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REOFORESIS

(LA REOFORESIS EN LA DETECCION
SERICA DEL ANTIGENO AUSTRALIA)

Marietta Chacom Ulate*

INTRODUCCION

La reoforesis (Rheo: corriente; Pharesis:
transportado} es una técnica ventajosa de difu-
sion en gei, que se utiliza para la deteccion de al-
gunos marcadores relacionados con la Hepatitis
B. Una simple modificacion a las técnicas con-
vencionales de difusion favorece la migracion del
suero desde los huecos periféricos de un modelo
hexagonal, hacia el anticuerpo colocadoe central-
mente. Como resuftado se obtiene un aumento
en la sensibilidad en relacion a2 las técnicas de in-
munodifusién convencicnales. En la reoforesis,
el modelo hexagonal del gel estd rodeado por un
foso, dentro del cuat se pone un tampdn, Ei pla-
to de agargsa es cybierto por una tapa o cubierta
de pldstico con un agujero en la parte central, u-
bicado directamente sobre el foso donde se colo-
ca el anticuerpo. Esta disposicién facilita, me-
diante 1a evaporacidn, un flujo centripeto de [a
solucién tampdn vy el arrastre desde la periferia
del sucro de los huecos. Esta técnica es altamen-
te satisfactoria en las siguientes situaciones: 1.
En los laboratorios donde se debe efectuar am-
plios tamizajes de muestras. 2. Para determinar
subtipos de antigenos donde son buscadas [fneas.

. taboratorio  Clinica Seguro Socud, Juntas dc
Adbangares.

**  Laboratoria Clinico Hospital San Rafael de Ala-
juela, C.C.S.85.
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Dos tipos de virus {demominados “A" y “B")
han sido identificados como agentes etioldgicos
espec(ficos de la hepatitis, los cuaes fueron ori-
ginaimente identificados en base a sus caracterfs.
ticas epidemiologicas, }as cuales se asumieron co-
mo completamente distintas. Estudios intensives
han conducido a la caracterizacién de estos virus
y al desarrollo de pruebas de laboratorio espect-
ficas para identificar afgunos de sus componcn-
tes antigénicos y sus correspondientes anticuer-
pos. Otros agentes presumiblemente. virales, to-
davfa no bien caracterizados, son también reco-
nocidos como causantes de hepatitis y se les de-
nomina como tipo no. A, no B. En virtud dc |4
dificultad para la diferenciacién entre estss for-
mas de hepatitis scgun los hallazgos bioguimi-
cos, han asumido gran importancia las pruebas
seroldgicas especrficas (15).

HEPATITIS B

En 1964 Blumberg y sus colaboradores de-
tectaron un agente en suero, qué posteriormente
Prince relationa con el virus de la hepatitis B
{IC) y lo denominé Antfgeno Australia, el cual
s¢ presenta come particulas de dos formas: esfé-
ricas y tubulares de didmetros comprendidos en-
tre 19 y 22 nm (18)}. Dane encontré 12 verdadera
particula det virus de la hepatitis B, compuesto
por ADN, una nucleocipside de 27 nm rodeada
por una cubierta exterior de lipoproteinas. Esta
cubierta exterior. originalmente descrita como
Antfgeno Austraiia y hoy dfa generaimente co-
nocido como Antigeno de Superficie de {a Hepa-
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titis B (HBsAg). La cdpside difiere inmunoldgica-
mente del cure, al cual se le conocen tres compo-
nentes: Antigeno core {HBcAg), antigeno “e”
(HBeAg) y la ADN polimerasa. Las particulas
Core sc replican en el ndcleo del hepatocito
mientras que ¢l HBgAg es producido en el cito-
plasma de la céiula infectada (15). La particula
Dane estd normalmente determinada por la ADN
polimerasa, o el factor “e’', ambos pertenencien-
tes al Core {18). La infecaon por virus de 1a he-
patitis B, implica [a aparicién del antigeno de su-
perficie (HBsAg) en el suero durante el perfodo
de incubacion (2 a 8 semanas) antes que cual-
quier evidencia bioqufmica ¢ c¢linica de disfun-
cion del higado. Este antigeno persiste durante
la fase aguda de ia enfermedad. En antfgeno Co-
re y su respectivo anticuerpo {ante HB() es en-
contrado en el suero dos o cuatro semanas des-
pués de la aparicion del HBgAg, permaneciendo
detectable su anticuerpo {anti Core) desde la fa-
sc temprana aguda de la enfermedad hasta por
muchos anos ¢ durante toda ta vida. Posterior a
la aparicion del anti Core, encontraron las anti
HB¢ y luego lus anti HBgAg, estos ultimos aso-
ciados con la inmunidad a reinfeccion. El estado
de portador es caracterizado seroldgicamente
por 1a persistencia de HBsAg. {(15).

TRANSMISION DE LA HEPATITIS B

Se destacan como métodos de transmision
de hepatitis B, la contaminacién por secreciones
{por ejemplo saliva), as{-como los procedimien-
tos quirdrgicos y dentales, la inyeccidn de drogas
fas inmunizaciones en masa, la contaminacion
por objetos y 1a transfusidn sanguinca. La conta-
minacién por mosquitos hematofagos es sefala-
da como otra posible via (15). Como métodos
de proteccion contra el virus de ta hepatitis B,
ademds de las medidas sanitarias, se dispone ac-
tualmente de globulina hiperinmune y reciente-
mente fa primera vacuna comercial. {15).

REALIDAD NACIONAL

Al descubrir el antigeno de superficie del
virus de la hepatitis B {HBsAg) v dada su espe-
cificidad serolagica, s¢ ha hecho posible la iden-
tificacién de lus donadores que pueden transmi-
tir la enfermedad a los recpetores seronegativos
suscentibies. Ef Centro Internacional de investi-
gaciéon y Adiestramiento Médico (L.S.U—
I.C.M.R.T.} ha realizado continuos trabajos epi-
demioldticos vy colaborado con unidades existen-

ciales para el diagndstico de hepatitis a través de
costosos programas de investigacion, que han
permitido a nuestro medio disponer, entre otros
beneficios, de modernas facilidades diagnosticas
como: HBgAg {reoforesis y RiA}, antigeno “e’’;
anticuerpos ‘‘e", anticuerpos para Hepatitis B,
hemaglutinacién, inmuncadherencia para deter.
minacion de anticuerpos para hepatitis A, ELISA
para am{geno Australia, etc. Ei ICMRT brinda
servicios de tamizaje dlagnostlco por HBsAg. a!
Banco Nacional de Sangre, hospitales del drea
metropolitana y hospitali Carlos Luis Valverde
la ciudad de San Ramén, Alajuela. El servicio de
diagnéstico masificado del ICMRT para la detec-
cion del HBsAg lo llevan a cabo mediante ia téc-
nica de reoforesis, l1a cual ha sido ampliamente
cvaluada por ese lfaboratorig, y nos sirvié para
presentar este modelo de andlisis, como propues-
ta de una buena técnica, de bajo costo, factible
de ser utilizada en nuestros iaboratorios, particu-
larmente de banco de sangre.

HISTOR:A

Blumberg y sus colaboradores {Filadelfia,
1964} (4), descubieron en el suero de un paciem-
te politransfundido afectado de hemofilia, un
anticuerpo distinto a ios encontrados hasta en-
tonces. Ademis logré descubrir que dicho Anti-
cuerpo, reaccionaba con el suero de un aborigen
Australiano {7}, en el que se verifico la presencia
de un Antigeno que se denomind Australia
{AgAu); el cual es una particula virus-simil de
dimensiones muy reducidas (20 nm) y resistente
a altas y bajas temperaturas. Antes se considera.
ba gue eran dos los virus productores de hepati-
tis: a) Hepatitis infecciosa (iH} conocida como
“A" segin denominacién de ia Organizacion
Mundial de la Salud {O.M.S.), el cual presenta un
periodo de incubacién de 15 - 40 dias. b} Hepa-
titis sérica {SH) denominado por la0.M.5. como
8", el cual es el responsable de ta hepatitis por
sucro homdlogo con un periodo de incubacion
de 60-14Q dias. £l Antigenc SH, descrito por
Prince, es idéntico 2} Antigeno Australia {8) pre-
sente en algunas hepatitis virales. Desde el hallaz-
go de Prince, se han encontrado tres tipos de
particulas: a} Esféricas, b) Tubulares v ¢} Dane.
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REOFORESIS PARA LA DETECCION SERI-
CA DEL ANTIGENO AUSTRALIA

EQUIPO Y MATERIAL:

1. Discos de agar que pueden ser hechos en
pequenas placas de petri pldsticas, colocando un
anillo de 2.5 cms de didmetro interior y 3 mm
de grueso. El modelo hexagonal es hecho en la
isla de Agar que es rodeada por un foso en el que
se coloca el tampdn. 2. Tapa o cubierta para el
plato: puede ser fabricada de pldstico claro, con
un orificio central de aproximadamente un cen-
timetro de didmetro. 3. Tubos capilares: para el
llenado de los huecos con los difcrentes sueros.
4. Antigeno positiva (HBsAg) control. 5. Anti-
cuerpo humano o de carnero anti HBgAg. 6.
Tampén de TRIS - EDTA - NaC1 pH 7:6: Pese
18 grs de NaC1 y disuelva en 2.000 ml de agua
destilada, descarte 50 mls de la solucion y agre-
gue los siguientes reactivos al volumen restante:
TRIS: 3.66 grs.; EDTA: 6.96 grs; Azida de sodio
0.3 grs; Sulfato de protamina: 0.3 grs, (disuelva
por calentamiento}. Ajuste el pH a 7.6 con
NaCH. HCI. 7. Gel de Agarosa: pese 0.8 grs de
agarosa y agréguelo a 100 mi de tampdn salino,
cafiente al bafio maria hasta que la agarosa se di-
suelva. Deposite alicuotas de 15 mis entubos Py-
rex de rosca.

PROCEDIMIENTO

1. Coloque 1.8 mils de agarosa fundida en
una placa a la que previamente se le coloca el
anillo respectivo. 2. Deje edificar. 3. Prepare los
huecos correspondientes al modelo hexagonal u-
bicando 6 huecos periféricamente de 4.5 mm de
decimetro para los sueros incégnitas y un aguje-
ro central de 2.5 mm para el anticuerpo. 4. NG-
mere Jos huecas para identificar las muestras. 5.
Cuidadosamente desprenda con pinzas el anillo
ubicado alrededor del gel. Facilite el desprendi-
miento del anillo pldstico por medic de una es-
pdtula plana haciéndola deslizar por su borde in-
terior en la interfase plastico agar. 6. Llene el fo-
so alrededor del gel con el tampén salino. 7. Es-
pere 2-3 minutos y abserve los huecos con el fin
de comprobar si la agarosa no fue desprendida
de la placa en el momento de quitarle el anillo.
Si hay tampén en alguno de los huecos se debe
descartar la placa. 8. Llene uno de los huecos pe-
riféricos con HBgAg cantrol, 9. Mediante tubos
capilares descartables ubique los sueros incégni-
ta en los agujeros periféricos. Llepe el agujero

central con el Anti-HBs. Evite los problemas de
difusién por sobrellenado de los huecos. 10. In-
cube a temperatura ambiente para que el anti-
cuerpo difunda ténuemente, 11. Lea las placas a
las 15 - 8 horas de incubacién ya que tiempas
mas prolongados pueden originar un secado ex-
cesivo de la agarosa. Debe tomarse en cuenta que
muchas de las [fneas de ant{genos inmunopreci-
pitantes de la Hepatitis B pueden ser visibles has-
ta después de 15 - 8 horas. 12. Revise las placas
después de 24 horas de incubacion, ya que bajos
nivefes de antigeno pueden ser detectables las si-
guientes; las lineas de precipitacién del antigeno
de Hepatitis B en la muestra positiva a las 15-8
horas, se intensifican generalmente facilitando su
lectura a las 24 horas.

RESULTADOS

La técnica mostrd excelente reproductivili-
dad, tanto cuando e! suero se inoculd repetida-
mente en la misma placa {mds de dos veces), co-
mo en otra placa: cuarenta muestras analizadas
para valorar la precision del procedimiento {diez
negativos, treinta positivos por HBsAg) mostra-
ron absoluta correlacidn de resultados.

%
Op®

Placa de Agarosa y su modelo hexagonal para
reoforesis (A), Anillo periférico {B), corresponde

al foso para el tampon.

c

) A FIGURA 2

Material utilizado en la recforesis: A. Placa; B.
Cubierta; C. Anillo pldstico.
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FIGURA 3

Modelo con 2 muestras positivas por HBsAg.
Foso 1 corresponde al control positivo.

FIGURA 4

Modelo con las 5 muestras positivas
Foso 1 corresponde af suero control positivo.

CUADRO 1
E.LLS.A Reoforesis
Total de sueros Porcentaje de
Pasitivos Negativos Positivos Negativos correlacion
263 51 212 51 212 1000f0

Estudio comparativos de dos métodos para la determinacién sérica del HBgAg

DISCUSION

Los estudios sercepidemioldgicos mucstran
que existen en el mundo cerca de 150 a 200 mi-
Hones de portadores crénicos de .hepatitis B lo
que obliga a un tamizaje por HBsAg a los dona-
dores de Bancos de Sangre. Una progresiva dis-
minucién en casos de hepatitis post-transfusion
ha sido observada paralelamente al uso de prue-
bas inmunolbgicas como la reofdresis, ELISA y
RIA. Los métodos considerados mas sensibles,
como RiA y ELISA pueden restringirse al diag-
ndstico hospitalario de pacientes sospechosos de
sufrir hepatitis mientras que la reoféresis, de sa-
tisfactoria sensibilidad y confiabilidad, es la
prueba de eleccion en bancos de sangre, dada su
buena simplicidad, bajo costo y satisfactoria sen-
sibilidad. Segin miltiples reportes de {a literaty-
ra cientifica {1) {2}, de estudios comparativos de
fa técnica de reoféresis can las técnicas mencio-
nadas. La compahfa Abbott (Boletin técnico)
reporta una mayor sensibilidad para fa técnica
RIA respecto a la reoféresis, aunque en aigunos
iaboratorios se reperta equivalente sensibilidad
{2). Como puede apreciarse en el cuadro nimero
uno, de 263 pacientes analtzadas en nuestro pro-

tocolo de investigacidn, se fogrard una absoluta
correlacion {1000/o de los sueros), entre ios mé-
todos 12 que es congraente con las bondades ya
descritas para el métado en mdltiples trabajos
cientificos (3, 16, 12}. Es estudio no permite un
andlisis exhaustivo de la sensibilidad del proce-
dimiento, ya que las muestras positivas {51 sue-
ros) correspondian a pacientes ya conocidos co-
mo portadores del HBsAg. Se incluyé 212 sye-
ros de pacientes negativos por otros procedi-
mientos, los cuales fueron también negativos por
reaféresis. Segiin el conjunto de sueros estudia-
dos y basados en su clasificacion previa como ne-
gativos o positivos, 1a técnica muestra ser alta-
mente especifica. En nuestro medio debe con-
cientizarse al personal profesional de laboratorio
y Bancos de Sangre a fin de que valoren en su
magnitud el peligro que conlleva transfundir a
un paciente sangre a la cual ne se le ha determi-
nado HBgAg. Los reactivos para reoféresis son
factibles de preparar en nuestro medio a bajo
costo y [a determinacién es de escasa compieji-
dad. Tenemos en nuestras manos métodos inmu-
nolégicos de diferente sensibiiidad para prevenir
la hepatitis B post-transfusién, permaneciendo
latente ei problema de fa hepatitis causados por
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virus no A no B.
RESUMEN

Reoforesis: técnica de difusion en gel, utili-
zada para la deteccién de algunos marcadores re-
lacionados con la Hepatitis B. Este trabajo con-
siste en una técnica modificada, que se fleva a ca-
bo en discos de agar, a tos cuales se les hace un
modelo exagonal, que favorece fa migracidn def
suero desde la periferia hacia el Ac localizado en
el centro, esta isla de agar es rodeada por un foso
en el que se coloca el tampdn, estos discos de
agar son cubiertos con una tapa de plastico que
posee un agujero en 1a parte central en direccion
al Ac, esta configuracion facilita por medio de la
evaporacién un flujo centripeto de la solucién
tamp6n y el arrastre desde la periferia del suero
de los huecos. Este protocolo se hizo en base a
un total de 263 sueros tanto de pacientes pasiti-
vos camo de negativos y a Ja vez comparados por
la técnica de E.L.LS.A., logrando determinar
que la reoforesis es satisfactoria sensibilidad y
confiabilidad, ademds que esta técnica es ficil de
ltevarse a caba en Barnicas de Sangre por su sim-
plicidad y bajo costo.
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