aumento en

la turbidez de¡ timol está correlacionado con un

aumento de la ] 9M. 

Deteccion de¡ " A9sí—113". La especificidad de¡- 

AgsHB en caso de hepatitis " B" ha sido bien docu— 

mentado ( 12), y va a estar en relaci0n con el sub- 

secuente aumento en los niveles de TGO y finalmen- 
te con la aparicion de la ictericia. El problema - 

es que sólo una prueba positiva para la presencia - 

M AgsHB puede ayudar en el diagóstico 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 con -tenga en ese momento el " AgsHB", o

estar este en cantidades tan pequenas que el meto - 

do empleado para su detecci0n no sea suficientemen

te sensible. 



16

C A P I T U L 0 1 V, 

H E P A T I T I S V I R A L T I P 0 " B" . 

CLASIFICACION DE ACUERDO A SU CUADRO CLINICO. 

Dependiendo de las manifestaciones clinicas- 

que se presentan durante la enfermedad, esta se ha

clasificado en hepatitis víral benigna cuando si— 

que el curso habitual, típico, y posteriormente el

enfermo vuelve a la normalidad, o bien se conside- 

ra como hepatitis vira¡ severa cuando el paciente - 

en vez de mejorar tiende a desarrollar una hepati- 

tis cronica progresiva, y en la mayoria de los ca- 

sos el desenlace es fatal: Ver cuadro No. 3. 

1.- Hepatitis vira¡ ordinaria o tipica es el

nombre que se le da a las hepatitis virales mas ~- 

frecuentes, que siguen un curso típico y benigno; - 
en un 85 % de los casos se presenta una fase pro— 

dromica de duraci0n variable y que se caracteriza - 

por fatiga y anorexia. En la fase preictérica hay - 
fiebre, nunca mayor de 39% calosfrios, cefalea y

manifestaciones de tipo catarral agudo o gastroin- 

testinal con sensacion de pesadez en área hepática. 

El higado se encuentra aumentado de volumen y, se - 
palpa abajo de¡ borde costa¡ en dimensiones varia- 

bles: puede presentarse diarrea o estreAlmiento, - 

náuseas y/ o vomito. Durante esta fase, que en pro- 

medio dura una semana, se observa coluria e hipoco

lia o acolia. 

La fase icterica se presenta en forma varia- 

ble y en general afecta desde un principio a las - 



CUADRO No. 3

VARIANTES CLINICAS DE LA HEPATITIS VIRAL. 

ESPECTRO CLINICO

ENFERMEDAD BENIGNA. 

Hepatitis vira¡ ordinaria típica. 

Hepatitis Anictérica. 

Hepatitis Colestática. 

Hepatitis Recurrente. 

Hepatitis Crónica Persistente. 

transaminitis). 

ENFERMEDAD SEVERA. 

Hepatitis Anict6rica. 

ESPECTRO HISTOLOGICO, 

HEPATITIS CLASICA. 

Hepatitis Cr6nica activa " agresiva" 
NECROSIS HEPATICA

SUBAGUDA. 

Hepatitis Fulminante. 
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conjuntívas; en ocasiones es discreta y parece no - 
progresar; sin embargo, en la mayoria de los casos, 

3 a 5 dias despues 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 inespecíficos. La ictericia alcanza su maxi

mo entre el dia 10 y 14 de la fase icterica. El - 

higado está crecido y ligeramente doloroso, el ba~ 

zo se palpa en uno de tres a cinco pacientes, la ~ 

coluria es in -tensa y las evacuaciones pueden ser - 

aun hipocólicas. 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 mas cor

ta duracion y puede incluso desaparecer a los 3 a- 

5 dias de iniciada. La fase postictérica, con du- 

raci0n de 4 a 8 semanas, se caracteriza por la nor

malizacion 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 hígado puede - 

aún ser palpado y ligeramente doloroso. Pero la

enfermedad es benigna y el paciente se recupera

pronto. 

2.- Hepatitis Anicterica es una variante de - 

la hepatitis vira¡ en la que no se presenta icteri

cia, y el diagnostico se sospecha cuando el pacien

te presenta una sintomatologia de hepatitis, si es

tuvo en contacto con algun enfermo, durante una -- 

epidemia, o bien se comprueba mediante un estudio- 

histopatologico en una biopsia hepática. Se ha cal

culado que el 30% de los casos de una epidemia son
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anictericos. Tambien se han encontrado casos de - 

hepatitis anicterica en población aparentemente sa

na. La sintomatología de estos casos es vaga, re- 

latandose en ocasiones un curso de 5 a 7 días con - 
manifestaciones digestivas, fatiga y anorexia. En

uno de cada tres a cinco pacientes se puede encon- 

trar crecimiento hepático. El nivel de las trans- 

dminasas séricas es alto, puede haber bilirrubinas

conjugadas en orina y la carga de bromosulfaleina- 

no es depurada dentro de¡ tiempo normal. 

El diagnóstico definitivo es histopatolOgico, 

en el que se demuestran las lesiones tipicas de la

hepatitis aguda. En algunas ocasiones puede presen

tarse hepatitis anictérica, pero crónica, agresiva, 

por lo que se vuelve severa y con desenlace fatal. 

3.- Hepatitis Recurrente, también está clasi

ficada dentro de las benignas, aunque puede llegar

a convertirse en cronica 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 continúa crecido y doloroso. Cuando se toman

biopsias en los diferentes estadios, se observa -- 

una imagen histopatologica semejante a la del cua- 

dro agudo inicial. La frecuencia de este tipo de - 

evolucíón es variable y va de¡ uno al 15%, y la re

cuperación en la mayoría 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 fenome— 

nos colestasicos. Estos casos pueden ser conside- 

rados de evolución mixta: recaidas y tendencia a - 
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prolongarse. 

4.- Hepatitis Prolongada, Crónica Persisten- 

te. Con esta connotación se designa a la hepatitis

que sigue un curso prolongado que puede extenderse

hasta por seis meses e incluso por más tiempo. El

fenomeno fundamental es colangitis y la expresión- 

clinica es de colestasis importante. A pesar de - 

que la ictericia puede alcanzar cifras de bilirru- 

b i nas mayores de 20 m9/ 100 m 1 . , e 1 pac i ente no -- 

muestra signos de actividad o progresi0n de¡ daí50- 

hepático, e incluso la evoluci0n inicial del cua— 

dro agudo es semejante al descrito para los casos - 

de evoluci0n tipica. En las dos o tres semanas -- 

iniciales, el paciente gana peso y sólo manifiesta

ictericia y hepatomegalia discretas. 

El diagnóstico puede ser realizado cuando se

tiene el antecedente de un cuadro previo, o bien - 

en casos que corresponden a brotes epidemicos. En

un buen número de casos es necesario recurrir al - 

estudio del material hepático obtenido por puncion

biopsia. Este tipo de hepatitis vira¡ se clasifi- 

ca dentro de las benignas, ya que aunque con tiem- 

po mas prolongado el paciente se recupera. 

5.~ Hepatitis Progresiva, Fuiminante.- Con - 

este termino se designa la enfermedad que puede te

ner un curso progresivo y fatal rápido. En el pri

mer caso el cuadro se considera subagudo, el pa- - 

ciente continua sintiendose enfermo, puede presen- 

tar manifestaciones digestivas o respiratorias, 

fiebre; la hepatomegalia y la espienomegalía no

tienen tendencia a mejorar si no por el contrario, 
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en menos de tres meses el paciente muestra sínto— 

mas de insuficiencia hepatica. La letalidad de es

tos casos es alta y en caso de supervivencia la re

cuperaci0n es muy lenta, quizá dos allos, pero nun- 

ca es total la recuperacion. 

Cuando el proceso hepático se desarrolla ra- 

pidamente las manifestaciones clinicas son verdade

ramente aparatosas; el paciente se muestra severa- 

mente afectado con fiebre alta, palido, icterico,- 

con manifestaciones hemorragiparas y alteraciones - 

de¡ estado de conciencia que pueden ir desde la in

quietud, irritabilidad y delirio hasta el coma» - 

Más de¡ 90 % de los pacientes que presentan este - 

tipo de evoluciOn, fallecen dentro de la primera - 

semana de iniciado el cuadro progresivo de insufi- 

ciencia hepática. 
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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 inmunolOgicos ha sido bastante

lento. En e[ caso de la hepatitis por virus " B" - 

el periodo de incubacion tan largo y variable es - 
un factor que frecuentemente enmascara la realidad. 

inmunolOgíca en los individuos infectados, y cons- 

tituye la explicacion a una limitación no superada. 

aun de toda la metodologia para la detección de¡ - 

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

gUn metodo en uso actualmente es capaz, indepen- - 

dientemente de su sensibilidad, de reconocer a la - 

gran mayoría de los individuos Infectados, el pano

rama inmunologico y epidemiologico resulta necesa- 
riamente incompleto. 

Otro aspecto inmunologico de particular inte

res y que hasta ahora no ha sido debidamente explí
cado es el que se relaciona con la incidencia rell
tivamente elevada de seropositividad al " AgsHB" en

individuos con ciertos padecimientos como el Sin-- 

drome de Down ( 13), la I. eucemia ( 14), lepra lepro- 

matosa ( 15), lupus eritematoso sistémico ( 16), dia. 

betes ( 17). Tal parece que ciertos estados de in- 

competencia inmunologica favorecen de alguna mane- 

ra la infeccion o la persistencia de¡ antigeno cir

culante, y se ha pensado en una posible tolerancia
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inmunolOgica parcial o completa hacia ese antigeno, 

lo cual condicionaria una predisposici0n al estado

de portador. 

El individuo con antigenemia persistente - - 

constituye un caso singular como fuente de transmi

si0n de este agente causal, ya que esta plenamente

confirmada la posibilidad de transmisión por diver

sos mecanismos que ya fueron mencionados con ante- 
rioridad. Este problema plantea con mayor urgen— 

cia la necesidad de desarrollar metodos 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

ran mas detalles en el capitulo de prevencion. 

ET 10 LOG I A: 

No se ha podido aislar el agente etiológico- 

de la hepatitis tipo " B". El diagnostico por el - 

laboratorio se basa en la deteccion de¡ " A9sHB", ~ 

pero es necesario recordar que los resultados neg1
tivos no son concluyentes, por las razones expresa

das en el capítulo sobre aspectos inmunologicos. - 

Es por ello que siguen siendo de utilidad algunas - 
pruebas de funcionamiento hepático; en terminos 9.11
nerales, se acepta que existe una correlaci0n bas- 

tante definida entre el grado de daRo al hepatoci- 

to por el virus tipo " B" y el grado de anormalidad

de las pruebas funcionales hepáticas. 

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 - 

cía sin relación etiolOgica directa hasta la pos¡ 

bilidad no demostrada de que tales virus sean cap l
ces de producir verdaderas hepatitis virales. Sin
embargo, no hay evidencias claras de esto Ultímo y, 
en cambio, las hay numerosas e incontrovertibles - 

de que solamente los virus tipo " A"' y " B" son cap. 

ces de producir hepatitis virales, al menos de

acuerdo a los cánones histopatológicos. 

Se ha pensado tambien en la posibilidad de - 

que existan variantes antigenicas de¡ virus tipo - 

B" capaces de provocar cuadros de repetición al - 

resultar inefectiva la protecci0n inmunológica con

ferida por una variante antigenica. 

EPIDEMIOLOGIA: 

Se ha llegado a la conclusi0n de que la hepl
titis vira¡ tipo " B" se transmite tanto por via pq
rentera¡ como por la via oral, siendo las principq
les fuentes de contaminaci0n los portadores asinto

máticos y los casos anictericos. 

Entre las varias formas en que puede real¡-- 

zarse la transmisión del virus tenemos la vía pa— 

rentera¡ principalmente, pero tambien 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 rasguño o pinchazo con- 
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agujas contaminadas por pacientes con AgsHB, y se~ 

guramente en otras formas también. 

La transmisión por via transfusional ha sido

quiza una de las más frecuentes, y también han si- 
do reportados casos aislados y epidemias en unida- 
des de dialisis, muy probablemente debidas a este~ 
rilizacion inadecuada de materiales que entran en - 

contacto con la sangre de¡ enfermo. 

Ademas 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 transmisi0n de¡ AgsHB con orina es posi— 

ble por personas con transplantes renales que lle- 

gan a convertirse en portadores cronicos del Ag y - 
lo siguen excretando por la orina. En el Roya¡ -- 

Free Hospital de Londres y en Weilcome Research La
boratoríes de Beckenham tambien han detectado el

antigeno en la orina, no sOlo en pacientes con - 

AgsHB positivo sino tambien en la orina de perso~- 

nas aparentemente sanas y que no tenían AgsHB de— 
tectable en suero ( 22) y ( 23). 

Por otro lado, Akiamar y colaboradores ( 24) - 

demostraron el AqsHI3 en la bilis de uno de cinco - 

individuos con antigenemia; más recientemente Aip- 
y Wrigh ( 25) reportaron el hallazgo de AgsHB por - 

microscopia electronica y por inmunoelectroforesis

en la bilis de un paciente que era portador croni- 

co de¡ antigeno en su sangre. 

Diversas pruebas serológicas de escrutinio y
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estudios epidemiológicos han puesto en claro que - 

la prevalencia de donadores con AqsHR detectado en

sus sangres varia grandemente de pais a pais y aun
en diferentes areas de un mismo pais. Debido a -- 

ello los bancos de sangre deberian ser más estric

tos en la selección de los donadores, ya que estos

muchas veces niegan sintomas de hepatitis, sobre - 

todo los que reciben paga, y aquí se incluyen a al

cohólicos, adictos, convictos. 

PATOLOGIA. 

Poco se sabe sobre la patogenesis de esta en

fermedad; sin embargo, se supone que el virus com- 

promete directamente la funci0n de¡ hepatocito y ~ 
que el resultado de esta agresi0n puede ser origi- 

nada por un mecanismo autoinmune. 

Las lesiones histopatologicas son sistémicas; 

sin embargo, el hígado es el organo en el cual la - 

enfermedad tiene su maxima expresión tanto elinica

como histopatologica. 

Mediante bíopsias hepaticas obtenidas en di- 

ferentes etapas de la enfermedad se ha observado - 

que la lesión inicial es en el hepatocito, el cual

se ve hinchado con tendencia a la degradación va— 

cuolar; hay degeneracion y necrosis de los hepato- 

cítos con ruptura de las láminas hepáticas, exuda- 

do inflamatorio mononuclear, intralobulillar y pe- 

ri portal . 

Algunos hepatocitos se aprecian colapsados - 

con escaso citoplasma acidófilo. Estas celulas pro
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bablemente dan origen a los cuerpos acidofilos in- 

trasinusoidales o dentro de las celulas de Kupffer. 

La presencia de estos cuerpos acidófilos es carac- 

terística de hepatitis aguda, pero no es patognomó

nica, puesto que puede presentarse en cualquier -- 

otra alteraci0n hepatica que se acompa5e de necro- 

sis celular. 

La presencia brusca de necrosis de los hepa- 

tocitos altera las láminas hepáticas conduciendo a

desarreglo de¡ patron lobulillar; las celulas de - 

Kupffer se encuentran aumentadas en número y tama- 
lo y con alto contenido de material PAS - positivo - 

producto de la fagocitosis de lipofuscina. 

Las lesiones que se han descrito pueden pro- 

gresar rápidamente en cuesti0n de días y ser causa
de muerte de] paciente o bien, como sucede en la - 

gran mayoría de los casos, se inicia tempranamente

la regeneraci0n celular y reparaci0n del daRo. 

Se considera que el tiempo que tarda en recu

perarse la lesi0n histopatologica varía de 2 a 3 - 
meses; sin embargo, hay ocasiones en que puede ob- 
servarse infiltrado mononuclear discreto perioor— 

tal durante meses. Lo importante es que en estos - 

casos los fenomenos residuales no se acompaRan de - 

fibrosis o de alteraciones de la lamina de los he- 

patocitos. 
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TRATAMIENTO. 

No existe hasta la fecha un tratamiento espl
cifico para esta enfermedad. Más de¡ 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— 

triccion de actividades, aunque a los niños es di- 

ficil mantenerlos en reposo absoluto. Como se ha - 

boa 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 limita sus ac- 

tividades, siendo un " termOmetro" de su recupera-- 

ci0n 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

niños se abusa de los consejos populares de admí— 

nistrar gran cantidad de carbohidratos en la dieta, 

pero eso puede llegar al grado de producir intole- 

rancia en el paciente. En otros casos es suficien

te con disminuir las grasas y los alimentos muy -- 
condimentados. No se ha probado la eficaciade las

llamadas " drogas hepatoprotectoras" como los deri- 

vados de la colina, metionina, inositol, vitamina - 

8 12, etc. 

Los pacientes cuyo curso de la hepatitis ten

ga tendencia a prolongarse o bien presenten compli

caciones derivadas de la insuficiencia hepática, - 

deberan 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 glandula e impide mayor sobrecarga por es-, 

fuerzo. 
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b).- Esteroides; solo en algunos casos de hepati— 

tis prolongada grave se emplean, por sus propieda- 

des anti - inflamatoria e hidrocoleretica. Por lo - 

general la dosis Util es de 2 - 3 m9. de predniso- 

na o equivalentes x Kg. de peso por dia durante 7- 
a 10 dias, ya que la administraci0n por tiempo más

prolongado condiciona una serie de fenómenos cola- 

terales de los esteroides. 

e).- Administracion de soluciones por vía intrave- 

nosa; se recomienda en los casos de insuficiencia - 

hepática grave.. ya que se presentan hipoglicemia y
acidosis. Para corregir la hipoglicemia se usa so

luci0n salina glucosada al 5 - 15% y en casos de - 
acidosís se utiliza soluci0n de bicarbonato de so- 

dio. 

PREVENCION Y CONTROL. 

En hepatitis serica, el uso de la globulina - 

gamma es ampliamente discutido. Se han mencionado

dosis que son inaceptables desde un punto de vista

práctico. SegUn Cell y colaboradores, la adminis- 

traci0n de esta gamma - globulina debe hacerse lo -- 

más pronto posible, para obtener una mejor protec- 

cion, a dosis de 250 a 750 m9. para niños menores - 

de 10 años y de 500 a 1500 m9. para los de más

edad ( 26). 

Aunque no se ha comprobado la eficacia de la

gamma- giobulina en el tratamiento o prevenci0n de - 

la hepatitis tipo " B", se ha hecho comun 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 exito aparente; otros están 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 está la de excluir a los donadores

de sangre que contengan el AqsHI3 o sus anticuerpos

respectivos, ya que el primero sería potencialmen- 

te peligroso, mientras que los segundos indican -- 

que el individuo tuvo contacto con el AgsHB o que - 

quizá sigue infectado. 

Es probable que el metodo mas efectivo de -- 

prevención sea la " inmunización activa" contra la - 

hepatitis vira¡ tipo " B". 

Entre los relativamente pocos trabajos sobre

inmunizaci0n activa tenemos los de Krugman, ( 28) - 

quien la ha llevado a cabo en chimpances, mediante

la inoculaci0n de un preparado de suero con AgsHB- 

diluido en agua destilada y calentado a 98OC, du— 

rante un minuto para conservarlo inmunogenico pero

no infeccioso. Una inoculaci0n confiere bastante- 

protecciOn, pero lo ideal es recibir 3 inoculacio- 

nes con intervalo de 2 meses. 

Aunque la inmunizaci0n activa contra la hepq
titis tipo " B" esta en fase experimental, se espe- 

ra que en un futuro no lejano se obtendrá una vacu

na efectiva para su prevencion. 
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C A P 1 T U L 0 V. 

A G E N T E C A U S A L ". 

CARACTERISTICAS DEL " AgsHB" 

Debido a la falta de un medio adecuado de ~- 

propagaciOn, 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 características virolOgicas e inmunol6- 

gicas, debido a que los estudios sólo han podido - 

realizarse con seres humanos voluntarios y en alg2
nas especies de primates, con sus respectivas des- 

ventajas. 

Los principales estudios morfológicos de las

partículas virales se han hecho por observaci0n di
recta de sueros de pacientes con hepatitis aguda y

que han dado prueba positiva para el AgsHB, y tam - 

bien en sus biopsias de hígado. 

Las partículas observadas presentan caracte- 

rísticas virales. Para la observación de¡ suero se

lleva a cabo una purificación previa por medio de- 
ultracentrifugacion en gradiente de densidad de sa

carosa, separacion en columna de intercambio ioni- 

co y digesti0n enzimática. Las particulas observa- 

das con tinci0n negativa tienen diversa morfologia, 
mostrando tres tipos de particulas que difieren en

tamallo, y que se han descrito como sigue: particu- 
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las pequeñas que tienen un diametro de aproximada- 

mente 22 nm pero con limites de 16 - 25 nm, con -- 

forma más bien esférica pero que a veces tiene for
ma de estrella, corona y en ocasiones es ovoide - - 

tal vez por acción de los fijadores); formas tubu
ares, de varios cientos de namOmetros de longitud, 

y que generalmente muestran turgencias bulbosas en

uno o en ambos extremos de los tUbulos; particulas

tambien esferoidales que miden alrededor de 42 nm - 

de diametro, con un cuerpo central de aproximada -- 

mente 28 nin de diámetro y dos cubiertas, una de 2- 

nin y otra de 7 nm de espesor. ( ver foto) 

Mucho se ha especulado sobre estos tres dife

rentes tipos de partículas, sobre todo de las esfe

roidales de 42 nin de diámetro, a las que Dane y qo
laboradores ( 29) confirieron las propiedades anti- 

génicas y sugirieron que seria el propio virus de - 

la hepatitis tipo " R", en tanto que las formas tu- 

bulares serian solo excedente de material de la cu

bierta vira¡. 

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

dad 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 esta, que mide

aproximadamente 28 nm se le conoce como core ( cora

zOn), y de ahí las denominaciones de " AgcHB" y - - 

A9sHI3"; además, se han llevado a cabo estudios p.11
ra ver si esos antigenos muestran una actividad in

munolOgica diferente en animales de laboratorio -- 
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cuyes), y se ha encontrado que en efecto se produ
ce una respuesta humoral con formaci0n de anticuer

pos anti- AgcHB o de anti- AgsHB segUn sea el tipo - 

de antigeno inoculado. La presencia de anticuer— 

pos anti- AqcHI3 en un paciente puede ser un indicio

de que se trata de un portador crónico de¡ AgcHB. 

Por observacion al microscopio electronico - 

se han conferido a la partícula Dane de 42 niri ( 29) 
caracteristicas morfológicas de virus, y reciente- 

mente se ha asociado la actividad de una ADN poli- 

meraza con el AqcHI3 ( 30, 31). 

Otro aspecto importante y que hay que tomar- 
en cuenta es el de¡ mosaicísmo antigenico que pre- 

senta; el antigeno de superficie está asociado - - 

esencialmente a las particulas pequeñas, que proba

blemente constituyen los nucleocapsides de la par- 

ticula Dane, y posee las especificidades antigeni- 

cas que ya se mencionaron antes. Sin embargo, su- 

aplicaci0n y su utilidad no han sido bien defini— 
das aun, excepto por lo que toca a la determina- - 

ci0n de su distribución en diferentes grupos huma- 

nos o regiones ecologicas. 

El AqsHR es una proteina con cantidades va— 

riables de lípidos y su movilidad inmunoelectrofo- 

retica es similar a la de la alfa - I - globulina; su - 

densidad es intermedia entre la de las lipoprotei- 

nas sericas y la mayor parte de las proteínas; en - 

cloruro de cesio la densidad de las fracciones con

actividad antigenica es de 1. 20 a 1. 21 9/ mi. y de - 
1. 16 a 1. 18 9/ mi. en sacarosa. 

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

AlarcOn- Segovia ( 33) llego a pensar que el - 

AgsHB es una proteina serica geneticamente determ - i

nada, debido a su movilidad electroforética con

las alfa- 1- giobulinas y a que aparece en el pico

de exclusion en la eromatografia. 

Józwiak y colaboradores ( 34) encontraron

aproximadamente un 5 % de ARN asociado al antígeno

AgsHB purificado, pero no fue detectado ADN. 

Hirschman y colaboradores ( 35) detectaron -- 

una ADN polimerasa ARN dependiente en un concentra

do de AgsHR por medio de ultracentrifugacion, de - 

un suero de paciente con AgsHB positivo. Sin em— 

bargo, no se detecto ARN en el concentrado de antí

geno, y aún cuando se ha deducido de estos resulta
dos que el AgsHB esta 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- huesped. 

Almeida y colaboradores ( 36) relacionaron el

AqsHI3 con las caracteristicas de un Arbovírus, con

componente de ARN y transmitido por artrópodos, lo

cual significo un paso más 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 fue demostrado por la - 

tecnica de RIA, y las muestras correspondieron a - 

ocho diferentes variedades de artropodos. Con es- 

to se confirma lo que ya pensaba Almeida, que este

antigeno podia ser transmitido por artropodos. Ade
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mas, 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- 

tropodos en estas zonas. 

No obstante, Skihoj piensa que además de la- 

participaci0n de los artrópodos ya observada por ~ 

Prince, hay que tomar en cuenta los aspectos higie

nicos y el ambiente social, ya que en áreas como - 

el Polo Norte en donde los artropodos son escasos - 

y sólo se presentan durante algunos meses de¡ aRo, 

la hepatitis tipo " S"' es endémica en la region

1. 50 por 100, 000 habitantes). 

Pero lo más importante de las propiedades

de¡ virus de la hepatitis tipo " B", o seadel AqsHR, 

es que es altamente estable; como se ve en los cua

dros 4 y 5, la reactividad inmunolOgica no es afec

tada por calentamiento a temperaturas relativamen- 

te bajas; se requieren 20 minutos de ebullición o - 

temperaturas de autoclave para inactivarlo. 

Resiste la congelaci0n y la descongelacion - 

hasta por 40 veces); la putrefaccion ( por contami

naci0n de 4 semanas a temperatura ambiente) no pro

duce ningUn cambio en el antigeno. El AgsHR resis

te a pH muy acido de 2 - 2. 5, tres horas a 370C, o

a pH muy alealino como de 9 - 10, durante tres ho- 

ras a 27' C; resiste al tratamiento con 1 mol/ lt de

HCI o por 6 mol/ lt de NaOH, y tambien el tratamien

to con varías enzimas catabolicas. Un pretrata- - 

miento de¡ antigeno purificado, con dodecil- sulfa- 

to de sodio y eter etilico, hizo al AgsHB relativa
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mente sensible a la digestion proteolitica ( 38). 

Aunque en el cuadro No. 5, no esta reportado

el efecto de la Reta 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. 

Tambien se han empleado soluciones de formo¡ 

para inactivar la infectividad de¡ AqsH13. 



TRATAMIENTO. 

37' C 7 días

CUADRO No. 4

EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE EL AqsHB. 

EFECTO SOBRE LA EFECTO SOBRE LA

INFECTIVIDAD. ANTIGENICIDAD. 

NINGUNO. NINGUNO. 

560C 12 horas NINGUNO NINGUNO. 

600C 2 horas NINGUNO TITULO FC/ 4. 

600c 10 horas INACTIVACION TITULO FC/ 4. 

980c 1 min. REDUCCION PROTEINAS ALTERADAS

TITULO FC/ 4. 

Ebullici6n 20 min. INACTIVACION INACTIVACION. 

121' C 15 min. INACTIVACION INACTIVACION. 

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

00



CUADRO No. 5

EFECTO DE ALGUNOS AGENTES FISICOQUIMICOS SOBRE EL AqsHB. 

TRATAMIENTO: EFECTO SOBRE LA EFECTO SOBRE LA

INFECTIVIDAD. ANTIGEN: CIDAD. 

Cloro a 10, 000 ppm. 

por 30 min. 1 NACT 1 VAC ION INACTIVACION

Formo¡ al 1. 5% 7 días NINGUNO

Fenol al 2% 24 horas NINGUNO

1, Merthiolate ( 1: 2, 000) NINGUNO NINGUNO. 

Mostaza Nitrogenada 0. 5 mg/ mi. NINGUNO NO PROBADO. 

11 Luz U. V. 8 - lo mw/ seg/ cm2 REDUCCION NINGUNO. 

Reta- propiolactona 0. 4 % NINGUNO. 

Dodecil- sulfato de sodio al 1% NINGUNO DESTRUYE

P/ v), 1 hora a temperatura ambiente. 

D i et i 1 - éte r 20% ( P/ v); a 4' C  

toda la noche. NINGUNO NINGUNO. 

Dietil- éter 50% 

Al 50%, 2 horas a O' C. NINGUNO NINGUNO. 

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

la autora no espec i f i ea e 1 t i empo de acc i ón de estos agentes). 
cli

0
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INTENTOS PARA REPLICARLO: 

Se han hecho muchos intentos para aislar el- 

A9sHR" que se cree es el agente causa¡ de la hep2
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 hígado humano y observaron una impli- 

cacion progresiva de los componentes de las célu— 

las, apoyandose en el metodo 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 producci0n de áreas de hemadsorcion ne- 
gatíva cuando se inoculó suero positivo con AgsHB, 

en celulas W1- 38. Lo que se observó en este traba

Jo, fue que el suero humano infectado hacia a las- 

celulas refractarias al virus de Newcastie, y que - 

el uso de un antisuero contra el AgsHB prevenla la

induccion de¡ estado refractario para el virus de¡ 

Newcastie. 

Panouse- Perrin y colaboradores ( 41) han efec

tuado cultivos a largo plazo en tejido hepático hy

mano de niAos ( H. H), en tejido conjuntivo ( fíbro— 

blastos humanos embrionarios F. H. E y de adultos F. 
H. A.) y en celulas K. B. Estos autores inocularon - 

dichos cultivos con siete sueros diferentes, todos

conteniendo el AgsHB y principalmente las particu- 

las DANE, Se tripsinaron las celulas dos veces -- 
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por semana, durante unos tres meses, y no se obser

vó ningún efecto citopatogénico. Pero lo importan

te de este trabajo es que aunque no había ECP apa- 

rente, la observación al microscopio electronico - 

de los liquidos de cultivo de las células H. H. y - 

F. H. E., a los quince dias después de la inocula- - 

ciOn, mostró unas estructuras icosaedricas con un

diámetro entre 25 - 27 nm libres y/ o en cumulos
densos, a menudo vacías con diámetro de 20 nm. 

Esas estructuras parecen constituidas por un con~ - 

junto de capsómeros de 5 nir de diámetro aproximada

mente, en grupos de cuatro para formar una arista. 

De las observaciones anteriores, se dedujo - 

que al parecer la partícula DANE se multiplico en - 

el cultivo, y para demostrarlo se hicieron varias - 
pruebas inmunolOgicas, utilizando inmunogiobulinas

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), tambien en Pa— 

rís, 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 llamaron Lyon 4). Se

observó ECP en las células Lyon 4, despues de la

inoculacion con material AgsHB positivo, pero uti- 

lizando otras la línea KB y cultivos primarios de
riñon de mono, de amnios humano y de fibroblastos- 
de embri0n de pollo, inoculados con el mismo mate- 

rial, fracasaron en mostrar ECP. 

El ECP en las células Lyon 4 se observo a -- 
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los 10- 12 dias despues de la inoculacion, y no mos

tro caracteristicas especificas. Los primeros pa- 

ses en placas intactas frescas de Lyon 4 fueron sa

tisfactorios y se observó ECP; el tercer pase se - 

dificulto, ya que fué necesario un congelamiento y
descongelamiento del material positivo, pero si se

observo el ECP y así se llevaron a cabo varios pa- 

ses y en una muestra se llego hasta el pase # 19. - 
Desde luego que los pases se hicieron sin dilucio- 

nes, ya que cuando se intento hacer diluciones fra

casaron. 

Tambien se intentaron experimentos de neutra

lización empleando diferentes sueros, sin éxito y - 
no se observó neutralización excepto en una oca- - 

si0n cuando se empleo suero de un paciente en esta

do convaleciente, el cual neutralizó el ECP produ- 

cido por su mismo suero; cuando contenia el AgsHB- 

o sea cuando estaba en fase aguda, se observó neu- 

tralización en una serie de diluciones hasta de -- 

1: 40. 

Ademán se hizo otra observacion que puede -- 

ser de uti 1 idaden el trabajo de Maurin, ya que se - 

observo que la capacidad de un suero positivo ( con

AqsHR) para producir el ECP no es afectada por in- 

cubación en presencia de 5 Bromo - 2 deoxluridina -- 
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 replicaci0n ín vitro de este agen- 

te vira¡, se espera que eventualmente se encontra- 

rá algún procedimiento efectivo para ese objeto. 
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IMPORTANCIA BIO - MEDICA. 

Es de vital importancia el estudio de¡ AqsHI3, 

como único indicio que se tiene por ahora para tra

tar de prevenir una posible hepatitis vira¡, ya — 

que es conocida la relativa frecuencia de portado- 

res sanos, principal fuente de contaminación sobre

todo cuando se trata de manejadores de alimentos o
de personas que están en contacto directo con el ~ 

públ ico. 

Principalmente los bancos de sangre deben te

ner un estricto control de los donadores de sangre, 

sobre todo de los profesionales ya que estos siem- 

pre negarán haber tenido cualquier sintoma de en— 
fermedad. Además, se deberá tener mucho cuidado - 

con el manejo de sangre y de otros materiales bío- 
lOgicos en los laboratorios clínicos, ya que exis- 

te un alto riesgo de contaminación a partir de
muestras clinicas. 

La industria farmacéutica tambien deberá te- 

ner un estricto control si trabaja con materiales- 

biologicos tales como sangre, en el caso de prepa- 

rar globulina -gamma, albúmina, 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 hepatí

tis o no, y as¡ se han reportado varios casos de - 
epidemias intrahospitalarias, sobre todo en unida- 

des de diálisis, en quirófanos, unidades de trans- 

plantes de organos, por manejo de enfermos con pro

blemas de tipo hemorrágico, y otros casos hasta -- 
cierto punto dificiles de imaginar, tales como una
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contaminación a través de una cortada en la piel, - 

por algUn pinchazo accidental con aguja contamina- 

da, etc . 

Este riesgo puede reducirse aplicando medi— 

das de prevención y de seguridad. El Centro para - 

Control de Enfermedades ( CDC) en Atlanta, Georgia, 

EUA., publicó en 1973 ( 43) una serie de recomenda- 

ciones para la prevención y control de infecciones

hospitalarias. 

Sutnick y col. ( 44) han publicado las precau

ciones recomendadas para un laboratorio que reali- 

za pruebas de Antígeno Australia en forma rutina— 

ria. 

POSIBLES EFECTOS TERATOGENICOS. 

Existen reportes de niños que han presentado
la enfermedad a los pocos días de nacidos, en cu— 

yos casos el periodo de incubaci0n de¡ AgsHB ha si

do más corto que el usualmente reportado, por lo - 

que se cree que esos niños se infectaron antes de¡ 

parto. Pero el modo de transmisi0n de¡ AqsHI3 a -- 

los niños recién nacidos no se conoce. Se han su- 

gerido tres posibilidades: 1) transmisión transpla

centaria " in utero", 2) contaminación oral con san

gre de la madre al momento de nacer, o 3) transmi- 

si0n oral post -partum de la madre hacia el niño co

mo resultado de contacto directo. 

La transmisi0n durante la lactancia con le— 

che materna se ha excluido, ya que en muchas oca— 

siones la madre no ha alimentado al niño y además- 
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no se ha detectado el AgsHB en la leche. 

Turner ( 45) concluyó quela infección de¡ re- 

cién nacido puede ocurrir rápidamente durante el - 

parto y que no hay necesidad de pensar en una trans
misi0n transplacentaria. Tambien se sugiriO que la

presenc i a de 1 AgsHB en grupos fam i 1 i ares puede es— 

tar relacionada con algún factor genético. ( 46). 

Existen algunos reportes en los cuales se ha

implicado al AgsHB como posible agente teratogeni- 

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 presentó

ningún signo de hepatitis sino hasta el momento

de¡ parto, cuando se observó ictericia y elevación

en las pruebas de funcionamiento hepático ( bilirru

bina: y transaminasas); se le detectó el AgsHR en - 

su sangre pero no se encontraron anticuerpos. 

Al nacer el niao tenia peso normal, pero se - 

observo labio leporino y paladar hendido; también - 

se observo elevación de la 19M a los 10 dias de na

cido ( 58 % arriba de¡ normal). Durante este tiempo

no se detecto el AgsHB ( por ID, ni por FC) pero

fuá detectado a 1 as 8, 11, 22, 32 y 55 semanas de
edad; los anticuerpos no fueron detectados. 

No puede asegurarse, sin embargo, que estos

efectos teratogenicos sean debidos precisamente al

virus tipo " S", ni mucho menos que puedan presen— 

tarse en toda mujer embarazada que llega a infec— 

tarse con el. 
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CLASIFICACION Y GENERALIDADES: 

En la actualidad, gracias al descubrimiento - 

de¡ AgsHB por Blumberg en 1964 y de la relacion en

tre este y casos de hepatitis vira¡, se ha podido - 

detectar la presencia de portadores aparentemente - 

sanos y asi evitar en cierto grado la propagación - 

de esta enfermedad. Siendo la detección de¡ AgsHB- 

el Unico indicio para prevenir la propagaciónde la

hepatitis tipo " l3", debemos estar concientes de

que el uso de una técnica mas sensible reduce el

número 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— 

ríos métodos en uso ( ver cuadro No. 6), cuyos fun- 

damentos son los siguientes ( los métodos aplicados

en este trabajo serán descritos detalladamente más

adelante): 

PRIMERA FASE: Tenemos el método de Inmunodi- 

fusión ( ID), usado en un principio por Blumberg y~ 
que es la prueba de doble difusión en agar ideada - 

por Ouchterlony, esta prueba se considera poco sen

sible y además tardada, obteniendose los resulta— 

dos en unas 72 horas. No obstante, se uso en este - 

trabajo una variante de¡ método de Ouchteriony, -- 
usando microtécnica, para la tipificacion de gru— 

pos antigénicos de¡ AgsHB, como se describira más- 



CUADRO No. 6

METODOS DE LABORATORIO PARA DETECTAR " AqsHR" Y/ O SUS ANTICUERPOS

PRUEBA. SIMBOLO DETECTA

la. FASE 0 GENERACION

INMUNODIFUSION ( doble difusión en agar, ID) Ag Ac

según OUCHTERLONY) 

2a. FASE 0 GENERACION

REFORESIS ROF) Ag Ac

CONTRAINMUNOELECTROFORESIS CEF) Ag Ac

AGLUTINACION DEL LATEX AL) Ag

FIJACION DE COMPLEMENTO FC) Ag Ac

3a. FASE 0 GENERACION

HEMAGLUTINACION HA) Ac

INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION HA) Ag

HEMAGLUTINACION REVERSA PASIVA HARP) Ag

RADIOINMUNOANALISIS RIA) Ag Ac

INMUNO- ADHERENCIA HEMAGLUTINACION HAIA) Ag
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adelante, ya que la microtecnica tiene la ventaja - 

de utilizar muy pequeñas cantidades de reactivos y
de establecer la identidad entre sub -tipos. 

SEGUNDA FASE: Las tecnicas llamadas de segun

da fase o generacion como son la contrainmunoelec- 

troforesis ( CEF), la rheoforesis, la aglutinación - 

de¡ látex y la prueba de fijación de complemento

17C), han permitido avances importantes, ya que

son mas sensibles que la ID y se pueden obtener

los resultados más rapidamente; tal es el caso de - 

la CEF, con la cual se pueden obtener resultados - 

en menos de dos horas. Otra ventaja de las tecni- 

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 modificacion- 

a la técnica de Ouchteriony, en la que los sueros - 

problema se difunden sólo hacia el pozo central y- 

practicamente no hay difusion radial " hacía afue— 

ra", con 1 o cua 1 se e 1 eva 1 a sens i b i 1 i dad por aumen

to de concentracion del material ( antigeno o anti- 

cuerpo) que difunde hacia el centro ( 49). 

La aglutinación de latex es una prueba de la

boratorio muy simple, se obtienen los resultados - 

muy rápido y con cierto grado de sensibilidad. Es- 

ta prueba era muy usada en un principio, pero se - 

encontro que daba muchos resultados falsos positi- 
vos ( 50) principalmente cuando el suero problema - 

contenia factor reumatoide. Parece ser que este - 

problema ya ha sido resuelto, y actualmente los la

boratorios Pfizer han sacado al mercado el Antigex

TM Látex, que dá buenos resultados y un minimo de~ 
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falsas positivas, pero no está en disponibilidad - 

en nuestro pais. 

La prueba de fijación de complemento es una - 

de las tecnicas más sensibles dentro de las de se- 

gunda generación, y permite no sólo identificar al

AgsHB y/ o sus anticuerpos respectivos sino tambien
cuantificarlos. El Unico inconveniente de esta -- 

técnica para ser usada en la identificación de¡ an

tigeno de la hepatitis tipo " S" o de sus anticuer- 

pos es la de presentar en ocasiones actividad anti

complementaria, que puede ser debida a que en el - 

suero problema estén presentes tanto el Ag como el
Ac, con lo cual la reaccion no puede ser represen~ 

tativa. La prueba de fijación de complemento será

analizada más adelante con todo detalle. 

TERCERA FASE: Dentro de estas se encuentran - 

las más actualizadas, como la de radioinmunoanáli~ 

sis ( RIA), considerada actualmente la más sensible

y que permite detectar muy pequeRas cantidades de- 
AgsHB y/ o sus Ac, en diversos materiales biológi— 

cos como son orina, saliva, heces fecales, semen y

por supuesto suero, plasma y sangre total. También

se consideran dentro de este grupo las tecnicas de

inmuno- adherencia, hemaglutinacion reversa pasiva - 

y las de hemaglutínación e inhibici0n de la hema— 

glutinaci0n. Las pruebas de esta tercera genera- - 

cion tienen el inconveniente de que no se pueden - 

llevar 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 hemaglutinación e inhibición- 
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de la hemaglutinación fueron estudiadas acuciosa— 

mente por Vyas y Shulman, en 1970 ( 51). La hemaglu

tinacion provee un método altamente sensible para~ 

la detección de anticuerpos contra el AqsHR; la

prueba es simple, sensible y puede ser efectuada

en dos horas y se presta a automatízaci0n. Los eri

trocitos son cubiertos con AgsHB purificado, usan- 

do cloruro cromico como agente de acoplamiento. 

Los eritrocitos sensibilizados son mezclados

con el suero, y si este contiene anticuerpos ( AcHB) 

se va a producir la aglutinaci0n de los eritroci— 

tos. Usando eritrocitos recubiertos adecuadamente, 

este método ha resultado muy sensible, según Ashca

va¡ ( 52), quien ha encontrado títulos de 1: 4 o ma - 
yor en el 12 % de sangres de la Cruz Roja de Los - 

Angeles, en el 13 % M personal no laboratorista - 

de un hospital y en el 39 % de los sueros de perso

nal de laboratorio. 

La prueba de inhibición de la hemaglutina- - 

ción (] HA) es útil para la detecci0n de¡ AqsHI3, me

diante el uso de eritrocitos cubiertos con antíge- 

no. Los cuales van a neutralizar la cantidad de an

tigeno presente en el suero problema. Las dilucio- 

nes seriadas de¡ suero de prueba se mezclan con un

volumen de anticuerpos standarizados, los que neU

tralizaran el antígeno, si se encuentra presente, - 

y cuando se lleva a cabo la segunda fase de la re- 

accion que es poner la mezcla anterior en contacto

con los eritrocitos cubiertos con el AgsHB, ya no - 

existirán Ac libres que aglutinen los eritrocítos- 

cubiertos con el AgsHB. Uno de los inconvenientes

de esta tecnica es que el AqsHR us, ido 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 MA pl
ra la detección de AgsHB no ofrece ventajas en sen

sibilidad a la hemaglutínación reversa pasiva - -- 

RPHA). 

El fenomeno de la inmuno- adherencia fué pri- 

meramente descrito por Lavei—n Mesnil ( 53) y Levadí

ti ( 54). Posteriormente, Nelson ( 55) definió el - 

principio general de¡ complejo " A9 - Ac - C-` adherido

a eritrocitos de primates. la participaci0n de -- 

componentes del complemento en la reacción de inmu

no- adherencia- hemaglutinación ( IAHA) fue descrita - 

por Nishioka y col. ( 56) Este metodo detecta can- 

tidades mucho más pequeRas que otras técnicas con- 

vencionales como son la de precipitaci0n y la de - 

fijaci0n de complemento. 

Por el metodo de IAHA se detecta 0. 0005 mi— 

crogramos de Nitrogeno de inmuno globulinas, mien~ 

tras que el de precipitaci0n sólo detecta 1. 0 mi— 

erogramo, y el de FC. detecta 0. 1 microgramo de Ni

trogeno de inmuno globulinas. Otra ventaja de este

método es que se puede emplear la microtécnica re- 

duciendo así la cantidad de reactivos, y si además

se emplea un microtitulador automático, se podría - 

cuantificar AgsHB en muchas muestras por día. El - 

fundamento principal de esta técnica es que si se - 

tienen cantidades constantes de dos de las tres va

riables ( antígeno, anticuerpo y complemento) se -- 

puede cuantificar la tercera variable. 
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Hemaglutinacíón reversa pasiva ( HARP).- Es - 

utilizada para la deteccíón de¡ 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 más facil 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 tecnica es ( como se vera des - 

pues) la necesidad de tener anticuerpos contra el~ 

AqsHR completamente puros. 

Radioinmunoanalisis.- Es quiza el método más

sensible para la detección 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 tecnicas utilizadas en este tra- 

bajo se describen en el capitulo " Material y Meto - 
dos" . ( 57) 
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C A P I T U L 0 V I I . 

MATERIAL Y METODOS. 

MATERIAL BIOLOGICO

OBTENCION DE MUESTRAS PARA PRUEBA: 

La sangre colectada por venopunción se deja - 

coagular naturalmente y el suero se separa por cen

trifugación antes de ser usado. Las muestras de

plasma dan ocasionalmente resultados engaRosos, 

dando aglutinaci6n falsa con sueros negativos. Si

es inevítable el probar una muestra de plasma, en- 

tonces debera ser calentada primero a 600C por 30 - 

minutos y despues centrifugada para remover el fi- 

brinógeno coagulado. Si es necesario guardar las - 

muestras antes de probarlas, deberán ser congela— 

das a - 20' C para prevenir crecimiento microbiano. 

PRECAUCIONES: 

Al utilizar este material, asi como cual- - 

quier otro con alto riesgo de contaminaciOn, se de

berá tener mas precauciones en el manejo y en la ~ 

esterilizacíón de todo el material empleado. Los - 

operadores deberán usar guantes y bata cuando efec
tUen la prueba. El area de trabajo deberá estar - 

protegida por material de revestimiento desechable. 

Los aparatos no desechables se esterilizaran por - 

procedimientos adecuados despues de su uso, los de

sechables deberan incinerarse. Muestras acciden— 

talmente derramadas de sueros sospechosos o de con
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troles positivos, deberán ser inmediatamente remo- 

vidas con un lienzo, y el área contaminada se lim- 

piará con hipociorito al 10%, antes de seguir tra~ 

bajando. Aunque es improbable que el AgsHR se en- 

cuentre en los otros reactivos, de todas maneras - 

deberán 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 está controlado por la -- 

presencia de AgsHB, los controles + están adiciona

tona, pero no hay control so— dos de B proplíolact

bre las muestras que se manejan en todo el labo- 

rator i o. 
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MICROMETODO DE OUCHTERLONY. 

FUNDAMENTO: 

Este método fué primeramente usado por Ouchter

lony, y, el que también uso Blumberg cuando descubrio - 
afortunadamente la presenc- a de¡ AgsHB en un paciente- 
politransfundido, sólo que usando una variante en mi— 

erotecnica. 

Pero el fundamento es el mismo, ya que se efec

túa una inmunodifusion en dos dimensiones, sólo que en

este caso se hace sobre unas placas de pequeño tamaño, 
en portaobjetos cubiertos con gel de agarosa; los po— 

zos en los cuales se colocan la muestra y los reacti— 

vos son muy pequeños, lo cual viene a ser una ventaja. 

Las desventajas de esta técnica son que es la menos -- 
sensible para la detección de¡ AqsHR, así como tambien

el tiempo que se requiere para la observación de los - 
resultados. No obstante, a pesar de ser la menos sen- 

sible y la más antigua, todavía se sigue usando debido

a que es muy fácil de llevarse a cabo, y a que no se - 

requiere de equipo especial. Además, es de gran utili- 

dad cuando se requiere tipificar los antígenos 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. 

C) ' C

0

Identidad Identidad Parcial No Identidad
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Para intensificar líneas de precipitación dé

bíles, es aconsejable poner especímenes de referen

cia con AgsHI3 positivos en los pozos periféricos - 

2, 4 y 6 y las muestras problema en los pozos 1, 3
y 5, Entonces cada suero de prueba estará adjunto

a los sueros positivos. 

También es recomendable llenar primero los - 

pozos correspondientes a los antígenos 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 ¡ a interpretación - 

de los resultados, ya que siendo las partículas de

AgsHI3 moleculas mas grandes en comparación con las

de los anticuerpos ( 19G), las partículas de AqsHR- 

difundirán más lentamente que las de los anticuer- 

pos. 

La observación de las placas se puede hacer - 

en algunos casos a las 24 horas, pero en otras has

ta las 72 horas o más. Se puede hacer la observa- 

ción de las placas usando un microscopio estereos- 

copico, para poder hacer una mejor observación de - 

la identidad de las muestras, y así tipificarlas - 
debidamente. Para llevar a cabo esta tipificación

se deberá tener sueros previamente tipifícados, -- 

los cuales servirán de controles. 

MATERIAL - 

Se emp 1 ean portaobjetos ord í nar o os, sobre 1 os

cuales se colocan unas placas especiales de acrili

co, que ya tienen las horadaciones correspondien~7
tes, como indica el esquema; estas microplacas tie
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nen un pozo en la parte central y seis en la peri- 

feria, cuyo diametro es de 1. 5 mm., y la distancia

entre cada pozo es de 5 mm. La placa de acrilíco- 

dista de¡ 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 - 

formación de burbujas, una pequeña cantidad de gel

de agarosa fundído, preparada como se indica más - 

adelante. 

Las placas así preparadas se dejan solidifi- 

car bien, para lo cual se puede emplear una cámara

hUmeda para evitar que el gel de agarosa se seque. 

REACTIVOS: 

1.- Los reactivos biologicos empleados en este es- 

tudio, fueron facilitados por el Natíonal Institu- 

te of Allergy and Infectious Diseases, National -- 

Institutes of Health, Bethesda, Maryland, E. I.I. A. 

Catálogo Reactívo Fuente EspecifiCidad

V 801- 002- 027 Ant
i

igeno Suero Humano HBsAq/ adw
V 801- 502- 058 Antisuero Cobayo anti- HBs/ ad

V 802- 001- 027 Antigeno Suero Humano HBsAq/ ayw
V 802- 501- 558 Antisuero Cobayo anti- HBs/ ay

V 803- 001- 027 Antigeno Suero Humano HBsAq/ adr
V 803- 501- 565 Antisuero Conejo anti- HBs/ adr

Los antígenos de origen humano fueron purifi

cados como describio 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 fue preparado por un

procedimiento similar al descrito por Bancroft y - 
col. ( 60) 

2.- Soluci0n amortiguadora de Veronal para las pla

cas. 

Se prepara una solución amortiguadora pH= 8. 6

y fuerza ióníca. 

Pesar 13. 38 9 de 5, 5 dietil- barbiturato de - 
sodio. 

5. 32 9 de acetato de sodio anhidro;' - 
adicionar 0. 2 9 de timerosa-1 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 li- 

tros con agua destilada. 

3.- Preparación de las placas. 

Se emplea gel de agarosa al 0. 7%, en el buf- 

fer anterior; se pone a fundir en autoclave, y aun

caliente se reparte en alicuotas en tubos de ensa- 

yo de 13 x 100 con tapon, de preferencia esteriles. 
De esa manera es más fácil fundirla al momento de - 

preparar las placas, para lo cual se ocupara un ba

Ro de agua hirviente. 

Empleando una pipeta Pasteur y con mucho cui
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 pondrán en

cada placa los Controles respectivos. La posición de los sueros ( antígenos y anticuerpos) 

ya tipificados, así como de las muestras problemas, puede variar dependiendo de la tipifi

cación que se va a llevar a cabo; entre las opciones a seguir tenemos las siguientes. 

ver esquema) 

A) 

Ag A
Adw OATr

Ag

Problema

0
Ag

Ayw

B) 

Ant i

0
Adr

Ant i

0
Ad

Ag
OProble- 

ma 1

Ant i (
D Ant i

Adw 0 Ay

D
Ag

Problema 2F

u,% 
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Lo importante es que las muestras -problema. - 

presenten las fineas de identidad bien definidas,~ 

para lograr así su tipificación. 

El llenado de las mieropiacas se debe hacer - 

con todo cuidado, para lo cual se emplean microca- 

pilares, teniendo cuidado de descartarlos en cada- 

ocasi0n ( y de esterilizarlos antes de desecharlos). 

Para la mejor observaci0n de las bandas se - 

emplea un microscopio estereoscopico y se coloca - 

la placa sobre un fondo negro. 

Se hace la observaci0n 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 seque. 
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METODO DE CONTRAINMUNOELECTROFORESIS. 

FUNDAMENTO: 

Es el método mas empleado en los laborato- - 

rios y bancos de sangre de pequeño y mediano tama- 
ño para la detecci0n de¡ AgsHB, ya que aparte de - 

ser mas sensible que el de difusion en gel de agar, 

es más facil de llevarse a cabo. 

El método de contra¡ nmunoe lectrofores i s ( CEF) 

fue aplicado con gran exito por Bedarida y colabo- 
radores ( 61) desde 1969. 

El metodo se basa en el principio de que el- 

AgsHB" a un pH alcalino se encuentra cargado neg2

tivamente y emigra hacia el ánodo en un aparato de

electroforesis. Por el contrario, los anticuerpos- 

gammagiobulinas) se hallan cerca de su punto iso- 

electrico y tienden a moverse hacia el cátodo por - 

fuerzas endosmoticas. Estas fuerzas oponentes pno

ducen una contramigracion en un campo electrico, - 

que mueve rápidamente al antígeno y el anticuerpo - 

uno hacia el otro a través del gel de agarosa, pro

duciendose una concentracion de reactivos y la ap.1
rici0n rapida de una banda de precipitaci0n entre - 

los dos. 

Factores que afectan la CEF. 

a) pH.- El rango óptimo es de 8. 2 - 8. 8; si el pH - 

es más bajo que el óptimo, la separacion sera mu— 

cho más lenta, o bien pueden aparecer los arcos de

precipitacion cerca de¡ pozo de¡ anticuerpo. Cuan- 

do el pH es mayor de 8. 8, la reacción de precipita

ci0n es debil. 
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b) Molaridad«- los amortiguadores más comúnmente - 

usados son acetato de sodio -barbital o barbital- - 

acido dietil barbitUrico a una concentraci0n de -- 

0. 032 - 0. 050 mol/ litro. En este rango la capaci- 

dad de¡ amortiguador es buena y la fuerza ionica - 

es baja. Bajo estas condiciones puede ser aplica- 

do un voltaje alto, usando bajo amperaje que permi

te una rapida separaci0n con buenos resultados sin

excesivo calentamiento del medio. Un amortiguador

de alta molaridad puede llevar más, corríente o am- 

peraje, produce mas calor y separacion en menos -- 

tiempo que en baja molaridad, pero el excesivo ca- 

lentamiento puede secar el gel o romperlo. 

e) Voltaje, amperaje y temperatura.- El voltaje oj2

timo va a depender de¡ gel, molaridad de¡ amorti— 

guador, etc. Altas temperaturas. pueden causar se- 

quedad de¡ gel y desnaturalizaci0n de los reacti— 

vos o aún causar que se funda el agar, con un con- 

secuente derramamiento de la muestra en los pozos. 

Cuando ocurre esto, puede haber una perdida de sen

sibilidad de la reacciOn; sin embargo, las placas - 

pueden ser lavadas con soluci0n salina y teñidas, - 
si as¡ se desea, para observar mejor las lineas de

precipitación. 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 demas 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 sensibil, idad
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y las bandas de precipitación pueden ser un tanto - 

difusas. 

e) Agar.- la agarosa es el material mas recomenda- 

do, ya que posee menos impurezas que el agar comun

o que el ion -agar; además, la agarosa pura es me— 

nos endosmótica. 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 concentraci0n de¡ - - 

agar, ya que de ella depende el tama5o de los po— 

ros que se forman en la matriz del gel. Muchos re

activos inmunológicos difunden libremente a través

de los poros de agar de 0. 3 a 1. 5 por ciento, pero

el agar al 2% tiene un tama5o de poro de aproxima- 

damente 3 lo cual no permitiría la difusión - 

de particulas de¡ tamallo del AgsHB. 

f) Especimenes.- Para evitar que las muestras den - 

reacciones dudosas, éstas deberán ser inactivadas- 

por calentamiento a 560C por 30 minutos o a 58' C - 

por 6 minutos. 

la hemólisis moderada en los sueros problema

no produce interferencia en esta prueba, pero una- 

contaminacion microbíana puede reducir la sensibi- 

lidad de¡ metodo. 

MATERIAL, Y METODO. 

REACTIVOS: 

1.- Soluci0n amortiguadora de veronal para las pla

cas, pH= 8. 6 fuerza i0nica = 0. 032 mol/ litro. 

Pesar 13. 38 9 de 5, 5 d i et i 1 - barb i tu rato de sod i o; 

más 5. 32 9 de acetato de sodío anhidro. 
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Adicionar 0. 2 9 de timerosal como conserva -- 

dor, aforar a 1. 5 lt con agua destilada. Ajustar

el pH con HCI 0. 12 moles/ litro y luego aforar a 2 - 

litros con agua destilada. 

Esta solución amortiguadora puede guardarse~ 

a 4% por mucho tiempo. 

2.- Preparaci0n de las placas: 

Las placas se preparan con agarosa, ya que

tiene mayor pureza que el agar simple o el ión

agar, aunque puede ser sustituído por ellos; se

prepara a una concentración de¡ 0. 7% en el amorti- 

guador indicado anteriormente. la concentración - 

de agarosa puede variar, pero para este propOsito- 

funciona bien a esa concentraciOn; se funde la aga

rosa en autoclave para tina completa homogeneidad, - 

cuidando que no haya perdida de volumen por evapo- 

racion. Se emplean placas rectangulares de tama5o

adecuado a la cámara de electroforesis. A las pla
7

cas utilizadas en este caso se les adiciona aproxi

madamente 22 mi. de la soluci0n de, agarosa 0, 7%; - 

se dejan solidificar perfectamente- bíen antes de - 

usarse y se pueden guardar en el refrigerador pero

teniendo cuidado delque no se sequen, para lo cual

se envuelven en una bolsa de polietíleno. Para -- 

ser usadas se les hacen tres hileras de pozos, ya - 

que en el pozo central se colocara la muestra des- 

conocida, en el pozo de( lado del anodo se pondra- 

el anticuerpo contra el AgsHB, mientras que en el - 

pozo de¡ lado de¡ cátado se colocara el AgsHB, co- 

mo indica el diagrama siguiente: 
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ANODO

MATERIAL: 

Se ut 1 1 i zó

es una fuente de

seleccionables de

fuente de energia

para la ejecuci0n

sobre gel de agar

una fuente de poder marca Hyland; 

energía electrica con variaciones

30, 40 o 50 miliamperios. La -- 

proporciona condiciones optimas - 

de las pruebas electroforeticas- 

vease fig. No. l). 



F 1 GURA No. 1

Ir

Tapa permanente I — Jx \ Tapa removible

Energ i a 0
5

Selector de corriente
de la celda. 

Indicador de corriente
de la celda. Interruptor de

re 1 og. 

Conexión de Claví
ja Positiva. 

Rojo, +) 

Celda de Electroforesis. 
01

0\ 
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Conexion de la celda de electroforesis a la - 

fuente de Energía. 

1.- Preparar los electrodos de hoja de estaRo, de - 

modo que una parte quede en la celda de elec— 

troforesis donde se va a poner la solucion - - 

amortiguadora, y que ademas salga una porción - 

de este, que al doblarla ( como se indica en la

figura 2) asegure el contac o adecuado con las

conexiones de la fuente de energía y elimine - 
la posible producci0n de un falso contacto en - 

la unidad. los electrodos de hoja no se deben

extender mas alla del fondo de la ceida. 

2,- Insertar en la tapa permanente el extremo de - 

la celda de la electroforesis que lleva la in- 

signia de Hyland en la cubierta. 

3.- Colocar la tapa removible en la coneccion de - 

clavija y presionar hasta que quede en posi- - 
ci0n. La fuente de energía y la celda de la - 

electroforesis están ahora conectadas y listas

para la contrae lectroforesi s. 

Funcionamiento de la fuente de energía: 

1.- Girar el interruptor de¡ " Selector de corríen- 

te de la celda" al ajuste apropiado de la co— 

rriente de salida. 

2.- Ajustar el interruptor automático de reloj gi- 
rando la esfera en la direccion de las maneci- 

llas de un reloj al tiempo de funcionamiento - 

deseado, con lo cual se acciona automáticamen- 

te la fuente de energía ( según lo muestra' el - 

piloto del indicador energía y comienza el flu
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jo de la corriente electrica a traves de la -- 

celda de la electroforesis, segUn indica el p_L
loto de¡ " Indicador de corriente de la celda"). 

3«- El interruptor de reloj desconectara automati- 
camente la energía electrica al término de¡ -- 

tiempo previamente determinado. 
i

Para llevar a cabo la prueba de CEF se hicie

ron una serie de diluciones empleando solución sa«! 

lina isotonica; se hicieron diluciones 1: 2, 1: 4, 
1. 8, 1: 16, 1: 32, 1: 64 y 1: 128 de los diferentes

sueros que ya habían dado resultado positivo con

la muestra sin diluir, con el fin de observar has- 

ta qué dilucíón era posible observar las bandas de

precipitaci0n en los diferentes suero ' s y de este - 
modo hacer una titulación relativa de¡ AgsHB pre— 

sente en cada suero. 

Después de correr las diferentes diluciones - 

se hizo un lavado de las placas con soluci0n sali- 

na, y una intensificaci0n para lograr la mejor ob- 

servación de las bandas de precipitación; la inten

sificacion se hace empleando soluci0n de ácido - 

tánico al 1%, recientemente preparada, de la cual - 

se adicionan unos 10 mi. sobre la placa ya corrida

y luego se escurre la solución sobrante y se lava - 

63) 

Aunque este tratamiento no aumentó la sensí- 

bilidad de la técnica, fué muy útil para definir - 

las bandas cuando eran dudosas, y para evitar re— 

sultados falsos positivos debidos a la formación - 

de alguna banda inespecifica. 
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Para intensificar las bandas de precipita- - 

ciOn, y as¡ evitar dar un resultado falso negativo; 

se tratan las placas ya corridas con soluci0n de - 

acido tánico al 1% recien preparado, adicionar 10 - 

mi.. de esta soluci0n sobre cada placa, luego tirar

el sobrenadante y lavar la placa con solucion sa- 

1 i na ( 63). 
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PRUEBA DE HEMAGLUTINACION REVERSA PASIVA PARA LA - 

DETECCION DEL " AgsHB". 

GENERAL I DADES: 

Esta técnica se basa en que los anticuerpos- 

giobulínas ) cubren facilmente la superficie de -- 

los eritrocitos que han sido tratados con acido tá

níco ( 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 suspensi0n de
ei- itrocitos sensibilizados que seran aglutinados

en presencia de¡ AgsHB. Una pequeRa proporci0n de

sueros humanos normales puede reaccionar contra

las proteinas de¡ suero de caballo o contra los

eritrocitos de¡ pavo, dando una aglutinacion no es

pecífica con las células sensibilizadas, pero esas

reacciones no especificas pueden ser detectadas -- 

por medio de un " control", usando celulas cubier— 

tas con inmunogiobulínas normales de caballo, para

asi tener un control tanto de las células de pavo - 

como de las proteinas de¡ suero de caballo. 

Tanto las células de control como las de - - 

prueba pueden ser tratadas con formaldehido y Ho- 

filizadas para darles mayor estabilidad durante su

almacenaje. 

La prueba de hemaglutinacion reversa pasiva - 

constituye uno de los estudios serologicos mas sen

sibles, quizá no tanto como el de RIA, ( 64) pero - 

si mas sensible que otros métodos comúnmente usa— 

dos en los laboratorios; se ha observado que es - 
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aun más sensible que el método de fijación 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 utilizo un equipo " Hepa-- 

test" donado por 1 os 1 aborator i os We 1 1 come Reagents

Limited y enviado directamente al Hospital de¡ Ni - 

Ro DIF ( antes IMAN). Debido a que este material - 

no esta disponible comercialmente en Mexico, a con

tinuaci0n se indican sus caracteristicas con todo - 

detalle: 

MATERIAL DE LABORATORIO: 

A).- EQUIPO DE MICROTITULACION

1).- Placas de microtitulaci0n 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 mi. o sea 0. 3 mi. 

2).- Micropípetas calibradas que tienen una capaci

dad de 5 mi. y el volumen de la gota es de -- 

0. 025 mi,, 

3).- Microdilutores calibrados.- Los mícrodiluto— 

res deben tener una capacidad de 0. 025 mi. 

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 atóxico 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 algodón, cavidad por cavidad. 

Una vez usadas las placas, manejarlas con mu

cho cuidado ya que son potencialmente peligrosas

debido a la presencia de¡ AgsHB, por lo cual se

procede a colocarlas en una solución de formo¡ al - 

10% durante unas 24 horas como mínimo; al cabo de - 

ese tiempo enjuagarlas y pasarlas a una solución - 
al 1% de detergente 7X y seguir con el lavado nor- 

mal . 

LAVADO DE LAS MICROPIPETAS: 

las mieropipetas se lavan de la misma manera

que se lavaron las placas nuevas, sólo que después

de enjuagar con agua destilada se dejan escurrir - 

en un vaso de precipitados ( con una gasa o algodón

al fondo) hasta que sequen, o bien pueden secarse - 

con aire a presion o con vacio. 

Si las micropipetas han sido usadas, sobreto

do si se empleo material contaminado, se procedera

a esterilizar en autoclave a 1210C o 15 libras de- 

presi0n durante unos 20 minutos como minomo; si no

se tiene a mano la autoclave se dejaran cuando me- 

nos 24 horas en solución de formol al 10%, y des— 
pues se procederá al lavado comun. 

ESTERILIZACION DE LOS MICRODILUTORES: 

La mejor forma de esterilizar los mícrodilu- 

tores es a la flama del mechero ( deben llevarse en
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la flama al rojo vivo), operaci0n que debe hacerse

cada vez que se use un microdilutor; cuando el mi- 

crodilutor ha sido usado y contiene suero problema
se deberá lavar en solucí0n de hipociorito 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 eritrocítos de prueba contie- 

ne el liofilizado equivalente a 1 mi. o a 5 mi. de

una suspensi0n al 1% de eritrocitos de pavo forma- 

linizados y tanizados, cubiertos con anticuerpos - 

purificados contra el AqsHR, preparados en caballo; 

los eritrocítos así 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 mi. o a 5 mi. de una suspen- 

si0n al 1 % de eritrocitos de pavo formalinizados- 

y tanizados cubiertos con globulina normal de caba

lo, 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

sod i o. 
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c) AMORTIGUADOR DILUYENTE. 

Cada frasco contiene 30 mi. o 75 mi. de amor

tiguador salino de fosfatos 0. 15 M y pH 7. 2 conte~ 
niendo suero normal de caballo, suero humano nor— 

mal, y 0. 1 % de azida de sodio, todo estéril. El - 

volumen de suero humano normal adicionado es ajus- 

tado para dar resultados Optimos con cada lote de - 

células sensibilizadas. 

d) CONTROL POSITIVO. 

Cada frasco contiene 1. 0 m 1. de suero humano

normal diluido, ínactivado por calentamiento. Cuan

do se prueba a una dilución 1: 8, el control posit ' i

vo debe dar un patrón claro de aglutinaci0n con -- 

las células de prueba. En una titulación completa, 

el punto final no sera menor de 1: 32 contra las ce

lulas de prueba, mientras que con las células de - 

control no debera mostrar aglutinacion en ninguna - 

di lucíón. 

Resultados discordantes en los controles in- 

dican deterioro ya sea de los eritrocitos de con— 

trol o de los de prueba, o contaminaci0n de¡ amor- 

tiguador diluyente. 

e) CONTROL NEGATIVO. 

Cada frasco contiene 1. 0 mi. de suero humano

normal. Cuando se efectúa la prueba de escrutinio

o la prueba confirmatoria, no deberá observarse -- 

ninguna aglutinación tanto con las células de prue

ba como con las de control. 
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Fallas en esta reacci0n serán indicio de de- 

terioro de las células o de contaminacion de¡ buf- 

fer diluyente. 

RECONSTITUCION DE LOS REACTIVOS. 

El material celular debera ser reconstituido

con agua destilada hasta el volumen marcado en el - 

frasco. Para ejecucion óptima 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 año después de la última prueba hecha - 

por Wellcome). 

Una vez reconstituidos, la suspensi0n de cé- 

lulas puede permanecer estable a 4' C durante el

resto de¡ dia de prueba. Para almacenarse por

tiempo mas prolongado ( un mes) la suspensíón de ce

lulas puede ser congelada alrededor de ~ 20' C y des
congelarse sólo una vez; ( para aprovechar al maxi - 

mo estos materiales, se distribuían ambas suspen— 

siones recien preparadas en pequeñas alícuotas de - 

0. 6 mi. 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 contamínacion, para lo - 
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cual se pueden dividir tambien en alícuotas, todo - 

en forma estéril. 

M E T 0 D 0. 

PRUEBA DE ESCRUTINIO: 

1«- Con una micropipeta calibrada de 0. 025 mi., po

ner 3 gotas de amortiguador diluyente en el

primer pozo y una gota en el segundo de cada

hilera vertical de la placa. 

2.- Tomar 0. 025 mi. de suero con un microdilutor y
mezclar con el diluyente de¡ primer pozo para - 

tener una dilución 1: 4. Transferir el microdi

lutor al segundo pozo para tener una dilucion- 

de prueba 1: 8. Repetir la operacion para to— 

dos los sueros problema que serán probados en - 

la placa. Enjuagar los dilutores en solución - 

de hipociorito al 10% ( o formo¡ al 10%) dos ve

ces en agua destilada, y flamearlos despues de
cada uso- 

3.- A cada una de las diluciones 1: 8 adicionar una
gota ( 0. 025 mi.) de las células de prueba ( mez

clar el frasco de la suspension inmediatamente

antes de pipetear). 

4«- Mezclar el contenido de los pozos por agita- - 

ci0n cuidadosa' de las placas 

5.- Cubrir las placas con parafilm ( o similar) y - 

dejar en reposo a temperatura ambiente. 

6.- Leer los resultados despues de media a 1 hora. 
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RESULTADOS: 

los resultados son leídos comparando el pa— 

tron de sedimentación 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 reacción 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 " botón" en el centro de¡ 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 de¡ A9sí-IB o a reacti

vidad no especifica antí- celulas de pavo. De esta

manera puede obtenerse la confirmación preliminar- 

y la cuantíficaci0n titulando las muestras de sue- 

ros sospechosos contra eritrocitos de prueba y de- 
control. 

PRUEBA CONFIRMATORIA: 

Es conveniente llevar 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 mi.) en ca- 

da pozo de dos filas en una placa ( fila de

prueba y de control). 

2,- Tomar 0. 025 mi, 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 diluci0n 1': 2. Transferir los- 

dilutores a los segundos pozos de cada fila p.1
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. 



M

3.- Agregar 0, 025 mi. de células de prueba a cada - 

pozo en la fila de prueba, comenzando con la - 

dilución 1: 4. 

4.- Agregar 0. 025 mi. de células de control a cada

pozo en la fila de control, empezando por la - 

dilución 1: 4. 

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 diluci0n más al

ta, que muestra aglutinación definida. 

INTERPRETACION: 

Un resultado positivo provisional está indi- 

cado por la presencia de un título mayor en la fi- 

la de prueba ( al menos cuatro veces mayor) que en - 

la fila de control. Una aglutinaci0n en el primer

pozo ( 1: 4) de la fila de prueba sólo es sugestiva - 

de reacci0n positiva débil en el límite de sensibí

dad de¡ sistema. Si se observa aglutinación a

la misma dilución en ambas filas de prueba y de
control, indica que la prueba de escrutinio fue p2
sitiva debido a aglutinación no especifica. Aun -- 

que la muestra de suero es probablemente negativa - 

para el AgsHB, existe la posibilidad de que la - - 

aglutinación inespecífica enmarcare una reacción - 

débilmente positiva, 
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FASE 2: 

La confirmacion final de los resultados pos¡ 

tivos en la prueba de escrutinio deberia obtenerse

por el sistema de hemaglutinacion o por metodos al

ternativos de igual o mayor sens.ibilidad, tales co

mo RIA. 

Como una prueba de escrutinio el sistema He- 

patest es ligeramente menos sensible que el radio- 

inmunoanálisis, pero considerablemente más sensi— 

ble que el metodo de inmunodifusi0n en gel de agar

es mas sensible tambien que la contrainmunoelectro

foresis y que la fijaci0n de complemento. 
i

No se ven prozonas con muestras de titulo al
to y por eso no es necesario probar a más de una - 
dilucion, a menos que se quiera cuantificar. El - 

patron de células aglutinadas en sueros fuertemen- 

te positivos puede colapsarse ligeramente y dar -- 
anillo perifCrico fino si se deja más de una ho- 

ra. 

la incidencia relativa de positivas verdade- 

ras y positivas en la prueba de escrutinio varía - 

dependiendo de la población estudiada y de las bue

nas condiciones de las muestras. 
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METODO DE FIJACION DE COMPLEMENTO

GENERALIDADES - 

La prueba de fijaci0n de complemento ( FC) es

una prueba serológica para la detecci0n de antige- 

no y anticuerpos en presencia de complemento usan- 
do un sistema indicador hemolítico. 

El complemento es preparado a partir de sue- 

ro fresco normal de cuy. La combinación de Ag y - 
A íficos unen o " fiian" el complemento. Si - Mc espec, 

no hay antígeno presente para que se combine con - 
el anticuerpo, el complemento permanece libre. En

tonces la presencia o ausenciade complemento libre. 

se investiga con un sistema indicador para ver si- 

se ha utilizado el C' éste está 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- 

estan " sensibilizados". El complemento libre que - 

no ha sido fijado a un complejo Aq- Ac lisa a los - 

eritrocitos sensibilizados. Al probar diluciones - 

seriadas de la muestra problema, la presencia de - 

hemólisis en los tubos de reacci0n indica la canti

dad de antígeno o anticuerpos. 

La prueba de fijación de complemento para

AqsHR fue descrita al mismo tiempo por Shulman

65) y por Purcell ( 66). 

La prueba es un sistema altamente sensible y
es útil para indicar AqsHB y/ o Ac, cuando se usa ~ 

un sisterna 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, fuá el mismo que se empleo en el método - 

de hemaglutinaci0n directa, segun se describe pos- 

teriormente. 

A).- Equipo de microtitulación. 

B).- Material de uso comUn en laboratorio. 

C).- Reactivos: 

1.- Soluci0n diluyente para la prueba, denominada- 

GVB, o sea solución amortiguadora de veronal y

ge 1 at i na preparado como se i nd i ca en ( 67) y ( 68). 

2.- Eritrocitos de carnero.- Obtenidos de sangre - 

de carnero en solución de Alsever ( en propor— 

ci0n 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 suspensi0n de eritrocitos al

2% en GVB, verificando la concentracion con un

hematocrito y ajustando si es necesario. Otro

metodo de ajustar los eritrocitos es empleando

un espectrofotometro como se indica en ( 69). 

El lavado de las células se debe hacer después

de 4 a 5 días de que se sangro al animal, y no

se deberán usar dos semanas despues de la fe— 

cha de sangrado. 

3.- Hemolisina.- la hemolisina o amboceptor es pre
1
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parada en conejo; es un suero anti- eritrocitos

de carnero, se prepara y titula como se indico

en ( 70). 

4.- Complemento de cuy.- Se obtiene de¡ suero fres

co de cuy, el cual debe mantenerse en congela - 

cion, ya que es una sustancia termolabil. Se - 

toma una alicuota para titularlo, y se mantie- 

ne el resto congelado a - 600C. La titulación - 

se lleva a cabo como se indica en ( 71). 

5.- Anticuerpos contra el virus de hepatitis " B" - 

Ac, HB) . 

Pueden ser obtenidos por plasmoferesis de un - 

paciente hemofilico politransfundido que con— 

tenga los anticuerpos. 

El suero anti tambien puede ser preparado en - 

el laboratorio, solo que se necesita un antige

no HB purificado para evitar la formaci0n de - 

anticuerpos inespecificos, que requeririan una

absorci0n y darían por resultado la formaci6n- 

de complejos inespecificos que pueden fijar el

complemento, y as] dar reacciones inespecifi— 

cas llamadas anticomplementarías. 

Existen varios procedimientos para eliminar es

ta actividad anticomplementaria, que daría 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

inespecifícos éstos fijen el complementoque se

adiciona inicialmente, y asi no exista altera— 

ción posterior durante la ejecución 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 ( 70; aqui no se hara mención - 

de todos los pasos ya que seria demasiado extenso. 

Solo vale la pena hacer resaltar que para la ejecu

ción 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~ - 

bien se deberá titular y utilizar una diluci0n a 2
U; los eritrocitos deberan estar bien ajustados al

2 %. Si se va a determinar y cuantificar la pre— 

sencia de¡ A9sí—IB, debera tenerse un suero con Ac - 

anticuerpos) especificos bien titulado y emplean- 
do tambien dílucion 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 Optimas se debe

rá correr una serie de controles, que deberán 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

Contro 1 de 1 suero GVBAq+ C' E. S lisis

2.- Suero positivo GVB+ A9 + Ac + C'+ E. S no lisis

Contro 1 de 1 suero GBV+ Aq+ C' E. S -- 1 i S i S



F -Ors

3.- Suero negativo GBV+-- + Ac+ V + E. S -- 1 isis

Contro 1 de [ suero GBV+- + C' + E. S 1 i s i s

4. - Contro 1 Comp 1 emento GVB+ C' + E. S 1 i s i s

5.- Control eritrocitos GVB+ E. S no 1 isis

Cada suero problema se corre por duplicado, - 

ya que uno sirve para buscar el posible antígeno, - 

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 deberán 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 contie

ne iones Mg++ y Ca+-' necesarios para llevar a cabo

la reacci0n de fijación de complemento. 

Nota: Claves usadas en el cuadro de controles. 

GVB Solución amortiguadora usada como dilu

yente en esta prueba. 

Ac Anticuerpos especificos contra el antí

geno. 

C, Complemento standarizado a 2 U. 

E. S Eritrocitos de carnero sensibilizados - 

con su hemolísina. 

Ag Antígeno presente en los sueros positi

VOS. 
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METODO DE RADIOINMUNOANALISIS ( RIA). 

La técnica de RIA es la más sensible y espe- 

cifica disponible hasta el momento para la detec— 

cíón de¡ AgsHB. Las mayores desventajas son el - 

tiempo para completar la prueba, el costo y la ne- 

cesidad de manejar radioisotopos, con sus riesgos - 

asociados. 

Cuatro métodos básicos de RIA han sido des— 
critos para la deteccion de¡ AqsHR ( también pueden

ser detectados los anticuerpos respectivos) las -- 

técnicas son: De doble anticuerpo ( 72, 73, 74), un

método de fase sólida ( 73), un método de cromato— 

electroforesis ( 75), y el procedimiento de una fa- 

se solida directa " Sandwich" ( 76). Estos difieren

primeramente en el método usado para la detección - 

del complejo antigeno- 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 porci0n marcada es un componente - 

esencial para la especifidad de la prueba. Los m ' é_ 

todos más comúnmente usados incluyen la fase sóli- 

da o sea la técnica de Sandwich RIA y el procedi— 

miento de doble -anticuerpo ( RIA - DA). 

RIA" METODO UTILIZADO: METODO DE SANDWICH. 

Para llevar a cabo este método el Servicio - 

de Medicina Nuclear de¡ DIF ( antes IMAN), propor— 

c i onó un equ i po de 1 os 1 aborator i os Abbott, denom i - 

nado: AUSIRIA 11- 125, Hepatitis Associated Antibody

anti -Australia Antigen) 125 1 Human. 

Este equipo se basa en el método de fase so~ 
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da o " sandwich" en el que se emplea una fase so - 

da que contiene anticuerpos contra el AgsHB; se - 

pone a reaccionar esta fase con el suero problema - 

en el cual se cree está presente el AgsHB, y por - 

ultimo se pone este complejo en contacto con anti- 

cuerpos contra el AgsHB marcando con 1125 radiacti

vo para así formar el sandwich. Finalmente, se -- 

cuantifica la radioactividad fijada a la fase sólí

da. 

la prueba se realizó de acuerdo a las indica

ciones que se encuentran en el instructivo de la 17
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 solución amortiguadora de TRIS 0. 01 mol/ lí

tro conteniendo 4% de albumina bovi:na. Con— 

servador 0. 1% de azida sódica. Manéjese como - 

capaz de transmitir la hepatitis, aun cuando - 

ha sido calentado a 600C por 10 horas. 

3.- Anticuerpo ( Anti- AgsHB) 1251 ( humano). Para - 

ajustar su potencia se usa como diluyente una- 

soluci0n amortiguadiora de TRIS 0. 005 mol/ litro

conteniendo 50% de suero de ternera, 2% de sue

ro humano normal y 0. 05% de albumina bovina. - 

Conservador 0. 1% de azida de sodio. Manejese- 
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como capaz de transmitir la hepatitis. 

4.- Anticuerpo anti AgsHB ( cuy). Perlas de polie- 

tileno cubiertas con AcsHB preparado en cuy. - 
Manéjese como capaz de transmitir la hepatitis. 

Material adicional: 

1.- Pipetas de precisión para medir 0. 2 mi. 

2.- Jeringas Cornwali o similar, para emplearse du

rante los lavados. 

3.- Un aspirador para eliminar la solución de lava

do, por ejem. un UniwashTM ll con una fuente - 

de vacío y una trampa para retener la solución. 

4.- Un detector de centelleo gamma, de pozo. 

5.- Un baao de agua a 45' C 4- 1

Procedimiento de prueba " A" ( incubaci0n: 2 ho- 

ras a 45' C; luego 1 hora a 45' C.) 

1.- Ajustar la temperatura de¡ baRo a 450C. 

2.- Destapar el tubo de plástico que contiene las - 

cuentas de polletileno cubiertas con el suero - 

anti AgsHB, y colocar una cuenta en cada pozo~ 
o fondo de¡ tubo de reacci0n. Se hacen por du

plicado, y se corren a la vez 7 controles negA

tivos y 3 controles positivos. 

3.- Usando pipetas de precisión, adicionar 0. 2 mí. 

de suero ( o plasma recalcíficado) 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 e 1 tubo de reacc i ón, 

y evitar que queden burbujas de aire entre el - 
suero y la perla de reacción. 

4.- Los tubos ya tapados se ponen a incubar en ba - 

Ro de agua a 45' C por dos horas. 

5.- Al final de las dos horas, sacar los tubos de¡ 

ba5o de agua. Quitar la cubierta y descartar- 
la. Usando un aspirador semi - automático, aspí
rar el suero que no reaccionó, y lavar las per

las de reaccion con 5 mi. de agua destilada o- 

deionizada. Repetir el procedimiento de lava- 

do una vez más. Teniendo cuidado de no dejar - 

ningún residuo de liquido. 

6.- Con pipeta de precisión, adicionar 0. 2 mi. de - 

anticuerpo asociado a la hepatitis marcado con

lodo 125 ( humano) en el fondo de cada tubo de - 

reacción, cuidando de que el antisuero cubra - 

perfectamente la perla de reacción y de que no
se formen burbujas de aire. 

7.- Aplicar una nueva cubierta a los tubos, e incu

barios en un ba5o de agua a 45' C por una hora. 

8.- Al final de esa hora sacar los tubos de¡ ballo- 

de agua, quitar la cubierta, aspirar el anti— 

suero y lavar la perla de reacción con dos por

ciones de 5 mi. de agua destilada o deionizada

como en el paso 5. 

9.- Transferir las perlas de los tubos de reaccion

a tubos de¡ contador, teniendo cuidado de mar- 

carlos perfectamente bien. 

10.- Poner los tubos en un contador gamma para obte
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ner el número de cuantas. la posición 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 simultáneamente. 

RESULTADOS: 

La presencia o ausencia de antígeno de la He

patitis B, está determinado por la relaci0n 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 más altas que el valor medio establecido - 

con los controles negativos, debera ser considera- 

do positivo con respecto al antigeno de la Hepati- 

tis 8. 

El valor medio para las muestras de control - 

positivo debe ser al menos 5 veces la media de¡ -- 

control negativo. De no ser as], puede sospechar- 

se de error técnico y debe repetirse la serie. 

CALCULOS: 

1.- Cálculo 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 número de muestras sumadas ( en - 

este caso se corrieron 7 controles negativos). 
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Ejem: Total neto de cpm = 2705 = 386 cpm ( medía) 

7 7

Se descartarán los valores de controles negati

vos que se salgan de los limites 0. 5 a 1. 5 ve- 
ces la media. Ejemplo: 

0. 5 X 386 = 193 y 1. 5 X 386 = 579

Los 1 ímites serán: 193 cprn a 579 cpm. 

2.- Para calcular el valor tope ( cutoff). 

Se multiplica la media de los controles negatí

vos, 386 cpm por el factor 2. 1. 

Asi el valor tope calculado es de 811 cpm. 

las muestras desconocidas cuyas cuentas netas - 

sean mas altas que el valor -tope calculado de- 

berán ser consideradas positivas con respecto - 

al antígeno HB. 

Nota: Cuando el contador gamma no sustrae auto

maticamente el valor del fondo, la sustraccion

se hará manual para cada muestra, y la cuenta - 

por minuto de mu¿ stra sin corregir puede ser ~ 

comparada con un valor tope modificado como si

que: ( media de control negativo - fondo) X 2. 1

fondo = valor -tope modificado. 

Ejem- Fondo de¡ aparato = 50 epm. 

Valor -tope modificado = ( 436 - 50) X 2. 1 + 50

861 cpm. 

3.- Calculo de la relaci6n 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. 

Relaci0n P/ N = 
Med i a neta de contro 1 es pos i t i vos
Med i a neta de contro 1 es negat i vos

Este promedio debe ser al menos 5, o la prueba

debera repetirse. 

Ejem: Valor medio neto de controles positivos

5906 cpm

Valor medio neto de controles negativos
386 cpm

Relación P/ N = 
5906 = 

15. 3
386

En este caso la prueba es válida. 
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CAPITULO VM

RESULTADOS Y D 1 SCUSION. 

la detecci0n de¡ AgsHB se ha convertido en - 
una prueba rutinaria en los laboratorios de virolo

gla y en los bancos de sangre, por su utilidad -'- 

diagnostica en los padecimientos hepáticos y por - 
la importancia de evitar las hepatitis postransfu- 

sionales. La metodología respectiva ha evoluciona

do con rapidez a partir de¡ descubrimiento de¡ - - 

AgsHB por Blumber9, como ya se indicO anteriormen- 

te, y existen en la actualidad cuando menos dos me

todos de sensibilidad comparable como son el RIA y
la hemaglutinacion reversa pasiva. Otros metodos- 

de sensibilidad absoluta más baja siguen teniendo - 

vigencia por poseer características favorables de - 

orden practico y económico 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 reacci0n positiva

con métodos considerados como poco sensibles como - 

ID y CEF, lo cual se ha interpretado como un feno- 

meno relacionado con especificidad y no con sensi- 

bilídad, y nos obliga a tomar con ciertas reservas
la característica " sensibilidad" como factor deci- 

sivo en la seleccion de metodología. 

la posibilidad de probar una serie de sueros

por varios métods en el laboratorio de virologia - 

de¡ hospital de¡ niño DIF ( antes IMAN) ha consti— 

tuido una oportunidad muy particular para obtener - 
información util tanto para evaluar la sensibili— 
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dad de los métodos estudiados como para determinar

el subtípo, de algunos de ellos, lo cual se hace -- 

por primera vez en nuestro pais. En el transcurso

de este trabajo se hicieron tambien pruebas de CEF, 

para AgsHB y AcsHB a varios grupos de muestras de - 
sueros, según - se detallara más 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 metodo de RIA puede dar lu- 

gar a falsas positivas, sobre todo a niveles muy - 
bajos de sensibilidad, por lo cual [ a casa fabri— 

cante considera indispensable que todas las mues— 

tras positivas se repitan para confirmaciOn, ele— 

vándose así el costo de la prueba que es uno de - 

sus dos inconvenientes principales. Puede conside

rarse por lo tanto que la correlaci0n entre CEF y - 
HD fue completa ( total), y que la correlación en— 

tre estos dos métodos y RIA fue bastante satisfac- 
tor i a. 

Algunas muestras que aparecen en el cuadro

No. 8, fueron probadas Unicamente por CEF y RIA
por no contar con cantidad suficiente para otras

pruebas; puede verse una correlaci0n muy satisfac- 

toria en los resultados negativos, excepto en el - 

4430, 4467, y 6627 que fueron negativos por CEF y - 
positivos por RIA, uno debilmente positivo y otro - 
muy debilmente positivo que se interpretO como du- 

doso porque no fué posible repetirlo. Durante el - 

lapso de tiempo en que se practicaron estas prue— 
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CUADRO No. 7

SUEROS PROBADOS POR C. E. F.: HARP : R. 1 A. 

C. E. F. HARP R I. A. 

D. R. 1. 32 1: 1280

M. V. 1: 16 1: 320

1471 1: 16 1: 320

1602 1: 16 1: 320

2480 1: 0 1: 320

3129 1: 16 1: 320

4176 1: 16 1: 640

4430 Neg. Neg. 
4467 Neg. Neg. Dudoso

4527 1: 16 1: 640

4612 1: 16 1: 320

4626 1: 16 1: 320

4642 1: 0 1: 320

5322 1: 0 1: 640

5778 1- 4 1: 160

5875 1- 32 1: 640

6627 Neg. Neg. Debil

7352 1: 32 1: 640

9067 1: 16 1: 320



97

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) B. P. 

4) 2480 25) C. J. I. 

5) 3129 26) C. M. 

6) 3938 27) D. R. 

7) 4176 28) H. H. P. 

8) 4430 29) J. A. M. 

9) 4432 30) J. E. 

10) 4456 31) L. M. 

11) 4467 dudo 32) L. R. I. 

12) 4485
so

33) M. R. E. 

13) 4489 34) M. A. S. 

14) 4527 35) M. P. G. 

15) 4534 36) M. V. 

16) 4562 37) 0. G. M. 

17) 5322 38) P. S. M. 

18) 5778 39) R. A. M. 

19) 5875 40) R. AS. 

20) 6627 d- 41) V. D. 

21) 7352
bil

42) V. R. D. 
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bas comparativas de sensibilidad, se probaron tam - 

bien 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 tambien 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 atencion la elevada preva

lencia de¡ tipo Ad ( 20 de 27), que en siete mues— 

tras se encontro al parecer combinado con tipo Ay - 
y, solamente en un caso ( 9836) este ultimo produjo

una reacción más 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 reacci0n cruzada. Parece, haber en - - 

nuestro medio un predominio manifiesto del tipo Ad, 

y una baja prevalencia de¡ Ay, lo cual debe tener- 

implícaciones epidemiológicas 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 presentó una epidemia de hepatitis, - 

todos resultaron negativos para antigeno y anti- - 
cuerpo por CEF, hallazgo que correlaciono satisfac

toriamente con los aspectos clinicos y epidemiolo- 
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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 1 : 320

5322 1: 16 1 : 640

9445 1: 16 1 : 16o

9550 1- 16 1 : 320

9689 1: 16 1: 640

9723 1: 16 1: 320

9789 1: 16 1; 320

9836 1: 16 1: 320

10077 1: 16 1: 640

10107 1: 16 1: 640

A*. S. O-. 1: 16 1: 320

E. 1. 1: 16 1: 320

H. G. R. 1: 32 1 : 640

L. L. F. 1: 4 l.. 16o

M. P. 1: 16 1: 640

Y. C. 1: 8 1: 160

D. R. 1: 32 1- 1280
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CUADRO No. 10

SUEROS TIPIFICADOS POR MICROMETODO DE OUCHTERLONY. 

1) D. R. Adr - Ay debil 15) 5875 Adw

2) E. L. Ad 16) 7352 Ad Ay

3) H. G. R. Ad -- Ay 17) go67 Ad

4) L. L. F. Adw 18) 9348 Ad

5) M. P. Adr 19) 9445 Ad

6) M. V. Ad 20) 9550 Ad

7) 1471 Ad 21) 9689 Ad Ay

8) 1602 Ad 22) 9723 Adr

9) 2480 Ad 23) 9789 Ad

10) 3129 Ad 24) 9836 Ad Ay

11) 4164- 02 Ad 25) 10077 Ad

12) 4201- 01 Ad 26) 10107 Adr

13) 5322 Adr 27) 10298 Ad

14) 5778 Ad
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gicos de¡ problema, ya que desde estos puntos de - 

vista se trato de una epidemia por virus de hepati
tis tipo " A". 

13) De un estudio interno de¡ hospital se procesa— 

ron 230 muestras por CEF, resul tando 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 Ecológicas de¡ Sureste) dos mues— 

tras de Motozintia fueron positivas para el AgsHB, 

lo cual equivale al 1. 13% de¡ total de muestras re

cibídas y a su vez corresponde al 3. 7% de¡ total - 

de muestras Unicamente de Motozintla. 

CARACTERISTICAS DE LAS COMUNIDADES. 

Poblacion

Villa de Acala

Lacania

Villa de Arriaga

V. de Motozintla

TOTA L

No. de No. de - de¡ total

Habit._ muestras de la Poblac. 

13, 000 42 0. 32 % 

120 30 25. 0 % 

27, 000 50 o. 18 % 

28, 000 54 0. 19 % 

68, 120 176 0. 26 % 

Es de llamar la atencion el relativamente al

to porcentaje de positividad en la Villa de Moto— 

zíntia, además de que los titulos de AgsHB tambien

son relativamente altos: 

muestra 4164- 02 T Í tu 1 o = 320 por H. D. y 1 - 32 por CEF. 

muestra 420 1- 01 T i tu 1 o = 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 hepatico; todas resultaron negativas al AqsHS y
AesHB por CEF. 

E) El laboratorio de bioquimica de¡ hospital sumi- 

nistro tambien 31 muestras de suero con pruebas -- 

funcionales hepaticas alteradas, entre las cuales - 

se detectaron dos casos positivos para AgsHB por - 

CEF. 

Finalmente cabe aclarar que aquí 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 título bajo, 

anticomplementaridad que fué imposible eliminar, o

ambas cosas. Por tales razones no se consideró -- 

conveniente incluir resultados de conflabilidad ; n

cierta. 



103

C A P I T U L 0 1 X I

C 0 N C L U S 1 0 N E S - 

La importancia de la detecci0n de¡ AqsHI3 es- 

ta fuera de toda discusión, pero la diversidad me- 

todolOgica hace necesaria la evaluaci0n cuidadosa - 

de los métodos disponibles, en base a factores co- 

mo la sensibilidad, la especificidad, la complejí- 

dad, la rapidez y el costo. Para propOsitos dé me

ra deteccion, como es el caso habitual en el banco

de sangre, el factor sensibilidad parece francamen

te secundario y quizá debiera darse prioridad a -- 
los aspectos de complejidad y costá. 

Los resultados de este trabajo hacen eviden- 
te que el método mas sensible ( RIA), es incapaz de- 

detectar' más de un 5 - 10 % de positivos que meto - 

dos bastante menos sensibles en forma absoluta - - 

CEF, FC). Puesto que la detecci0n M 100 % de - 

positivos no puede lograrse por ningUn método en - 

particular, sino que seria necesario correr cada - 

muestra por varios métodos, las ventajas de una -- 

sensibilidad absoluta mayor no son definitivas en - 

la selecci0n de un método para propOsitos rutina— 

r i os, sobre todo s i a e 1 1 o se suman factores de a 1

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 él caso de RIA, por lo cual repre- 

senta una excelente alternativa para laboratorios - 

y bancos de sangre capaces de manejar metodologia- 
serológica 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- - 

cion en nuestro medio y en particular en los labo- 

ratoríos y bancos de sangre de tamaño pequeño o me
d i ano. 

El MCtodo de I. D. en microplaca, como es - - 

bien sabido es de baja sensibilidad y por lo tanto

no se le puede recomendar para trabajo rutinario - 

de deteccí0n; sin embargo, es el Unico que no s pen
mite establecer la identidad M antigeno y, en mu

chos casos puede ser adecuado para la confirmacion

de positividad 
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