la Reoforesis como método
para la deteccion del antigeno
asociado a la Hepatitis B

RESUMEN

Se hace un estudio comparativo entre la

técnica de la reoforesis y el radioinmuno-
ensayo para la deteccién de antigeno asocia-

do a la hepatitis B en 800 donadores fami-
liares de sangre. Se encontré que la positi-
vidad diagnéstica de la reoforesis es de 81%
en relacién con el radicinmunoensayo, a su
vez se pudo demostrar 2.6% y 2.1% de do-
nadores positivos al antigeno, con las téc-
nicas de radioinmuncensayo y reoforesis
respectivamente,

Con ¢l uso cada vez mayor de la trans-
fusién de sangre y sus derivados, el peligro
de la transmision de la hepatitis por por-
tadores silenciosos, ha llevado a la necesidad
de perfeccionar técnicas de laboratorio ca-
paces de detectar el antigeno asociado a la
hepatitis B (AgHBs). Entre estas se en-
cuentran aquellas que se basan en la inmuno-
difusién (3), en Ia contraelectroforesis (2),
en el radioinmunoensayo (RIA) (10), en
la inhibicién de la aglutinacién de particu-
las de carb6n (12), en la reoforesis (RF)
(9), en la fijacién de complemento (11) y
en la hemaglutinacién pasiva reversa (6).

La efectividad de cada prueba ha sido
medida en base al nimero de muestras po-
sitivas detectadas en una poblacion, y como
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resultado de esta evaluacién, la inmunodifu-
sién, la primera desarrollada y la menos sen-
sible fue reemplazada por la contraelectrofo-
resis que es diez veces mis sensible; y a su
vez la hemaglutinacién pasiva reversa y el
radioinmunoensayo demostraron ser 100 ve-
ces mis sensibles que la contraelectrofore-
sis (4,5).

El uso de Ia sangre y de sus derivados,
por otra parte, ha llevado a la aparicién de
diferentes tipos de donadores; el donador
profesional que es aquel que recibe pago
por su donacién, el donador familiar que
cona la sangre para un familiar o para un
amigo, y el donador altruista que dona su
sangre como un acto de solidaridad con Ia
sociedad a la que pertenece.

Entre las principales caracteristicas dis-
tintivas de las técnicas mencionadas arriba,
estin la sensibilidad, la especificidad, la ra-
pidez y la facilidad de ejecucién y el costo;
por lo tanto es nuestro interés en el presen-
te trabajo evaluar una técnica para la detec-
cién del antigeno asociado a la hepatitis B,
la reoforesis y compararla con el radioin-
munoensayo; y a la vez, hacer una encuesta
sobre la positividad del AgHBs en donadores
familiares del Hospital México.

La reoforesis es una técnica de inmuno-
difusién en que una modificacién simple in-
duce al suero —colocado en hoyos perifé-
ricos—, 2 difundir ‘inicamente hacia el cen-
tro donde se encuentra el anticuerpo, mas
que a difundir en forma radial; lo que re-
sulta en un aumento de la sensibilidad.
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En el agar, el patron de colocacién he-
xagonal de los hoyos con los sueros en es-
tudio, se rodea por un canal circular, dentro
del cual se coloca el tampén. Se cubre la
placa con una tapa de plistico que poseé
un orificio central sobre el hoyo del anticuer-
po —lo que promueve la evaporacién del
agar en este punto—, produciendo una co-
rriente de la periferia hacia la parte cen-
tral, dentro de{, gel, que arrastra consigo el
suero de los hoyos periféricos. Por csta ra-
z6n, los componentes del sucro llegan en
concentraciones mis altas al hoyo de! anti-
cuerpo, en contraste con la inmunodifusi6a
corriente, donde las concentraciones del sue-
ro se diluyen, pues difunden hacia todas
direcciones.

Materiales ¥y métodos

Se tomaron sueros de 800 donadores fa-
miliares del Banco de Sangre del Hospital
México y se estudiaron por dos métodes
para detectar la presencia de antigeno aso-
ciado a la hepatitis B: Ausria II (Abbott
Laboratories) y la técnica de la reoforesis
(9) con algunas modificaciones.

Soluciones madre de tampon de Prince:
Solucién NaCl 2M: 117 g NaCl, agua desti-
lada csp 1 litro. Solucién Tris 1M: 14 g
Tris, agua destilada csp 1 litro. Soluci6n
EDTA 0.05 M: 18.6 g EDTA, agua desti-
lada csp 1 litro.

Solucién de trabajo: NaCl 2M 50 mi,
Tris 1M 10 ml, EDTA 0.05 M 20 ml, agua
destilada csp 1 litro. Ajustar a pH 7.6 con
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FIGURA 1

Ciamara de la Abbott para

reoforesis, incluye: cdmara,
anillo y tapa con orificio cen-

tral.

HCL 1IN. Antisuero anti-antigeno austra-
lia, cedido por el ICMRT. Agarosa (Behr-
ingwerke) al 0.85% en tampon de Prince.

Las placas con 1.6 ml de agarosa se pue-
den preparar en pequefias placas de petri
de 35 mm de didmetro o en las cimaras
de Abbott; ambas con un anillo de 25
mm de didmetro interno y 3 mm de grosor
colocado dentro de Ia cimara. Fig. 1.

Hacer 6 hoyos de 4.5 mm de diimetro,
formando un hexdgono alrededor de un
hoyo de 2.5 mm de didmetro. Fig. 2.

FIGURA 2

Colocacién hexagonal de los hoyos con los sueros
en estudio, alrededor del hoyo central con el an-
tisuero.
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Una vez que estén listas las placas, qui-
tar el anillo y colocar los sueros en estudio
en los hoyos periféricos, el antisucro en el
hoyo central y el tampdn de Prince en el
canal del anillo. Colocar la tapa e incubar a
temperatura ambiente por 18 horas. Al cabo
de este tiempo revisar la formacién de una
linea de precipitacion entre el hoyo de
muestra y el antisuero.

Resultados

De los 800 donadores familiares estu-
diados, 27 dieron positiva la prucba con RIA
y 17 con la técnica de la reoforesis, con la
salvedad de que 2 donadores dieron posi-
tivos con la RF y negativos con RIA, pero
cuando se repiti6 la prueba se encontré
que eran positivas con RIA.

El porcentaje de positividad diagnésti-
ca de la RF es de 819, tomando el RIA
como 1009, pero teniendo en cuenta que ¢l
RIA tiene una sensibilidad alta y una espe-
cificidad baja.

A su vez el porcentaje de donadores fa-
miliares positivos por AgHBs fue 2.69% con
el método de RIA y de 2.1% con el méto-
do basado en Ia RF.

Discusion

La mayoria de los individuos positivos
por AgHBs caen dentro de dos categorias,
0 poseen una hepatitis crénica o son los
llamados portadores silenciosos. Sin embargo,
el término portador silencioso es en alguna
forma peligroso, ya que investigaciones en
ellos pueden revelar compromiso hepitico
en muchos individuos aparentemente nor-
males (1). De hecho, la habilidad de desa-
trollar infeccién puede depender de que la
respuesta a ella no es normal en el caso de
los portadores y existir una relacién simbié-
tica virus-huésped. Esta simbiosis puede re-
sultar por la incapacidad del individuo en re-
conocer el antigeno y por otro lado por
produccién de tolerancia (1).

La existencia de este tipo de individuos,
hace necesario el estudio de todo donador
de sangre para evitar la transmisién de la
hepatitis en individuos que si son capaces de
desarrollarla, aunque es bien conocida Ia
transmisién por medio de otros mecanismos
(8, 10).

El porcentaje de individuos positivos de
AgHBs dentro de los donadores familiares
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de nuestro estudio, resulta bastante bajo,
lo que nos hace enfatizar que la deteccién
del antigeno es de gran valor en el estu-
dio de los donadores de sangre, pero que
la reduccién de la hepatitis post-transfusio-
nal se logra Gnicamente con la eliminaci6n
de los donadores profesionales, ya que en
general, el riesgo de contraer hepatitis es de
3 a 5 veces mayor cuando la sangre procede
de un donante remunerado en vez de un do-
nante voluntario (7).

Los resultados obtenidos con la RF son
halagadores pues ha demostrado gran sen-
sibilidad en la deteccién de individuos con
AgHBs, ademis de que combina la simplici-
dad y rapidez de la inmunodifusién.

Tomando en cuenta que en este pais es
muy poca la sangre que se transfunde con
prueba para antigeno asociado a la hepa-
titis B —especialmente fuera de San José—,
creemos que este es un método prictico,
sencillo, de poco costo, que no requiere
equipo especial y que por lo tanto puede ser
desarrollado en los bancos de sangre de cual-
quier hospital del pais, y asi poder estudiar
los componentes sanguineos con anteriori-
dad a Ia transfusién, con el objeto de preve-
nir —esperanzadoramente—, en forma sig-
nificativa el grado de morbilidad y mortali-
dad relacionado con la hepatitis B.
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