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CAPITULO I.

OBJETIVO.

El objetivo principal de este tra-
bajo es analizar criticamente la técnica de Hemaglutinacibn rever-
sa pasiva para la deteccién del antfgeno asociado a la hepatitis B
(AgsHB) , para confirmar sus ventajas e inconvenientes y para defi-
nir su complejidad por lo que se refiere a la preparacibén de los

reactivos biol6gicos necesarios.
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CAPITULO I
INTRODUCCION.

Se acepta que Hip6crates fue el pri-
mer autor que describié la hepatitis virica bajo la denominacién
de "ictericia epidémica " o cuarto tipo de ictericia, habiendo
sido llamada antes " ictericia leptospiral ", " ictericia catarral "
e " ictericia infecciosa ". Se han realizado descripciones de sus
caracteristicas epidémicas, debido a su cardcter contagioso, cons-
tituyendo hoy en dfa una verdadera endemia mundial. (1)

La hepatitis (aparte de ocasionarle
grandes molestias al paciente), es una enfermedad capaz de afectar
al organismo en forma seria. Presenta el inconveniente adicional
de ser una afeccién de larga duracibén, que a menudo se prolonga por
varios meses. En los filtimos afios, los casos de hepatitis han au-
mentado. Es por &sto precisamente, que las autoridades de salud pG-
blica han insistido en la necesidad de divulgar una informacién con-
creta y clara relativa a esta enfermedad. Estando mejor informados
sobre la misma, todos podemos hacer un esfuerzo mis inteligente y
eficaz para evitar contraerla y si llega a manifestarse, para aten-
derla en la forma mds adecuada posible.

sin embargo, y a pesar de los inten-
sos esfuerzos, la hepatitis viral coptinﬁa siendo uno de los prin-
cipales problemas infectolbgicos no resueltos hasta ahora. El pro-
blema se concentra en la persistente dificultad que existe para

cultivar " in vitro " a los agentes etiolfgicos que son responsa-
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bles de la hepatitis §iral en el humano. Este obstdculo entorpe-

ce un estudio cuidadoso del padecimiento, y ha impedido tanto la
caracterizacién plena de los agentes etiolb6gicos como el desarro- -
1lo de vacunas apiopiadas. (2)

El conocimiento de la historia natu-
ral de la enfermedad, se ha visto obstaculizado por la imposibili-
dad de transmitirla a los animales de experimentacidén, si bien re-
cientemente se ha logrado producir la infeccidn por el virus tipo
A en monos americanos (marmosets) (4). Los intentos de aislamien-
to de virus por medio de cultivo de tejidos, los estudios con cul-
tivos de hepatocitos embrionarios y de leucocitos han aportado va-
liosas informaciones etiolbgicas, aunque no suficientes para iden-
tificar el agente causal.

CONCEPTOS :

Hepatitis viral: enfermedad aguda o
crénica caracterizada por una inflamacién del higado. Los virus que
la producen lesionan las células e incluso pueden destrufirlas, per-
diendo asf la facultad de reali%ar una de las funciones mds impor-
tantes del hfgado: la excrecién de bilirrubina que normalmente de-
be incorporarse a la bilis; debido a ello se acumula en la sangre
y da lugar a la llamada ictericia que es el sfntoma m&s caracteris-
tico de la hepatitis, aunque en ciertos casos se produce la forma
" anictérica " de hepatitis viral.

En el concepto de hepatitis virica
se incluyen dos tipos de infecciones: I) Hepatitis infecciosa (he-
patitis epidémica) causada por el virus tipo A; y II) Hepatitis sé-
rica (hepatitis por inoculacidn, hepatitis postransfusional, icte-

ricia sérica homéloga, HS, hepatitis B), producida por el virus ti-
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po B.

Ambas son causadas por virus cuya
accibn pat6gena es bastante parecida. Los_sintomas que presentan
son indistinguibles: anorexia, malestar, fiebre intermitente, néu-
seas, v6mito, diarrea y drea hep&tica hipersensible y dolorosa. Al-
rededor de una semana mas tarde, el paciente se siente temporalmen-
te mejor hasta que se manifiesta la ictericia, la orina se oscurece
y las heces se tornan pdlidas y de consistencia pastosa. Se observa
esplenomegalia aproximadamente en el 15% de los casos. Puede presen-—
tarse prurito generalizado e intenso, urticaria y diarrea intermi-
tente. Las pruebas hepdticas y de quimica sanguinea muestran eleva-
cién de los niveles enzim&ticos (siendo los més caracteristicos los
de las transaminasas glutdmico oxalac&tica y glutdmico pirGvica) .
La recuperacién toma de 6 - 8 semanas, pero la lascitud y la depre-
sién pueden persistir por mis tiempo.

La enfermedad es mis benigna en los
nifios que en los adultos. En realidad la mayorfa de las infeccio-
nes en los nifios son anictéricas y muchas més son completamente
inaparentes. La mortalidad varfa de 0 - 1% (&ste porcentaje puede
verse aumentado en el caso de hepatitis producida por el virus ti-
po B), la mayoria de las muertes ocurren en adultos, &stos general-
mente son casos en los que la infeccidn progresa de hepatitis acti-
va a subaguda o crénica en ocasiones complicada por cirrosis hepé-
tiea.

En la hepatitis tipo A, el virus pe-
netra por ingestién de materiales infectados (via fecal-oral); no
se ha descartado la posibilidad de que la contaminacién también

ocurra por la relacién persona a persona, debido a que el virus es-
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t4 presente en las secreciones nasofarfingeas, y también puede ocu-
rrir la transmisién por via parenteral. Aparece en forma de peque-
flas epidemias estacionales (otofio-invierno) o espor&dicamente du-
rante todo el afio; tiene un perfodo de incubacién de 15 - 50 dias.
El perfodo de viremia es de 3 - 7 dfas antes de la aparicibn de la
ictericia hasta tres dfas después. Este tipo de hepatitis confiere
inmunidad permanente; sin embargo, no egiste inmunidad cruzada con
la hepatitis sérica. Se puede dar como tratamiento gammaglobulina
humana (0.02 ml/kg por via intramuscular), siendo el perfodo de
proteccibén de 6 meses. (4-6)

La hepatitis tipo A (hepatitis infec-
ciosa) es una enfermedad endémica en ciudades o regiones donde la
higiene y sanidad continfian siendo primitivas (1-7) .

Hepatitis tipo B.- En este tipo de
hepatitis el virus generalmente penetra por via parenteral, al
transfundir sangre o sus derivados contaminados, o por el uso de
materiales punzocortantes no estériles y contaminados, en la hepa-
titis postransfusional, la frecuencia depende del nGmero de unida-
des de sangre aplicadas (250 ml/unidad) (7). M&s recientemente se
ha encontrado que este virus puede ser transmitido por el sémen y
a través de placenta (8); ademds, el antigeno asociado a la he-
patitis B ha sido recuperado pr&cticamente de todos los liquidos
corporales (suero, orina, heces, liquido ascftico, liquido pleural,
saliva y secreciones vaginales) (2, 8-11), por lo que debe recono-
cerse la posibilidad de que exista una transmisién oral, respirato-
ria y venérea para la hepatitis tipo B. También es posible la trans-
misién por insectos hemat6fagos (8).

El perfodo de incubacién varfa de
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45 - 160 dfas, siendo en algunas ocasiones mayor. El perfiodo de vi-
remia va desde 8 - 9 -dias antes del inicio de los sintomas hasta
8 dfas después de la aparicién de la ictericia (9) . En algunos ca-
sos se ha demostrado que el virus permanéce en el suero de algunos
individuos por varios afios.

La hepatitis tipo B tiende a ser mis
severa y en ocasiones llega a requerir hospitalizacién, presenta
perfodos de morbilidad mas prolongados y ocasionalmente tiende a
evolucionar hacia una hepatitis fulminante, a menudo fatal. La he-
patitis B, como han demostrado estudios histopatoldgicos seriados
y estadisticos, evoluciona hacia la cirrosis con mayor facilidad
que la hepatitis tipo A. La gammaglubulina humana no tiene efec-
to (1-7).

VARIACION EN LA RESPUESTA A LA INFECCION CON HEPATITIS B.

Existe una variedad de respuestas
a la infeccibn:

a) Desarrollo de hepatitis ragada,
progresando~ a una recuperacién completa. Aparicibn transitoria de
AgsHB y anti-AgcHB. Aparicién subsecuente de anti-AgsHB gque puede

ser persistente.

b) Desarrollo de hepatitis aguda que
evoluciona a hepatitis crénica. El AgsHB y anti-AgcHB son usualmen-

te persistentes.

c) Hepatitis crénica con sintomas y
hallazgos de enfermedad hep&tica crénica que no estuvo precedida
por un episodio de hepatitis aguda. E1 AgsHB y anti-AgcHB son per-
sistentes.

d) Estado portador. El AgsHB y anti-

AgcHB son persistentes.
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El portador es asintomdtico pero pue-
de tener ligeras anormalidades bioguimicas del higado.

e) Desarrollo de anti-AgsHB persis-—
tente sin AgsHB o sintomas detectables.

f) AgsHB persistente en pacientes
con una enfermedad fundamental adquirida, asociada con anormalida-
des inmunolégicas como: sfndrome de Dawn, lepra lepromatosa, enfer-
medad renal crénica, leucemia, carcinoma hepético primario, Usual-
mente asociadas con hepatitis anictéricas.

g) Formacién de complejos antigeno-
anticuerpo que pueden estar asociados con ciertas enfermedades in-
munes tales como periarteritis nodosa.

- Respuesta del huésped a antfgenos
humanos y virus de la hepatitis B: Transplantes de rifi6n.-

Los pacientes que han desarrollado
anticuerpos anti-AgsHB tienen, significativamente, mayores proba-
bilidades de rechazar rifiones transplantados que los pacientes por-
tadores del AgsHB. Los rifiones donados por hombre tienen mayor
probabilidad de ser rechazados por pacientes con anti-AgsHB que por
pacientes sin anti-AgsHB. Estas diferencias no se observaron cuan-
do los rifiones fueron donados por mujeres (8) .

- Relacién del AgsHB con el sexo de
los hijos y la fertilidad de los padres infectados.-

Se encontrd que si uno u otro padre
fue un portador de AgsHB, la pareja tuvo méds hijos varones que otras
Se ha encontrado también que existe una deficiencia de hijos varones
cuando los padres tienen anti-AgsHB, lo cual puede ser consecuencia

de mortalidad masculina diferencial durante el perfodo " in Gtero *
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por lo que se estd estudiando si el anti-AgsHB tiene especificidades
antigénicas en comn con Hy u otros antigenos de histocompatibili-
dad determinados por genes en el cromosoma Y (8).

- Relacién del AgsHB con el carcino-
ma hepdtico primario.-

Con el advenimiento de pruebas mis
sensibles para la deteccién del AgsHB se prob6 que hay una sorpren-—

dente asociaci6én de la hepatitis B con el carcinoma hepdtico pri-

mario (8).
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DIFERENCIAS ENTRE HEPATITIS TIPO A Y TIPO B

Agente etiolégico
Tamafio del virus
Resistencia al calor
Resistencia al frio

Respuesta a agentes
quimicos

Via de infeccibn

Virus en sangre

Perfodo de incubacién
Tipo de iniciacidn
Fiebre mayor de 38°C

Frecuencia por edades

Frecuencia estacional

Indicadores serol&gi-
cos

Inmunidad

Valor profiléctico de
la gammaglobulina

Severidad

Enfermedad crénica

Hepatitis A
Virus A
Desconocido
Resiste 56°C/30'

Resiste congela-
cibn

Tolera cloro re-

sidual 1 ppm

Fecal-oral y
parenteral

En fase aguda

15 - 50 dias
SGbito
ComfGn

Nifios y adultos
jévenes

Otono - Invierno

Desconocidos

Hom6loga

Bueno

Leve, a menudo
anictérica

Desconocida

Hepatitis B
Virus B

42 nm

Resiste 60°C/4h

Resiste congelacifn

y liofilizacibn

No se afecta con é&ter
fenol 0.25%, alcohol
y mertiolate 0'5%
Parenteral, fecal-
oral, transplacenta-
ria, venérea, por in
sectos y secreciones

En perfodo de incuba-
cidén y fase aguda

45 - 160 dias
Insidioso
Poco frecuente

Todas las edades

Todo el ano

AgsHB y anti-AgsHB
AgcHB y anti-AgcHB

Hom6loga
Ninguno
Severa, habitualmente
ictérica

30% de casos de hepa-
titis crbnica
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ANTECEDENTES HISTORICOS SOBRE EL AgsHB.-

El descubrimiento del agente infec-
cioso asociado con la hepatitis B y la elucidaci6én de nuevos meca-
nismos para su diseminacidn son la consecuencia de una serie de es-
tudios.

En el verano de 1960 Allison y Blum-
berg decidieron pfobar la hip6tesis de que pacientes que recibie-
ron gran nimero de transfusiones pueden desarrollar anticuerpos
contra una o mis de las protefnas sericas polimérficas (conocidas
o desconocidas) que por si mismas no son heredadas (8), pero que
tienen los donadores de sangre. Usaron la técnica de doble difusibn
en gel de agar de Ouchterlony para ver si se habfan formado anti-
cuerpos de precipitacifp: en los pacientes transfundidos, los cuales
reaccionarfan con los contituyentes presentes en sueros de personas
normales. Después de probar cierto nfimero de sueros de pacientes
politransfundidos (personas que han recibido 25 o m&s unidades de

sangre) , encontraron un suero que contenfa un anticuerpo precipi-
pitante, desarrollado en la sangre de un paciente que habia recibi-

do varias transfusiones como tratamiento de una anemia. Posterior-
mente encontraron que el anticuerpo reaccionaba con especificidades
antigénicas heredadas sobre lipoproteinas de baja densidad. Conti-
nuaron investigando para otros sistemas de precipitacién en los
sueros de pacientes transfundidos.

En 1963, estudiando los sueros de
pacientes hemofilicos, encontraron un suero que dibé una banda de
precipitacién diferente de las conocidas; tenfa una configuracién
diferente, no se tefifa répidamente con negro Sudén, lo cual indicd

un bajo contenido de lipidos, pero se tifié de rojo con azocarmin,
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indicando que su componenete principal era proteico. Este suero fue
probado con otros sueros, reaccionando solamente con uno del lote,
el cual pertenecfa a un aborfgen australiano, por lo -que fue lla-
mado antigeno Australia.

El siguiente paso fue colectar infor-
macidn sobre la distribucién del antfgeno Australia y anticuerpos
anti-antigeno Australia en diferentes poblaciones humanas y grupos
de enfermedades. Fue muy raro en poblaciones aparentemente normales
en cuanto a clima e higiene; en cambio fue bastante comfin en algu-
nas poblaciones tropicales y asidticas.

Visnich encontré que en los :--sueros
de pacientes leuc&micos existe una alta frecuencia de antigeno Aus-
tralia, Posteriormente se procedib a probar sueros de pacientes con
otras enfermedades, - encontrdndose antfigeno Australia s6lo en los
sueros de pacientes politransfundidos. De estas observaciones se
concluybé que los individuos que tienen antfigeno Australia tienen
mas probabilidad de desarrollar leucemia que los que no tienen di-
cho antigeno y viceversa, los individuos gque presentan alta proba-
bilidad de desarrollar leucemia son mas tendientes a tener antigeno
Australia. También se encontrd que pacientes con sindrome de Dawn
tienen mayor probabilidad de desarrollar leucemia que otros indi-
viduos y en este grupo la presencia del antigeno Australia fue fre-
cuente (15).

Se encontrd que la presencia o au-
sencia de antfigeno Australia parece ser un rasgo individual consis-
tente. Si el antfgeno Australia estuvo presente en la prueba inicial

persiste en las siguientes pruebas y por el contrario, si estuvo au-
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sente inicialmente, no aparece en una segunda prueba. En 1966 se
encontré que un paciente con sindrome de Dawn que originalmente ha-
bia sido negativo al antigeno Australia, tenfa antigeno Australia

en una segunda prueba; aparentemente habfa desarrollado una nueva
protefna y debido a que muchas protefnas son producidas por el hi-
gado, se realizaron pruebas de quimica hepdtica, las cuales mostra-
ron que entre la primera prueba (negativa) y la segunda prueba (po-
sitiva) se habfa desarrollado una forma de hepatitis crbnica anic-
térica. El diagndéstico de hepatitis fue confirmado por biopsia he-
patica. De aqui surgié la idea de probar la hipb6tesis de que el an-
tfigeno Australia estuvo relacionado con la hepatitis. Primero se com
pararon los niveles de transaminasa glutémico pirfivica sérica (TGPS)
en individuos con sindrome de Dawn que han tenido antfgeno Australia
con otros que no lo han tenido. Los niveles de TGPS fueron ligera
pero significativamente més altos en los antfgeno Australia positi-
vos. Segundo: se tomaron muestras de individuos con hepatitis aguda
los cuales presentaron antfgeno Australia al principio de su enfer-
medad, pero el antigeno desaparecib de su sangre a los pocos dias o
semanas. A fines de 1966, se encontrdé que el antigeno Australia es-
taba asociado con la hepatitis viral aguda.

En 1967, Okochi confirmé el descubri-
miento de Blumberg y col. y procedié a hacer el rprimer estudio de-
finitivo de transfusiones, encontrando que el antigeno Australia se
transmite por transfusién, y que algunas personas desarrollan anti-
cuerpos contra el antigeno Australia. La asociacibn del antigeno
Australia con la hepatitis fue también confirmada en 1968 por Al-

berto Vierucci (8).
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NOMENCLATURA

Antigeno de la hepatitis B encontrado en la
superficie de la partfcula Dane (42 nm) y
sobre las partfculas libres de 20 nm.

Antfgeno de la hepatitis B encontrado en el
centro de la particula Dane.

Un término com@n para la particula de 42 nm
que presenta AgcHB en su centro y AgsHB en su
superficie.

Reservado para el virus de la hepatitis B.
Actualmente se acepta que la particula Dane
es este virus.

Antigeno superficial de la hepatitis B manifes-
tando el grupo determinante especifico a y sub-
tipos de deteminantes especificos d y .

Anticuerpo contra el antfigeno de superficie de
la hepatitis B. Si la reactividad subtfipica es
conocida, los determinantes antigénicos apro-
piados deben ser indicados para el manejo co-
rrecto. :

Anticuerpo contra el antfgeno central de la he-
patitis B. Si es descubierto m4s de un antfgeno
central debe ser indicado.
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VIROLOGIA.

Se han utilizado métodos virol&gicos
para el estudio de virus de la hepatitis B, los cuales no han sido
Gtiles.

Dane, Cameron y Briggs, utilizando
microscopfa electrbnica, identificaron una particula esférica de
cerca de 42 nm de didmetro con un centro opaco al paso de electro-
nes, de cerca de 20 nm. Es probable que esto represente la partf-
cula viral completa. Ambas particulas contienen antigeno Australia
en su superficie, el cual es llamado ahora antigeno de superficie
de la hepatitis B (AgsHB). El antigeno superficial puede ser remo-
vido de las particulas Dane por la accibén de detergentes para des-
cubrir el centro,»el cual tiene su propio antigeno: antigeno cen-
tral de la hepatitis B (AgcHB) en sangre humana. Los anticuerpos
anti-AgsHB se encuentran en sangre periférica después de ia infec-
cién y pueden persistir por muchos afios; también se puede detec-
tar en personas que no han tenido hepatitis clfinica. Los anticuer-
pos anti-AgcHB se asociacian generalmente con el estado de portador
(AgsHB persistente en la sangre), pero puede ocurrir sin &l. Los
anticuerpos anti-AgcHB se encuentran comunmente durante la fase ac-
tiva de la hepatitis aguda, antes del desarrollo de los anticuerpos
anti-AgsHB, pero no persisten tanto como &stos filtimos. E1 AgcHB no
ha sido identificado como tal en sangre periférica (2,8)'

Se ha aislado ADN de los centros de
las particulas Dane y parece tener regiones de filamento doble y
sencillo (2,8).

Por medio de estudios de inmunofluo-

rescencia y de microscopfa electrbnica, las particulas pequenas
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(20 nm) del virus de hepatitis B han sido identificadas Gnicamente

en el nficleo de células hepaticas de pacientes infectados; el AgsHB
externo se encuentra en el citoplasma. Se piensa que el ensamble de
las particulas grandes ocurre en el citoplasma y que tanto particu-
las pequefias como grandes (antfgeno de superficie solamente) emer-

gen de las células y eventualmente encuentran su camino a la sangre
periférica (16).

La pequefia partficula del antfigeno que
mide 20 nm de didmetro ha sido separada por enfoque isoeléctrico,
confirmdndose la heterogenicidad del antfigeno por el hallazgo de
polipéptidos, cuya naturaleza integral depende de la particula de
que provienen, de donde se concluye que la variacién antigénica de
superficie es una funcién de heterogenicidad proteica del virus (17) .

Actualmente se reconocen cuando menos
cuatro subtipos antigénicos del AgsHB, denominados con las letras
d, v, w, r.

Subtipificando al AgsHB en pacientes
con hepatitis B aguda, se encontrd el subtipo "ay" en un 75%, mien-
_tras que el subtipo "ad" fue més comln en portadores crénicos asin-
tom&ticos del AgsHB (81% de donadores de sangre) . Antes de mayo de
1972, el subtipo "ad" se encontrd en el 67% de los pacientes, mien-
tras que m&s tarde domind el subtipo "ay" en un 93%. La distribu-
cién desigual de subtipos entre las formas aguda y crénica de la
hepatitis B ha sido explicada por las diferencias en el contagio y
virulencia de las clases de virus (2, 18, 21) .

El virus de la hepatitis B parece te-
ner solamente una pequefia cantidad de &cido nucleico, probablemente

solo lo suficiente para codificar algunas protefinas. La mayor parte
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de la cubierta (y posiblemente étfas porciones del virus) pueden

ser producidas por los genes del huésped. Millman y colaboradores
encontraron que el antfgeno de superficie contiene material con es-
pecificidades antigénicas en comfin con protefnas séricas, incluyen-
do la IgG, transferrina, albGmina, beta-lipoproteinas y otras. Si
esto es cierto, el caricter antigénico del virus serfia al menos

en parte, una consecuencia de las caracterfsticas del huésped del
que proviene (8). Esto explicarfia el desarrollo del estado portador
(presencia del AgsHB en la sangre de un individuo, sin tener mani-
festaciones clfnicas), el cual es dependiente del huésped y su pre-
valencia es modificada por su origen &tnico, sexo y edad, presentén-
dose principalmente en hombres jévenes. Esto es, si una persona es
infectada con particulas de AgsHB que contengan protefnas antigéni-
camente muy similares a las suyas propias, &sta persona tendr& una
respuesta inmunolégica pequefia y tenderd a desarrollar una infeccién
persistente con el virus. Por otro lado, si las proteinas del agente
son antigénicamente diferentes de las suyas, la persona desarrollaré
una respuesta inmune al virus (formacién de anti-AgsHB) y presenta-
r4 una infeccién transitoria. Durante el curso de la infeccibn en
esa persona se sintetizardn nuevas partfculas que contendr&n carac-
terfsticas antigénicas propias. Esta persona puede infectar a otra

persona presentdndose las mismas alternativas (1-8, 22).
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TRANSMISION

El AgsHB puede ser transmitido por
diversas vias ya que ha sido recuperado prdcticamente de todos los
1fquidos corporales: suero, orina, heces, 1fquido ascitico, liqui-
do pleural, saliva, secreciones vaginales y sémen; también puede
ser transmitido a través de placenta, ruta fecal-oral e insectos
hematéfagos.

- Transmisibén por transfusiones.- La
aplicacién de técnicas sensibles para la deteccidén del AgsHB y an-—
ti-AgsHB, indican que la infeccién por virus de la hepatitis B es
responsable solamente del 25% a 50% de todos los casos de hepatitis
postransfusional. Se ha comprobado que el titulo de la sangre trans-
fundida no tiene relacién aparente con la severidad, perfodo de in-
cubacidn o positividad al antigeno de la enfermedad provocada.

- Transmisién venérea.- Es una trans-
misién en forma vertical. De acuerdo con hipétesis genéticas, el
agente puede ser transmitido con el material genético, entrando los
virus a los nficleos de las células huésped, y en generaciones subse-
cuentes actfia como un rasgo mendeliano.

- Transmisién a través de placenta.-
Los datos sugieren un efecto materno (paso a través de placenta)
ya que la mayorfia de los hijos fueron portadores persistentes cuan-
do la madre fue un portador que cuando el padre fue un portador. Se
ha demostrado que mujeres portadoras o que han sufrido hepatitis B
aguda durante el embarazo o al momento del parto, pueden transmitir
el virus de la hepatitis B a sus hijos, quienes también ser&n por-

tadores. Sin embargo esta transmisién se puede ver afectada por ca-
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racterfsticas biolégicas, condiciones del parto e interaccién ma-
dre-hijo (8).

- Transmisién por insectos hemat6fa-
gos.- Varios investigadores han detectado AgsHB en mosquitos colec-
tados en areas donde el AgsHB es comn en la poblacibén humana, co-

mo en Anopheles gambiae y otras especies. No se sabe si el virus

de la hepatitis B (VHB) se replica en mosquitos, pero se ha detec-
tado en ellos semanas después de su alimentacién, asi como en sus
huevecillos. Se han realizado experimentos con la chinche america-

na Amex lectulorius, mostrando que también puede ser portadora. Se .

ha encontrado también una alta proporcién de infeccibén en la chin-

che tropical Cimex hemipterus, tomadas de las camas de individuos

portadores conocidos (8, 19).
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CAPITULO II.
GENERALIDADES SOBRE METODOLOGIA PARA LA DETECCION DEL

ANTIGENO ASOCIADO A LA HEPATITIS B.

El descubrimiento del antigeno Aus-
tralia por Blumberg, Alter y Visnich (1965), y el subsecuente reco-
nocimiento de su asociacibén con la hepatitis viral, dié lugar a
una investigacifén m&s extensa de la hepatitis. Debido a ésto, ha
sido de suma importancia el desarrollo de métodos serolégicos sen-
sibles para la deteccién del AgsHB, su distribucién y asociacidn
con varias enfermedades hep&ticas. Actualmente existe una varie-
dad de métodos para la deteccibn del antfigeno Australia y sus co-
rrespondientes anticuerpos.

Entre los métodos utilizados para '
la deteccién de las partfculas virales se encuentran:

- Microscopfa electrébnica.- Se utili-
za para la identificacién y estudio de la estructura del AgsHB. Es
sumamente Gtil para la deteccifn de complejos antigneo-anticuerpo,
pequefias concentraciones del antigeno y variantes del mismo. Pre-
senta como ventajas: sensibilidad, rapidez, permite localizar el
antigeno o el complejo eﬂ el tejido hepdtico y en el interior de
las células infectadas. Desventajasg Equipo costoso y personal es-
pecializado.

- Inmunofluorescencia.- Utilizada para
la localizacién e identificacién del antigeno asociado a la hepati-
tis B en las células hepédticas.

Entre los métodos serolégicos utili-

zados para la deteccibén del AgsHB se encuentran:
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—.Inmunodifusién o doble difusibn
en gel de agar.- Se basa en la difusién que sufren el antigeno y
el anricuerpo a través de una capa de gel de agar, de manera que
en el punto donde se encusntran ocurre una reaccidén antigeno-anti-
cuerpo, formando una banda de precipitacién Visible a simple vista.
Es la técnica conocida menos sensible.

Ventajas: sencillez, economfa de
reactivos (en la variante micro de Ouchterlony), f&cil interpreta-
cién de los resultados, posibilidad de observar identidad entre
variantes antigénicas.

Desventajas: Sensibilidad baja, tiem-
po requerido para su realizacién ( 1-7 dias).

- Agregacidn de plaquetas.- La in-
teraccidén del complejo AgsHB-anti-AgsHB con la superficie de pla-
quetas sanguineas resulta en la agregacién de plaquetas y cambio
consecuente en la sedimentacién de las mismas. Esta técnica provee
un método para la deteccién del antigeno Australia y su correspon-
diente anticuerpo, y sirve también como un sistema indicador de la
presencia de complejos inmunes. Sin embargo, no se recomienda su
uso a gran escala, debido a la variacién en sensibilidad individual
de las plaquetas, pudiendo ocurrir reacciones falsas positivas de-
bidas a factores no inmunolégicos (4) .

- Contrainmunoelectroforesis.- Basa-
da en la migracién electroforética del antigeno (hacia el &nodo)

y del anticuerpo (hacia el cétodo), por la accién de un flujo eléc-
trico a través de una capa de agarosa.

Ventajas: sencillez, rapidez, repro-
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ducibilidad, f&cil interpretacién que puede favorecerse por tincibn
de las bandas de precipitacién.

Desventajas: sensibilidad relativa-
mente baja, menor que fijacién de complemento; sin embargo, se pue-
de lograr mayor sensibilidad, semejante a fijacibén de complemento,
con una seleccién apropiada del anticuerpo empleado.

- Reoforesis.- Es una técnica mejo-
rada de difusién en gel de agar para la deteccién del AgsHB en la
cual una simple modificacién induce que los sueros problema, colo-
cados en los pozos periféricos de un patrén de prueba hexagonal
rodeado por un foso que contiene amo;%iguador, para que fluyan so-
lamente hacia el pozao central que contiene anticuerpo y no ra-
dialmente, logr&ndose con ésto una mayor sensibilidad.

Ventajas: sensibilidad mediana, se
puede observar identidad antigénica y subtipos.

Desventajas: tiempo requerido para
su realizacibn, presencia de reacciones falsas positivas.

- Fijacién de complemento: Util pa-
ra realizar una determinacién cuantitativa de una comparacifn se-
rolégica de diferentes preparaciones de antigeno y anticuerpo.

Ventajas: técnica mds sensible que
inmunidifusién en gel de agar y que contrainmunoelectroforesis. Su
sensibilidad relativa es de 100 a 200 veces mayor para el AgsHB y
de 20 a 40 veces mayor para el anti-AgsHB.

Desventajas: tiempo requerido, puede
presentar efectos de prozona, existencia de sueros anticomplementa-

rios (presencia de complejos Ag-Ac), técnica laboriosa.
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- Hemaglutinacibn indirecta.- Basada

en la reaccidn de inmunoadherencia: reaccién inmunolégica " in vi-
tro " entre eritrocitos sensibilizados con antigenos y su anticuer-
po correspondiente; es dependiente de la temperatura, y ocurre me-
jor a 37°C que a 0°C, y detecta cantidades muy pequenas de anti-
cuerpo (0.003 a 0.006 /g).

Ventajas: sencillez, rapidez, sensi-
bilidad, economfa de reactivos, especificidad relativamente alta,
reproducibilidad.

Desventajas: presencia de anticuer-
pos antiproteicos pudiendo dar reacciones falsas positivas; tiempo
requerido (aproximadamente 3 horas) .

- Hemaglutinacién reversa pasiva:
Prueba inmunol8gica con la que puede demostrarse de modo sencillo

la presencia en sangre del AgsHB, permite hacer determinaciones

cualitativas o semi-cuantitativas.

Ventajas: prueba particularmente r&-
pida y simple, con gran sensibilidad. Es ligeramente menos sensi-
ble que el radioinmunoandlisis, presencia de un porcentaje muy bajo
de reacciones falsas positivas, es considerablemente mids sensible
que inmunodifusién en gel de agar, contrainmunoelectroforesis y fi-
jacién de complemento.

Desventajas: sensibilidad menor que
radioinmunoanélisis.

-Radioinmunoandlisis: Deteccibn del
AgsHB, utilizando anticuerpos maracados con isbtopos radioactivos.

Ventajas: alta sensibilidad, no hay
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presencia de reacciones falsas positivas, reproducibilidad.

Desventajas: costo del material, tiem-
po requerido, equipo y personal especializado, riesgos por manejo

de material radioactivo.



COMPARACION DE VARIAS TECNICAS PARA

LA DETECCION DEL AgsHB.

Método
{

Difusibn eﬁ?el.de agar
/\

Aglutinacién de particu-
las de l&tex

Contrainmunoelectrofore-
sis

Reoforesis
Fijacibén de complemento
Hemaglutinacién indirecta

Inhibicién de la hemaglu-
tinaci6n

Hemaglutinacidén reversa
pasiva

Radioinmunoandlisis

CUADRO II.

Detecta

Ag y

Ag

Ag y

Ag
Ac
Ac

Ag

Ag

Ag

Ac

Ac
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Sensibilidad
Baja

Mediana

Mediana

Mediana
Alta
Alta

Alta

Alta

Muy alta
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CAPITULO III.

GENERALIDADES SOBRE EL METODO DE HEMAGLUTINACION REVERSA

PASIVA.

La hemaglutinacién reversa pasiva es
una reaccién antfgeno-anticuerpo que provoca la aglutinacibn de
eritrocitos indicadores inertes, cubiertos con un anticuerpo inmu-
noqufmicamente puro. Muchos anticuerpos pueden cubrir los eritroci-
tos por la accibén de varios agentes qufmicos de ligazén, lo cual
permite detectar pequefiisimas cantidades de antigeno presente que
no son detectables por pruebas de inmunoprecipitacifn en gel de
agar. Los principios de enlace competitivo entre antigeno y anti-
cuerpo forman las bases conceptuales para la hemaglutinacién.

El método de hemaglutinacién reversa
pasiva es sensible para detectar de 0.003 a 0.00G/Lg de nitrégeno
proteico del antfgeno. Los eritrocitos de carnero, cuando son tra-
tados con una solucién dilufda de &cido t&nico, aumentan su propie-
dad de adsorber protefnas en su superficie. Dichos eritrocitos cu-
biertos con protefna son algutinados por un antfgeno contra el cual
estd dirigida la protefina adsorbida en ellos.

Si en el suero problema no se encuen-
tra presente el antfigeno, estos eritrocitos cubiertos con el anti-
cuerpo sedimentarin en el fondo, formando un botén homogéneo, de
tal forma que el tftulo del suero problema positivo serd fia midxima
dilucién del suero problema que no presente botén.

La técnica de hamaglutinacién rever-

sa pasiva presenta como ventajas las siguientes: rapidez, bajo cos-
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to, especificidad relativamente alta, reproducibilidad, produccién
de musy pocas reacciones falsas positivas.

En el caso de la deteccién del AgsHB
ésta técnica es mis sensible que inmunodifusién en gel de agar de
Ouchterlony, contrainmunoelectroforesis, fijaci6én de complemento

y casi tanto como radioinmunoandlisis.
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CAPITULO IV.

MATERIAL Y METODOS.

Reactivos: Cloruro de sodio 0.15 moles/litro
Glutaraldehido (25%)
Solucidn de fosfatos 0.15 moles/litro pH 8.2
Agua destilada
Timerosal 1:10,000
Acido té&nico 1:2,000

Amortiguador de fosfato-salina 0.15 mol/litro pH 7.2
mis suero normal de cuy 0.25%

Solucién salina isotbnica
Alumbre potdsico al 10%
Hidr6xido de sodio 5 mol/litro al 20%
Solucibn saturada de sulfato de amonio
Hidré6xido de sodio 2 mol/litro
Amortiguador de boratos

Material: Jeringas desechables de 1 ml
Agujas desechables del nfimero 20 y 22
Pipetas graduadas de 0.1, 1, 5y 10 ml
Matraces aforados de 50 y 100 ml
Vasos de precipitados de 100, 150 y 250 ml
Tubos de ensayo 13 x 100 mm
Tubos de centrifuga 44 x 142 mm
Probetas de 50 y 100 ml
Pipetas Pasteur
Recipiente para didlisis

Bolsas para didlisis
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Placas para microtitulacién con fondo en U

Microdilutores con capacidad de 0.025 ml

Pipetas calibradas de 0.025 ml

Bano de agua a 37°C

Agitador magnético y magneto de vidrio o teflén

Potencibmetro

Centrifuga refrigerada

Refrigerador a 4°C

Congelador a -20°C y -60°C

Papel parafilm
Material biol8gico: Sueros humanos positivos y negativos para AgsHB

v Suero anti-AgsHB preparado en cuy
Suero normal de cuy

Eritrocitos de carnero
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METODO PARA PREPARAR SUERO ANTI-AgsHB.

1) .- Dilufr 25 ml de una mezcla de
sueros humanos positivos para AgsHB con 80 ml de agua destilada.
2) .- Agregar 90 ml de solucién al
10% de alumbre potédsico Alz(so4)3xzso4 24 H2
3) .- Ajustar el pH a 6.5 con hidréxi-

0 en agua destilada.

do de sodio 5 moles/litro al 20% y centrifugar.

4) .- Lavar el sedimento dos veces
con 200 ml de solucibn salina que contenga timerosal 1:10.000 ca-
da vez.

5) .- Suspender el precipitado lava-
do en solucién salina con timerosal 1:10,000 hasta un volumen final
de 100 ml.

6) .- Tomar alfcuotas de 10 ml y pa-
sarlas a frascos vial estériles.

7) .- Inoculacién en animales (cuyes)
siguiendo un esquema de inmunizacibén adecuado.

8) .- Obtencibn del suero inmune de

cuyes y purificacién del mismo.



30)

OBTENCION DEL SUERO ANTI-AgsHB.

Este suero se obtuvo de cuyes sanos,
los cuales fueron estimulados para la produccién de anticuerpos
anti-AgsHB, para lo cual se siguib el siguiente esquema de inmuni-
zacibn: .

Inéculo A.- Mezcla de sueros positivos para AgsHB tratados con
alumbre.

Inéculo B.- Mezcla de sueros positivos para AgsHB sin tratar.

Procedimiento: Inyectar por via intramuscular 0.5 ml de in6-
culo A en cada extremidad posterior del cuy y repetir a las dos se-
manas. Seguir el siguiente calendario de inoculaciones (las inocula-

ciones intraperitoneales son con el inSculo B 0.5 ml cada vez).

Dia In6culo- ml Inoculacién via
0 A - 1ml Primera IM
14 A - 1lml Segunda IM
24 B - 0.5 ml Tercera IP
45 A - 1ml Cuarta IM
59 A - 1ml Quinta - IM
69 B - 0.5 ml Sexta IP
790 s asas ler. sangrado de prueba =
86 B - 0.5 ml 2do. sangrado e inoculacién IpP
O3 N = === 3er. sangrado -
100 B - 0.5 ml 40. sangrado e inoculacién IP
HOZO N ce==mas 50. sangrado i s

114 B - 0.5 ml 60. sangrado e inoculacién - IP
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PURIFICACION DE GLOBULINA ANTI-AgsHB.

Precipitacién con sulfato de amonio.
»

El procedimiento para el aislamiento
de gammaglobulina sérica, incluye precipitacién repetida con sulfa-
to de amonio, a una concentracibén final de un tercio de saturacién,
Generalmente tres precipitaciones son suficientes para separar la
gammaglobulina en forma bastante pura. Finalmente, las sales son
removidas por didlisis. -

Procedimiento:

1) .- Ajustar el pH de la solucibén sa-
turada de sulfato de amonio a pH 7.8 por adicibén de hidr6xido de
sodio ‘2 moles/litro.

2) .- Con agitacibn constante, agregar
lentamente (gota a gota), a un volumen de suero de 50 ml,'un total
de 25 ml de solucién saturada de sulfato de amonio pH 7.8, logran-
do asf un tercio de la saturacibén. En los primeros pasos, la adi-
cién de la solucién de sulfato de amonio se realiza hasta que el
precipitado de la adicibn previa se ha disuelto totalmente. Even-
tualmente, este precipitado persiste. Continuar la adicién de la so-
lucién saturada de sulfato de amonio lentamente.

3) .- Una vez realizada la adicibn
total de la solucién saturada de sulfato de amonio, continuar la
agitacién durante 2 - 3 horas adicionales para evitar que compo-
nentes séricos que no son gammaglobulina queden atrapados en forma
mecinica dentro del precipitado.

4) .- Centrifugar a 1400 g durante
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30 minutos a temperatura ambiente. El primer precipitado contiene
toda la gammaglobulina ademis de otras globulinas y trazas de albi-
mina. |

5) .- Disolver el precipitado en su-
ficiente solucién salina para restablecer el volumen original de la
muestra de suero.

6) .- Purificar la fraccién de gamma-
globulina por una segunda y tercera precipitacién. Para la segunda
precipitacibén repetir los pasos 1-5 y para la tercera precipitacibn
repetir los pasos 1l-4.

7) .- Disolver el precipitado en solu-
cién salina amortiguada de boratos a un volumen final de la mitad o
menor que el volumen original de suero.

8) .- Remover el sulfato de amonio del
precipitado por didlisis contra un amortiguador de boratos por va-
rios dfas a 4°C, cambiando el dializante por la mafiana y por la
tarde. La di&lisis se realiza a un pH ligeramente alcalino ya que
la desnaturalizacién de las protefnas tiende a ocurrir a un pH de 7.

9) .- Una vez que la didlisis es com-
pleta, retirar la solucién de la bolsa de didlisis.Generalmente
se forma algin material insoluble durante la dislisis. La solucibn
final debe ser ligeramente opalescente. Centrifugar la solucidén a
1,400 g o m&s durante 30 minutos a 4°C.

10) .- Analizar el producto para pu-
reza y rendimiento de anticuerpo proteico por inmunoelectroforesis

(42) .
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ESTABILIZACION DE LOS ERITROCITOS DE CARNERO.

Consiste en la fijacibén de eritroci-
tos de carnero con glutaraldehfdo, ya que se encontr6 que es supe-
rior a la fijacién de eritrocites con formalina. (46).

Procedimiento:

1) .- Centrifugar a 2,000 rpm a tem-
pera-ura ambiente durante 20 minutos la suspensién de eritrocitos

frescos de carnero en Alsever.

2) .- Descartar el sobrenadante y la-
var el paquete celular tres veces con cloruro de sodio 0.15 Mol/litro.
3) .- Descartar el sobrenadante del

tercer lavado y enfriar el paquete celular a 4°C en un bafio de hie-

lo.

4) .- Preparar una solucidén al 1% de
glutaraldehfdo (25%) en la siguiente solucidn: un volumen de amor-
tiguador de fosfatos 0.15 mol/litro pH 8.2; nueve volGmenes de clo-
ruro de sodio 0.15 mol/litro, y cinco volGmenes de agua destilada.
Enfrfar esta solucién a 4°C y utilizarla para diluir el paquete

de eritrocitos al 1-2% (v/v).

5) .-~ Incubar la mezcla de glutaral-
dehfdo y eritrocitos a 4°C durante 30 minutos con mezcla ocasional.
6) .- Colectar las células fijadas por

centrifugacibén a 2,000 rpm a temperatura ambiente.
7) .- Descartar el sobrenadante y la-

var el paquete celular cinco veces con cloruro de sodio 0.15 mol/li-
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tro y cinco veces con agua destilada. El volumen de lavado seri de
un décimo del volumen total de la mezcla de reaccién (glutaralde-
hfdo -eritrocitos) .

8) .- Suspender las células a una con-
centracién final del 30% en agua destilada, adicionar timerosal a
una concentracién final de 1:10,000.

9) .- Conservar la suspensién celular

a 4°C, -20°C y -60°C en alicuotas.



35))
SENSIBILIZACION DE LOS ERITROCITOS DE CARNERO.

Los eritrocitos de carnero frescos
y preservados por glutaraldehfdo fueron sensibilizados por el mé-
todo del &cido té&nico (46, 47).

Procedimiento:

1) .- Lavar las cé&lulas preservadas
por glutaraldehido cuatro veces con solucibén salina isoténica.

2) .- Preparar una suspensién celular
a una concentracién final de 2.5% en solucién salina isoténica.

3) .- Mezclar un volumen de cé&lulas
estandarizadas al 2.5% con un volumen de &cido té&nico dilufdo 1:
2,000 en solucibn salina isoténica. '

4) .- Incubar la mezcla a 37°C duran-
te 10 minutos. Centrifugar a 1,500 rpm durante 5 minutos.

5) .0 Lavar el paquete celular con
un volumen de amortiguador fosfato-salina 0.15 mol-litro pH 7.2
una sola vez y resuspender en el mismo amortiguador a una concentra-
cién final de 50%.

6) .- Poner en contacto la suspensién
celular al 50% con la concentracién 6ptima de globulina (determinar-
la en cada caso) e incubar a 37°C durante un tiempo 6ptimo (segfin
el caso).

7) .- Centrifugar la suspensibén celu-
lar a 2,000 rpm durante 5 minutos.

8) .~ Descartar el sobrenadante y la-
var el paquete celular dos veces con cloruro de sodio 0.15 mol/litro

y una vez con amortiguador fosfato-salina 0.15 mol/litro pH 7.2 con-
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teniendo 0.25% de suero normal de cuy. E1 volumen de lavado serd de
la mitad del volumen de la mezcla de reaccibn.

9) .- Resuséender el paquete celular
en amortiguador de fosfatos-salina 0'l5 mol/litro pH 7.2 contenien-
do 0'25% de suero normal de cuy, a una concentracién final de 1%
(v/v) . Adicionar timerosal a una concentracién final de 1:10,000
como conservador.

10) .- Guardar en refrigeracién a

4°C.
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PRUEBA DE HEMAGLUTINACION REVERSA PASIVA.

El método de hemaglutinacién reversa
pasiva es una prueba particularmente ripida y sencilla con gltg
sensibilidad. Esta prueba estd basada en el principio de que anti-
cuerpos globulinicos latamente purificados obtenidos de suero de
cuy anti-AgsHB, son f&cilmente ligados a la superficie de eritro-
citos de carnero, los cuales han sido tratados con &cido té&nico,
para dar una suspensibén celular sensibilizada que alutinar§ en
presencia del AgsHB.

Procedimiento:

1) .- En una placa de microtitulacibn
con fondo en U, colocar en cada pozo 0.025 ml de amortiguador de
fosfato-salina 0.15 mol/litro pH 7.2 conteniendo 0.25% de suero nor-

mal de cuy con una pipeta calibrada.

2) .- Tomar con un microdilutor 0.025
ml de suero problema e introducirlo en el primer pozo, logrando asft
una dilucibn 1:2, mezclar y pasar de aquf al segundo pozo, logrando

una dilucién 1:4 y asi sucesivamente.

3) .- Una vez realizadas las dilucio-
nes del suero problema o control positivo o negativo, enjuagar el
microdilutor en una solucién al 10% de formol, seguido de dos en-
juagues m&s en agua destilada, y por iltimo flamearlo al rojo vivo.
Esto se hace después de cada uso con el fin de eliminar el AgsHB
que queda en el microdilutor en caso de que exista, y evitar asfi

una contaminacibén de los sueros restantes.
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4) .- Agregar a cada dilucidén 0.025
ml de eritrocitos de carnero sensibilizados, al 1%.

5) .- Mezclar el contenido de los po-
zos por agitacibén suave de la placa.

6) .- Cubrir las placas con pelicula
plastica (parafilm) y dejarlas en reposo a temperatura ambiente.

7) .- Leer en la placa los patrones
de sedimentacién o hemaglutinacién a la hora.

En cada placa debe correrse al menos
un control positivo y un control negativo, para confirmacién de las
lecturas de los sueros problema.

La presencia de aglutinacibén en los
pozos, implica que el suero es positivo para AgsHB.

La presencia de un botén bien defi-
nido en el fondo de los pozos, implica que el suero es negativo pa-
ra AgsHB.

El tftulo del suero positivo para
AgsHB, serd la méxima dilucibén del mismo que presente hemaglutina-
cién total (ausencia de botén de eritrocitos en el fondo del! pozo)

(35) .
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CAPITULO V.

RESULTADOS .

I) .- Fijacién de eritrocitos.-

Se observé que el tratamiento de eri-
trocitos frescos de carnero con glutaraldehido en incubacibén a 4°C
durante 30 minutos es suficiente para lograr la estabilizacibn de
los mismos, logrando asi que el tiempo de duracién y aprovechamien-
to se prolongue por largos periodos de tiempo.

Las células fijadas en glutaraldehi-
do toman un color rojo claro inmediatamente después de la fijacibn
volviéndose de color café gradualmente con los lavados sucesivos.

El color final sin embargo es mas claro que el de la correspondien-
te suspensidn de eritrocitos formalinizados.

Los eritrocitos de carnero fijados
con glutaraldehfdo no se lisan cuando se suspenden en agua destila-
da. Resisten congelacidn y descongelacién repetida, asi como liofi-
lizacién y su correspondiente reconstitucidn.

De las series de eritrocitos que fue-
ron fijadas, se hicieron observaciones periédicas al microscopio, con
el fin de detectar alguna alteracifn morfolégica, lisis de los eri-
trocitos o bien alguna contaminacién; sin embargo, ninguna de é&stas
se presenté hasta el momento de terminar &ste trabajo.

Estos eritrocitos de carnero fijados

con glutaraldehido conservaron su morfologia sin ninguna alteracién
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as{ como su elasticidad y poder de captacién (adsordién) de anti-
cuerpos globulinicos anti-AgsHB por mas de seis meses.

En ningfin momento se observd altera-
cién macroscbépica de la suspensién por lisis o contaminacidn.

Las alfcuotas de estas series que
fueron conservadas a -20°C y a -60°C, tampoco presentaron altera-
ciones morfolbgicas, lisis o contaminacién; sin embargo, al ser des-
congeladas presentaron autoaglutinacién; por lo que fue necesario so-
meterlas a una agitacibén enérgica para lograr su total dispersibn,
para lo cual se utilizé un agitador Vortex.

Las células conservadas a -60°C pre-
sentaron un grado mayor de autoaglutinacién, requiriendo por lo tan-
to mayor tiempo en agitacién para lograr su dispersibén total.

En algunas de las series conservadas
a -60°C se observé macroscbpicamente que en la superficie de la sus-
pensién congelada, una porcién de eritrocitos se encontraba seca, lo
cual tal vez se dibib a que el congelamiento ocurrié demasiado ré&pido
sin dar lugar a que las células sedimentaran un poco para asf quedar
dentro del agua destilada utilizada para formar la suspensibén, como
ocurrié con otras series. Estas células secas se observaron al micros
copio aglutinadas ain después de una agitacibén enérgica, en cualquie-
ra de los casos, puede ser eliminada por filtracién de la suspensibn
celular a través de varias capas de gasa, evitando asi que al momen-

to de ser utilizadas nos den reacciones falsas positivas.
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II) .- Sensibilizacién de eritrocitos de carnero fijados con
glutaraldehido con anti-AgsHB:

Los eritrocitos de carnero fijados
con glutaraldehido y conservados en refrigeracién a 4°C o en con-
gelacién a -20°C 6 -60°C, fueron recolectadas para ser sensibili-
zados de acuerdo a la técnica descrita.

La sensibilizacién se logr6 alin des-
pués ée seis meses de almacenamiento en refrigeracién o en congela-
cién.

Para la sensibilizacién se utilizd
tratamiento con &cido t&nico 1:2,000 y globulina aati-AgsHB obte-
nida en cuy.

Una vez que los eritrocitos de carne-
ro fueron tratados con el &cido té&nico se procedié a su sensibiliza-
cién (o recubrimiento) por incubacién a 37°C con la globulina anti-
AgsHB, para lo cual se efectuaron diferentes pruebas con el fin de
determinar la concentracién &ptima de globulina anti-AgsHB, asf como
el tiempo 6ptimo de incubacién con la misma. Para ello se utilizé un
lote de 14 sueros positivos (A-N) al AgsHB por radioinmunoandlisis,
tres de los cuales fueron negativos para el AgsHB por contrainmuno-
electroforesis (C, D, y H), y cinco sueros negativos para el AgsHB
por radioinmunoandlisis y contrainmunoelectroforesis (Nl—NS), los que
invariablemente dieron resultado negativo en la prueba de hemagluti-
nacibén reversa pasiva.

Los tiempos de incubacibn utilizados
fueron: 20, 30, 45 y 60 minutos para cada concentracién de globulina

anti-AgsHB, segfin puede verse en las tablas I - IV.
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Las concentraciones de globulina an-
ti-AgsHB probadas fueron: 0.5 mg/ml; 0.25 mg/ml; 0.125 mg/ml; y

0.0625 mg/ml, realizd&ndose de la siguiente manera:

Serie I.- Eritrocitos al 50%--=—-———————————==———-—— 0.2 ml.
Globulina anti-AgsHB (lmg/ml) ----==—====--= 0.5 ml.
Amortiguador fosfato-salina —---—--=-——-—--- 0.3 ml.

pH 7.2 0.15 mol/litro.

Serie II.- Eritrocitos al 50% -——-—-—————————-=—————=—=< 0.2 ml.
Globulina anti-AgsHB (1 mg/ml)-—-—---——=—==---— 0.25 ml.
Amortiguador fosfatos-salina -—-—----—--——"—- 0.55 ml.

pH 7.2 0.15 mol/litro.

Serie III.- Eritrocitos al 50% met e 0.2 ml.
Globulina anti-AgsHB (1 mg/ml) -—-—====—-—- 0.125 ml.
Amortiguador fosfato-salina —-----——--—---- 0.675 ml.

pH 7.2 0.15 mol/litro.

Serie IV.- Eritrocitos al 50% --—---- - 0.2 ml.
Globulina anti-AgsHB (1 mg/ml)----==—==——= 0.0625 ml.
Amortiguador fosfato-salina --—=———=——=--- 0.7375 ml.

pH 7.2 0.15 mol/litro.

De acuerdo con los resultados obteni-
dos, se llegdé a la conclusibén de que:
- Concentracién 6ptima de globulina anti-AgsHB --- 0.125 mg/ml.

- Tiempo de incubacibén 6ptimo a 37°C -====—=—=——== 30 minutos.

La sensibilizacién con globulina
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anti-AgsHB se logra mejor y con mayor rapidez a 37°C que a tempera-
tura ambiente, sin embargo, también se puede llevar a cabo a tempe-
ratura ambiente pero no se obtienen los mismos resultados y requie-

re de un tiempo mucho mayor.

Estos eritrocitos sensibilizados tam-
bién pueden ser liofilizados, aumentando asi el tiempo de conserva-
cién y sensibilidad, pero una vez reconstituidos deben ser utiliza-

dos dentro de las primeras horas siguientes.

La suspensién celular de eritrocitos
sensibilizados al 1% con timerosal 1:10,000 como conservador se pue-
den conservar a 4°C, reteniéndo su sensibilidad por varias semanas

(cuatro por lo menos).



TIEMPO DE INCUBACION VEINTE MINUTOS.

Suero Serie I
A 1:4
B 1:2
c S
D ol
E 1:2
F 1:4
G 1:8
H —
I 1:4
J 1:4
K 1:2
L 1:2
M 12
N 122
Nl—N5 ===

Los tftulos presentados corresponden a la mayor dilucibn que

TABLA I.

Serie II

Serie III

1:8

Serie IV

1:4

45)

presentd hemaglutinacidn total por el método de hepaglutinacién re-

versa pasiva.
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TABLA II.

TIEMPO DE INCUBACION DE TREINTA MINUTOS.

Suero Serie I Serie II Serie III Serie IV
A 1:8 1:8 1:16 1:8
B 1:4 1:4 1:8 1:2
Cc 122 1:4 17:8 1:4
D dem 12 1:4 ===
E 122 1:4 1:8 1:2
F 1:4 1:8 1:32 1:16
G 1:8 1:16 1:64 1:32
H - 1:2 1:4 1:2
I 1:8 1:8 15516 1:4
J 1:8 1:16 1:32 1:16
K 1:4 1:8 1:8 1:4
L 1522 1:8 1:16 1:8
M 1:4 §i=8 1:1'6 1216
N 1:4 1:16 1:16 1:8
Nl-N5 === === ——— =—=

Los tftulos presentados corresponden a la mayor dilucibén que
presentd hemaglutinaci6én total por el método de hemaglutinacién

reversa pasiva.
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TABLA III.

TIEMPO DE INCUBACION CUARENTA Y CINCO MINUTOS.

Suero Serie I Serie II Serie III Serie IV
A 1:8 1:8 1:16 1:8
B 1:4 1:4 1:8 122
(& 1:2 1:4 1:8 1:4
D == 1:2 1:4 ==
E 122 1:4 1:8 1:1
F 1:4 1:8 1:32 1:16
G 1:8 1:16 1:64 1:16
H —-— 1:2 1:4 1:2
I 1:8 1:8 1:16 1:4
J 1:8 1:16 1:32 1:16
K 1:4 1:4 1:8 1:4
L 162 1:8 1:16 1:8
M 1:4 1:8 1:16 1:16
N 1:4 1:16 ' 1:16 1:8
Nl—N5 i [ = ==

Los tftulos presentados corresponden a la mayor dilucibén que
presentd hemaglutinacién total por el método de hemaglutinacién

reversa pasiva.
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TABLA IV.

TIEMPO DE INCUBACION SESENTA MINUTOS.

Suero Serie I Serie II Serie III Serie IV
A 1:4 1:8 1:16 1:4
B 1:4 1:4 1:8 122
(o] - 1:2 1:4 ===
D -— 1:2 1:4 S
E 152 1:2 1:4 ——
F 1:4 1:8 1:32 1:8
G 1:8 1:16 1:64 1:16
H —-— 12 1:4 1:4
I 1:8 1:8 1:16 1:8
J 1:8 1:16 1:32 1:16
K 1:4 1:4 1:8 1:4
L 122 1:8 1:16 1:8
M 1:4 1:8 1:16 1:8
N 1:4 1:16 1:16 1:8
N,-Ng - - - -—=

Los tftulos presentados corresponden a la mayor dilucibén que
presentd hemaglutinacién total por el método de hemaglutinacién

reversa pasiva.
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III) .- PRUEBA DE HEMAGLUTINACION REVERSA PASIVA:

Para realizar esta prueba se conté
con un lote de catorce sueros positivos para AgsHB ' (A-N) por ra-
dioinmunoan&lisis, tres de los cuales fueron negativos por contra-
inmunoelectroforesis; un lote de cinco sueros negativos para AgsHB
tanto por radioinmunoandlisis como por contrainmunoelectroforesis,

y con un lote de cien sueros problema que fueron probados en el la-
boratorio por contrainmunoelectroforesis, con resultados negativos
en su totalidad.

3 Al probar esas muestras de suero por
hemaglutinacién reversa pasiva, se obtuvo lo siguiente: de los ca-
torce sueros positivos utilizados como control positivo, todos re-
sultaron positivos, teniendo unos un titulo mayor gque otros. Los
sueros utilizados como controles negativos, también fueron negati-
vos en su totalidad por esta técnica.

sin embargo, .de los cien sueros pro-
blema que fueron negativos por contrainmunoelectroforesis, seis re-
sultaron positivos por el método de hemaglutinacién reversa pasiva
mostrando buen tftulo; en vista de ello, cuatro de esos seis sueros
fueron probados por radioinmunoanilisis en el laboratorio de Medicina
Nuclear (los otros dos no fueron probados por insuficiencia de mues-
tra) y s6lo dos de éstos resultaron positivos para AgsHB. Los sueros
que resultaron negativos por radioinmunoanilisis y positivos por hema-
glutinacién reversa pasiva, es posible que se trate de dos reacciones

"falsas positivas", pero también es posible que la explicacibn esté

en un fendémeno relacionado con especificidad, pues se sabe que cier
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tas muestras negativas por el métédo considerado m&s sensible (RIA)
dan resultados positivos alin con métodos de baja sensibilidad, lo
cual excluye este factor como explicacién de la discrepancia (45) .

Los seis sueros que resultaron ser
positivos por hemaglutinacifn reversa pasiva, fueron probados va-
rias veces, (resultando positivos) e incluso se probaron con otra
serie de eritrocitos fijados y sensibilizados de preparacién recien-
te, obteniéndose los mismos resultados, con ligeras variaciones en
el titulo de una prueba a otra, debido tal vez a error personal en
la manipulacién.

El tiempo de reposo de la placa de
microtitulacién generalmente fue de una hora, pero se realizaron
observaciones a los 50 minutos, una hora, hora y media y dos horas,
habitualmente no hd1 variacién (y si existe es muy ligera, afindn-
dose mis los botones de eritrocitos sedimentados) en los patrones
de sedimentacién y aglutinacibn.

La placa debe estar en reposo abso-
luto lejos de cualquier vibracibn, pues ésta altera los patrones
de sedimentacién pudiendo dar lugar a falsas positivas.

Si un suero problema s6lo da un ti-
tulo de 1:2, se aconseja repetirlo, pra descartar totalmente la

presencia de una reaccién falsa positiva.
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CAPITULO VI.

RESUMEN .

A partir del descubrimiento del AgsHB
por Blumberg y colaboradores, se ha desarrollado varias técnicas
para la deteccién del AgsHB en suero humano.

Entre las técnicas desarrolladas, Yy

en orden creciente de sensibilidad, se encuentran:

Doble difusibén en gel de agar.

- Aglutinaclén de particulas de l4tex.

- Contrainmunoelectroforesis.

- Reoforesis.

- Fijacién de complemento.

- Hemaglutinacién indirecta.

- Inhibicién de la hemaglutinacidn.

- Hemaglutinacién reversa pasiva.

- Radioinmunoandlisis.

Actualmente se reconoce que el ra-
dioinmunoandlisis es la técnica mis sensible para la deteccib6n del
AgsHB; no obstante, esta prueba no es accesible para todos los labo-
ratorios ya que requiere de equipo especial, personal especializado,
ademés del costo y el tiempo requerido.

En este trabajo se comprobaron las
ventajas de la técnica de hemaglutinacién reversa pasiva para la
deteccibn del AgsHB. Esta técnica sigue en sensibilidad al radio-
inmunoanilisis. Presenta como ventajas: menor complejidad en su ma-

nejo, sensiblilidad relativamente alta, economia, rapidez, Esta téc-
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nica puede ser montada como prueba de rutina para la deteccién del
AgsHB en cualquier laboratorio que disponga de equipo de microti-
tulacién y que esté en posibilidad de purificar globulina anti-AgsHB.

En éste trabajo se realizaron prue-
bas suficientes para determinar las condiciones 6ptimas para la
realizacibén de la técnica, como fue la determinacién de la concentra-
cién y tiempo de incubacibén S6ptimos para la sensibilizacibén de los
eritrocitos de carnero utilizados. Adem&s se obtuvieron en el labo-
ratorio todos los reactivos necesarios para la prueba.

A pesar de que existen técnicas su-
mamente sensibles para la detecci6n del AgsHB como radioinmunoan&-
lisis y hemaglutinacién reversa pasiva, ninguna técnica desarrolla-

da hasta ahora nos da un 100% de deteccibén del AgsHB.
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CAPITULO VII.
CONCLUSIONES.

De acuerdo con las pruebas realiza-
das y los resultados obtenidos se concluye que:

- La fijacién de eritrocitos con glu-
taraldehfdo es un buen método de estabilizacibn y perservacién de los

mismos.

- La sensibilizacibén (Adsorcién de
protefnas a la superficie celular) de eritrocitos se ve favoreci-
da empleando un agente quimico previo al contacto con la globuli-
na, y se favorece a una temperatura de 37°C. En este trabajo fue
posible confirmar el efecto del fcido ténico.

: - La prueba de hemaglutinacibn re-
versa pasiva es lo suficientemente sensible para la deteccién del
AgsHB afin cuando éste se encuentre en cantidades muy pequeﬁaé en
el suero humano. Presenta ademds considerable sencillez en su reali-
zacibn, adem&s de ser una prueba rdpida que no requiere la inacti-
vacién de los sueros. :

- Si se preparan los reactivos en el
laboratorio, también resulta ser una prueba econfmica.

- Afin se desconoce por qué algunos
sueros positivos por un método resultan negativos por otros, a pe-

sar de utilizar métodos de sensibilidad semejante o mayor.
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