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FRECUENCIA DE ANTIGENO AUSTRALIANO EN DONADOR!ES
DE SANGRE

1.
INTRODUCCIOI\I

En 1963 Blumberg describió por primera vez la existencia de
un antfgeno en la sangre de un aborigen australiano que denominó
Antígeno Austrialia, el cual estaba asociado a la Hepatitis tipo "B"
postrans'fusionaL Años después de este descubrimiento se imciaron
estudios para ver si la detección de los portadores para este antígeno
podrla reducir la prevalencia de Hepatitis postransfusional tipo "B",
hipótesis que fue comprobada por Gocke y colaboradores, quienes
demostraron que de los recipientes que eran positivos para el HBsAg
el 740/0 desarrollaban Hepatitis tipo "B"

(5).

El riesgo de la hepatitis asociada con la transfusión de sangre
procedente de donadores en otros países ha sido clara; donde de-
muestran que la incidencia en donadores de tipo comercial es de
4,10/0 y en la de tipo familiar es de 0.70/0 (6,26).

Con el fin de determinar la frecuencia de HBsAg en los dona-
dores del banco de sangre del Hosp'ltal San Juan de Dios se reco-
gieron las muestras de suero de los donadores que cumplieron con
los requisitos establecidos en el banco de dicho Hospital (anexo 1L

En conjunto de los 280 sueros procesados por el metodo Elisa,
ocho muestras fueron positivas para el Antígeno de Superficie
.- 1- II_~_+:+;.. 1IJ::l11fI-U~c:An) n sea el 2,850/0 de los sueros, Obser-
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vamos ademas que el donante de tipo comercial al igual que en
otros pa~ses presentó una positivldad mayor para el HBsAg, con una
frecuencia del 2.5010 Y el tipo famíliar 0350/0 de positivídad de
los sueros

11.
DEFINICION y ANALlSIS DEL PROBLEMA

Existen muchas eVidencias históricas, epidemiológicas Y
experi-

mentales sobre la diferencia antigénica que existe entre la hepatitis
infecciosa y la hepatitis sérica" encontrando actualmente un nuevo
tipo, la No-A;No-B

El virus de la Hepatitis "B" fue descrito por primera vez en el
año de 1963, por Blumberg, como un componente sérico, que años
más tarde se establecio como un índice especifico de infección
por el virus de la Hepatitis "B",

Estudios realizados sobre la detección del HBsAg han demos-
trado del 0.10/0 al 200/0 de portadores, en ciertas poblaciones,
estableciéndose una relación mayor en los pa íses cálidos, en hombres
que en mujeres Y en poblaciones urbanas que en las rurales. Los
estudios serológicos han demostrado un aumento de anticuerpos
con la edad, y una correlación inversa de esta frecuencia con factores
socioeconómicos; las poblaciones con condiciones ambientales e
higiénicas bajas, presentan mayor prevalencia de antígeno anticuerpo
(4,16,171.

En los Estados Unidos se comunican unos 60,000 casos de
hepatitis a los Centros del Control de Enfermedades Infecciosas,
de ellos 18,000 se informan como Hepatitis tipo "B". De estos, 1
de cada mil sueros estudiados es positivo, mientras que en países
de clima tropical Y bajas condiciones económicas el porcentaje es
mayor (8).

En Guatemala se han efectuado varios estUdios sobre la frecuen
cia de este antígeno en poblaciones tanto sanas como enfermas
estUdios posteriores pusieron de manifiesto el virus, ya que hast,
1971 todos los estudios reportados fueron negativos: recordarem01
que los estudios efectuados por Destara~ en donadores de sangre
por el método de contrainmunoelectroforesis encontró una inciden
cia del 0.20/0.

~
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En 1973 Blumberg trabajó en una población indígena a través
de Radioinmunoensayo, reportando una incidencia del 3~80/0.
Masellf en 1974 toma una población también indígena de Pasac
Xejuyup, Suchitepéquez, trabaja con contrainmunoelectroforesis
encontrando un porcentaje de 2350/0,

En 1979 Casasola trabaja con pacientes con diagnóstico de
Hepatitis Activa; usa dos métodos, el CEF y ell DR (Contrainmuno-
electroforesis-Inmunodifusión) Y reporta un 3,.10/0. En 1980 Valdés
en un grupo de pacientes con diagnóstico de hepatitis y aquellos
con riesgo de infección encuentra un 13,.1% usando contra in muno.
electroforesis y HAPI (Hemaglutinación Pasiva Invertida).

Como podemos observar, de los datos anteriores podemos
inferir que si bien es cierto que los trabajos iniciales demostraron
yna baja frecuencia en las poblaciones estudiadas y en las muestras
aisladas, al utilizar métodos más sensibles y en este caso seleccionar
los donadores de sangre, ya sea de tipo comercial o familiar, se
encontró que la frecuencia de HBsAg en la muestra de población
estudiada es alta, lo que nos conlleva a pensar que los problemas
de hepatitis infecciosa, portadores sanos y la hepatitis crónica persis.
tente con HBsAg positivo son muy frecuentes en Guatemala.

Hemos logrado hasta el momento tener un panorama general
de esta sitUación; la misma nos conlleva al análisis y a la comprensión
de la importancia de la determinación del HBsAg a todos los dona-
dores de sangre en los diferentes bancos de sangre de los hospitales
en nuestro pa (s.

-
_1

....
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111.

REVISION BIBLlOGRAFICA

La determinación rutinaria de los diversos marcadores de virus
de la hepatitis ha permitido clasificiar correctamente los cuadros
el ínicos de infección aguda viraL ASI, actUalmente, resulta relattva'
mente sencillo el diagnóstico de hepatitis por virus A o B, además
utilizando estos marcadores se ha concluido que existen otros
virus capaces de producir hepatitis, distintos de A y B, Y

denomina-

dos No-A;No-B.

Según se ha comprobado por estudios de microscopia electró'
nica en biopsias humanas y de chimpances Y en experimentos cruza-
dos de inoculación con virus NANB, existen al menos dos tipos
de virus NANB de transmisión parenteraL También se ha descrito
otro virus NANB de transmisión fecal-oral, similar al virus A (8,15,
21,22,27).

Los tipos de hepatitis que se han descrito como causantes de
hepatitis postransfusional son las hepatitis tipo "B" Y las hepatitis
No.A;No-B.

Antiguamente se consideraba que la hepatitis viral tipO "B"
se transmitía únicamente por inoculación directa de sangre, en las
últimas investigaciones se sabe de la existencia del antígeno de
superficie de la hepatitis "B": en la saliva, leche materna, lágrimas,
1fquido vaginal, pleural, asc{tico, en el semen, donadores de sangr~,
homosexuales, pacientes con desórdenes inmunológicos, transmi-
sión madre.feto (6,19).

La hepatitis viral postransfusional tipo "B" es una ínfecc'tón
generalizada o sistémica que afecta prinCIpalmente el higado; donde
produce una inflamación aguda o crónica, con un periodo de 'incuba.
clón que vana entre 60-120 dias, el aspecto clinico de la enfermedad
va desde la forma Inaparente o aSlntomática, malestar leve, fiebre,
desorden gastrointestlnal, ictericia/o no; Y en algunos pacientes
infectados con el virus de la hepatitis B pueden presentar importantes

"" -. --



6

secuelas tard (as, entre las que se incl uyen: la hepatitis crónica activa,
la cirrosls, la necrósis hepat!ca mas'íva y el carcinoma hepatocelular
(sobre éste último se está Investigando al agente Delta, se conoce
que necesita de la superficie del virus B para desarrollar enfer medad
activa cronJca en el higado y carcinoma hepatocelular) (1722),

Sabemos que no existen diferencias con respecto al sexo de
los enfermos y el tipo de virus responsable de la enfermedad, la
edad media de los pacientes con hepatitis por virus B (11,69 años)
y en el virus No'A,NoB (25.69 años). respectivamente. Los climas
calidos están asociados con una mayor incidencia de hepatitis viral
tipo B (5,16,21)

En estudios previos se ha demostrado que 'a persistencia a
largo plazo del antigeno de superficie del VHB en el suero tiene una

-
mayor incidencia en varones, y que la antigenemia persistente se
correlaCiona con una enfermedad hepatica crónica debida a inteccion
por VHB. Factores genetic os puede ser importante en cuanto a la
aparición de un estado de portador crónico tras la infección por
VHB (1710

Se ha argumentado que gran parte de la destrucción del parén.
quima hepatlco observado en la infección persistente por VHB es
debida a una reacción Inmunológica de tipo celular frente a los
antrgenos del VHB en el tejido, y que el grado de lesión hepatocelu.
lar podria ser minimizado mediante la represión de la respuesta
in mune del huésped,

Para comprender las diferentes formas clinicas y morfológicas
de la hepatitis B, no hay que olvidar que: el mismo virus de la hepati.
tis B no es citopatógeno, lo que explica la cronicidad, y sobre todo
la existencia de portadores, Que las diferencias en las reacciones
inmunológlcas del huésped pueden dar lugar a una elíminaciór
eficaz del virus o a una persistencia de la infección (1L

-1,- ,
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DESCRIPCION
DE ANTIGENOS y ANTICUERPOS DE VHB

HBsAg

Antigeno de superficie de la Hepatitis B.

Como antes se señaló, desde 1972 el antigeno Australia se
denominó de superficie o HBsAg, ya que sus determinantes antigé.
nicos están localizados en la cubierta externa del VHB El HBsAg
esta constitu.do por el péptido p25 y la gl,coproteina gp30 slnteti.
zadas en el citoplasma del hepatociro, Las particulas esféricas,
tUbulares y de Dane que se observan con el microscopio electrónico
en la infección por el virus de la hepatitis B tienen determinantes
antigénicos del HBsAg en su superficie Este antigeno posee cuatro
subt.pos principales: "adw", "ayw", "adr" y "ayr", con un determi,

nanre antigénico común "an y dos mutuamente exclusivos "d"ry"
o "w"I"r", A su vez el determinante "a" está subdividido en otras
subespecificidades "a1", "a2" y "a3", de modo que se reconocen

10 distintas categor (as

La determinación de los diversos subtipos mencionados sólo
tiene interés epidemiológico, ya que permite identificar, por ejemplo,
si una transfusión ha sido la responsable de un brote de hepatitis
aguda, al comparar los subtlpos de la sangre transfundida y del
enfermo,

El ant(geno de superficie se detecta muy precozmente a los 7
a 41 dias de la inoculación y de 7 a 46 antes de la elevac,()n de
las transaminasas Permanece positivo en la fase aguda de la enferme.
dad y desaparece de 1 a 13 semanas después del comienzo de los
síntomas.

Cuando se mantiene la positividad más de 13 semanas puede
indicar evolución a la cronicídad.

La presencia de HBsAg en dos muestras separadas entre sí 6
meses después indica estado de portador crónico del VHB.
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Existen alrededor de 120.200 millones de portadores de HBsAg
en el mundo. En España existe una prevalencia de 1.50/0 '

20/0,
en los E,E.U.U. un 50/0 (16,17),

AntiHBs

Frente al HBsAg se desarrolla un anticuerpo especifico: el
AntiHBs. Puede aparecer después de la negativízación del HBsAg,
aunque no siempre ocurre así y a veces no se detecta hasta varios
meses después,

Durante esta fase la determinación del HBsAg y el AntiHBs no
permite la infección por el VHB, El AntiHBs aparece muy precoz,
mente en las hepatitis fulminantes, incluso a los 7 días de la infección.

La presencia del AntiHBs indica inmunidad frente a la infección
por el VHB y por esto tiene un efecto protector"

El AntiHBs puede administrarse a las personas que tienen un
contacto con el virus para bloquearle en la circulación periférica
y evitar o atenuar la enfermedad cl ínica (inmunización pasiva).
Para que sea eficaz debe administrarse en las 48 horas siguientes a
la inoculación, Por otra parte se ha logrado desarrollar una vacuna
frente al V HB mediante inactivación del mismo y que induce la
producción del AntiHBs e inmunización (2,19,24.28).

HBcAg

El HBcAg representa la nucleocapside del VHB y su positivídad
significa infección activa y replicación viraL El core posee una
estructura hexagonal con capsómeros y unas protuberancias de 7 a
10 nmo de longitud terminadas en una especie de "botón" (figura 1).

Es difícil determinar la presencia de HBcAg en suero ya que
~xiste libre AntiHBc que interfiere con la reacción. Se ha conseguido
Q.tectar por radioinmunoensayo, tratando la partícula de Dane
con detergentes, para liberar el HBcAg del nucleo del virus

1.

9

Se detecta en los pnmeros días de la infección aguda y en los
portadore crónicos de HBsAg con alto nivel de replicación viraL
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FIGURA 1: Pardculas asodadas al vuus B
(Fuente 18)

AntiHBc

El AntiHBc es distinto del AntiHBs y específico para el HBcAg,
pero no tiene significado de protección, por este motivo la ree~posi.
ción al VHB aumenta el titulo de AntiHBs, pero no el de AntlHBc

Aparece en suero a los 2 ó 3 meses de .Ia infecció~ Y p~ed~
permanecer detectable Indefinidamente. Asociado a Antl HBs SI,g,OI'
fica infección antigua resuelta en el momento de la determlnaclon.
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La presencia aislada de Ant' HBc puede darse en el pel iodo
"de ventana" de la hepatitis ag!Jda; entre la negat,vizac'ón del HBsAg
y la apariclon del Ant,HBs' puede 'ndicar infección por VHB y as,
explicaria la Infectivídad de sueros HBsAg negativos. Para poder
diagnosticar la 'nfección aguda por VHB en estos casos se debe hacer
titulación del mismo (título mayor de 1 :100, ¡nfectivo), o bien
determinación de AntiHBc IgM Un titulo elevado de AntiHBc o la
positiv'dad 'de AntiHBc.lgM indican infección aguda por el VHB
El AntiHBc IgM indica contacto reciente con eIVHB, aunque puede
permanecer detectable durante vanos años después de la enfermedad

HBeAg

Es un pol'pept,do constituyente del HBcAg, tiene tres subespe.
cificidades antogénicas diferentes "el", "e2" y "e3" Es f,sica y

"
serológlcamente d,stmto del HBsAg.

Sólo se ha encontrado en sueros positivos, se asoc,a con !a
existencia de partlculas de Dane en suero, actividad DNAp Y presen
cia de HBcAg en suero y nu~leo de hepatocitos, por lo que se consl'
dera un !ndice de replícac,on viral e infectividad.

Aparece una semana después de la detección del HBsAg y puede
negativarse tres semanas después del aclaramiento, pers,stiendo
posit!vo en algunos casos de evolución a la cronicidad

AntiHBe

Aparece a la cuarta semana del comienzo el ínlco en un 12.50/0
de los casos. se acompaña de presencia de DNAp y alto n,vel de
replícación viraL

El curso de la InfecclOn por el VHB.. al negativizarse el HBsA~
se positlvan el AntlHBc y Ant,HBe y posteriormente tarnben e'
I\ntiHBs. Por lo tanto en la fase de convalescencía estan presentes
e.' suero slmultaneamente y de una forma Indefinida el AntlHBs o
bi~ 1 el AntiHBs, Anti HBc y AntiHBe

~

-L
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El antecedente de hepatitis postranfusional en lugares donde
como norma rutinaria se efectúa el HBsAg a los donadores de sangre
es de 80/0, sin embargo en otros paIses alcanza porcentajes elevados
como del 40010 (8,16,21,27,29),

HEPATITIS t'o.A,I\'o.B

El descub"miento de una proporc,ón sustancoal de hepatltos
No.AII\!o.B toene impoqancla clinica y sanitana; conocemos de
ésta la via de transm'5'on que puede ser parenteral Ipostransfusoonal
40010), Tamb,én se ha descflto otro virus NANB de transmisión
fecaJorai, slm"a' al virus A Es necesaflo que el cl.n,co se percate
de la utilídad de las pruebas serologlcas actuales para distinguir los
tres tipOS de hepatitis, la hepatitis crónica puede desarrollarse en las
formas B y No.AlNo-B

En la hepatitis No.A/No B los factores de riesgo conocidos:
drogadicción (12010), las transfus,ones (1240010). el contacto
previo con una persona infectada (120/0), y las hospitalizaciones
previas parecen ser un factor de riesgo para las hepatitis B y las
No-AlNo-B.

.

Se debe ser cauto en la interpretación epidemiológica de este
t;po de hepatitis. se sabe que al igual que la hepatitis B, el agente
o los agentes de la hepatitis No.A/No.B, provocan viremia crónica,
por cuya causa es posible la transmisión percutanea mediante inyec.
cion de sangre o productos de esta..

Llama la atención que la promiscuidad sexual de los varones
homosexuales incrementan notablemente su riesgo de padecer la
hepatitis A y B, no sufren la hepatitis No.AlNo.B.

Por último, las hepatitis agudas No-A/No.B se diagnostican
algunas veces por exelusion, es decir por ausencia de Anti.HAV,
IgM y AntiHBc.lgM, también se descartan las infecciones por el virus
de Epstein.Barr y citomegalovirus, por la negatividad de anticuerpos
(8,14,15,20),
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METODOSPARA
LA DETECCION DEL HBsAg

La técnica de laboratorio usada en el descubrimiento de HBsAg
fue la inmunodifusión (ID) por el método de Ouchterlony, modifica'
do por Blumberg y Rindell (1963).

Inmunodifusión (ID)

INMUNODIFUSION o doble difusión en gel agar, Identifica
la reaccion de anticuerpos y ant(geno. Por ser un sistema de precipi.
tación, existe un punto equivalente, donde las concentraciones
de antigenos y anticuerpos producen una precipitación máxima
de prote ínas. Estas se llevan a cabo cuando las moléculas de ant (

geno están Unidas entre sí por anticue¡pos, formando as! partículas,
g!andes que no pueden permanecer en solusión, Es un método
tan sensible como la inhibición de la hemaglutinación o radio-
inmunoensayo, por ser una prueba lenta que requiere 48 horas
para completarse. La sensibilidad de la técnica puede incrementarse
por preconcentración de la muestra, utilizando agarosa en lugar de
agar, aumentando el contacto del reactivo por reforesis o evaporación
controlada del buffer de la superficie o bien por inmunodifusión
radia en el gel impregnado del anticuerpo.

Contrai nmunoelectroforesis
o contraelectroforesis (CE F)

Tiene la ventaja que tanto el HBsAg como su anticuerpo, poseen
diferente movilidad electroforética en un campo eléctrico. Ello
permite preparar una lámina con una capa de agarosa que contenga
una serie de pozos perforados en el agar, de manera que cuando
el ant!geno y el anticuerpo están orientados apropiadamente en
pozos opuestos y la placa es colocada en el campo eléctrico, migran
uno hacia el otro, una reacción de precipitación visible del CEF'
ocurre en la zona entre los pozos en donde el ant (geno y anticuerpo
"unen. Las ventajas del CEF son dobles. Primero, es posible
obtener una reacción positiva en 30-90 minutos de electroforesis
y segundo, los reactivos se mueven en un sentido en lugar de difun-

-l
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dirse radial mente del pozo, con lo que se tiene mayor sensibilidad.

La principal ventaja del método es el uso de una reacción que
fija Ag,Ac que provoca que no se tomen en cuenta resultados falsos
negativos debido al exceso de antígeno o anticuerpo,

Fijación de Complemento (FC)

Son frecuentemente más sensibles que la ID o CEF para la
medidon de HBsAg, pero menos sensibles que la hemaglutin?ción
o radioinmunoensayo para la medición de Anti HBs Este n~étodo
cualítativo o cuantitativo puede completarse en dos horas, utilizando
equipo sencillo y reactivos estandarizados. La Llnlca ventaja es que
permite la detección del complejo Ag.Ac circulante en el suero del
padente, Dentro de las desventajas estala necesidad de reactl~os
estandarizados, el uso de mas de una dilusión del su~ro para eVitar
el fenómeno de prozona y la posibilidad de una reaccíon antlcomple.
mentaria no especifico en cierto suero,

Aglutinación de Partículas Inértes (API)

La detección de HBsAg utilizando panfculas de látex cubiertas
de Anti HBs preparado en ani males, constituye un métOdo simple
y rápido de tamlzaje, La prueba requiere poco. equipo y corto
tiempo, es de fac'" interpretación Y un poco mas sensible que el
CEF.

La prueba constitUye una diluslón de la mezcla de HBsAg
purificado con una suspensión acuosa de partículas finas de carbón,
Este método es ocho veces más sensible que la ID y CEF. Es;e
método además de ser sensible simple y rápido para la detecclon
de HBsAg que involucra simultáneamente la aglutina,ción Y flocula-
ción en presencia de partículas sintéticas de aCrlUco, cubiertas
con fracciones de globulina de tituloS elevados de AntlHBs producl.
do por conejos hiperinmunizados.
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Hemaglutinación Pasiva (HAP)
e Inhibición de la Hemaglutinación (¡HA)

Provee un metodo sensible para la detección de AntiHBs Se
recubren eritrOCi10S con antigeno altamente purificado, usando
cloruro crómico como agente acoplante que aglutina con cantidades
muy pequeñas de anticuerpo y el resultado se obtiene en dos horas.
Es unas 10,000 veces más sensible que la técnica de ID Se observa
aglutinación ¡nespecifica a dilusiones bajas de suero y debe usarse
control de eritrocitos, Se observan resultados falsos negativos
debido a la formación de prozona, por lo que debe examinarse el
suero a varias dilusiones. La sensibilidad del IHA es la misma que
la CEF,

Hemaglutinación Pasiva Invertida (HAPI)

.
El AntlHBs recuperado purificado de componenetes Ag-Ac

disociado, se fija a los eritrocitos fijados con formalina, Este método
es muy simple y su sensibilidad se aproxima a la de RIA. La prueba
es montada rápidamente y los resultados son de fácil lectura. Se
dan una serie de reacciones falsas positivas inespecíficas que son
mherentes al método, principalmente a causa de las aglutininas
especificas de los eritrocitos, por lo que debe utilizarse un examen
confirmatorio,

Radioinmunoensayo (RIA)

,Este método combina la reacción especifica Ag-Ac con la
sensibilidad en la detección del radioisótopo, Esta técnica depende
de la cuantificación de antígeno no enlazado al anticuerpo o anti,
cuerpo no enlazado al antígeno, o de la extensión de la reacción
Ag,Ac. El procedimiento más utilizado ha sido la Introducción
del isótopo lodo en residuos de tirosina de péptidos,

El RIA es por lo menos 100 veces más sensible para !a detec,
eón del ant~geno y más de 21,000 veces mas sensible para la detec
clan de antlcueropos al compararse con métodos como ID o FC.
Esta técnica permite la detección del HBsAg y Anti HBs en el mismo

_l,
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sue'o; la estimaclon cuantitativa de HBsAg; la detección de HBsAg
y AntiHBs en concentraciones muy bajas que no son detectables
por otros metodos. Es el único método capaz de detectar complejos
Ag.Ac en cantidades por debajo de la sensibilidad de otros métodos.

La desventaja princIpal del método es la lentitud para la obten-
CIón del resultado y el alto costo del equipo está sujeto a agota.
miento, el mantenimiento es costoso y hay riesgo con el manipuleo
de IsótOpos radioactivos,

Inmunoensayo Enzimático (fase sólida) -Elisa-

Wolters y colaboradores en 1976, describieron por primera vez
el método Elisa; en la detección del HBsAg, Originalmente fue
descrito por Enguall y Perlaman en 1972, para cuantificación de
Ag,Ac,

El método se basa en el principIo de radíoalergosorbente RAST
(descrito por primera vez en 1971), el cual enfrenta un antígeno
en fase salida con antisuero, después de eliminado el exceso de
proteína se adiciona un conjugado ensimaantíinmunoglobulina
absorbida por la fase sólida mide la cantidad de antigeno o anti-
cuerpo especifico en suero

El antígeno se cuantifica por la actividad de la enzima frente
a un sustrato específico man'lfiesta par un cromógeno. Los resulta-
dos se obtienen par lectUra visual o por la espectofotométrica, La
sensibilidad del método es comparable a la de RlA Y superior a la
de CEF.

I

I

Una ventaja sobre el método de RIA lo constitUye el que no
reqUiere equipo ni personal especializado, sus reactlvos tienen un
per iodo largo de vida, lo que disminuye su costo Además el tiempo
de desarrollo de la técnica es relativamente corto por lo que puede
utiiizarse en gran escala,
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IV.
MATERIAL Y METODOS

En e: presente estudio se seleccionaron los donadores que
aSlstle!On al banco de sangre del Hospital General San Juan de Dios;
de ambos sexos y edades comprendidas entre los 18-55 años, ya sea
cap"talinos o de los diferentes lugares de la república, las muestras
fueron tomadas correlatívamente y al azar, en el per iodo del 10 al
21 de agostO del año en curso

Correlativamente se tomaron 20 muestras al día, de aquellos
donantes ya sea de tipo familiar o comercial que cump! ian con las
normas establecidas en el banco de sangre (anexo 1),

A los donantes seleccionados se les extrajo de las bolsas de
sangre la cantidad de 5 cc de sangre, la cual se centrífugó para
pleparar el suero de ella, las muestras se fueron guardando a una
temperatura de -200C hasta el momento de su análisis,

Se determinó el antigeno de superficie de la hepatitis "B", por
e! métOdo Ellsa de la casa Behflng,

METODO

Colorimétflco Inmunoenzlmátíco Ellsa del Instituto Beh"ng,

Juego de reactivos; ,
"

, , , , , , ,(Hoecht)

Especímen:
"'

,
" '"

,Suero

longitud de onda; , , , , ,- ,0492 nm

Valores normales: -
, , ,

"
"Negativo

PRINCIPIO

El método utiliza el principio del emparedado en el cual" el
antígeno presente en el suero del paciente se una primero al anticuer-
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po mmovil.zado sobre la superficie interior de un tubo de plastico
despues de lavar, en un segundo paso se hace reaccionar los determi
nantes antígenicos del anti'geno un,do que aun permanecen libres
con un anhcuerpo conjugado a la peroxidasa. El exceso de conJu,
gado enzima anticuerpo se remueve por lavado, y luego se determina
la activ,dad enzimática en la fase sólida, la reacción entre el peróxi.
do de hldrogeno y el cromogeno calolizado por la enzima es detenida
por el agregado aCldo sulfurico diluido

La intensidad del color es proporcional a la cantidad de HBsAg.
presente en fa muestra, La evaluación puede hacerse por compara.
ción visual o fotometnca del color de las muestras contra los contro'
les negativos y pos,tivos

MATERIALES

a) Recoleccion de la muestra:

Se utilizará suero fresco, si no se va a efectuar en el momento
refrigerar a 280C, para per iodos mayores congelaría a -200C.

b) Reactivos, su preparación y conservación:

Todos los reactivos se conservarán hasta la fecha de su caduci.
dad entre 20 y 60 C.

10 Tubo~ con la pared interior revestida del anticuerpo AntiHBsAg,
obtemdos de camero. Una vez abierto el paquete. los tubos
que no se usan se guardan en la misma bosla de aluminio con las
tabletas de secantes y bien cienado, asi se mantienen sin alterar
durante 4 semanas entre 4.60C.

2. Conjugado AntiHBsAg/POD de conejo para diluir, agregar 10 mi
del tampón.conjugado y mezclar bien evitando la fOrmación
de espuma, este preparado alcanza para 50 pruebas.

3. Tampón-conjugado para preparar el AntiHBsAg,

-l
19

4 Control pos,tovo: suero humano positivo para HBsAg: para
monitorear la sensibilidad final de la prueba, diluirío 1 :10 con
el suero control negativo

5 Cont!ol negativo: suero humano negativo a HBsAg

6. Solus.on concentrada de lavado POD, diluir 50 mi para hace,
un volumen de 1,500 mi con agua destilada (alcanza para 50
pruebas); en el caso en que las pruebas sean menos, diluir
proporcionalmente las cantidades necesarias, no guardaría.

PROCEDIM lENTO

1. Identificar convenientemente los tUbos necesarios para la
prueba de acuerdo al siguiente esquema:

1 ;2;3; y 4., ,. ., Control negativo
5 . ,. "., Control positivo
6.., . ., Control positivo dilUido 1:10
7 , , . . . , . . Suero del pacIente X
8 , . , . Suero del paciente Y

2 Agregar 200 microiltros del suero control negativo a cada tUbo
de 1 al 4.

3. Agregar 200 microiitros de control positivo al tubo 5,

4 Agregar 200 miclOlottos del control positivo 1 :10 con suero,

Agregar 200 microlitros del suero de cada paciente a su respecti.
vo tubo.

5,

6, Cubri r con papel adhesivo e incubar:

1.5 horas a 400C (baño mana)
2 O horas a 370C (baño maría)

16.24 horas entre 18.250C

---
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7 Remover el papel adhesivo, aspirar el Ifquido y agregar aproxi.
madamente 2 mi de solución lavadora, aspirar y repetir el
lavado una vez mas, luego aspirar para remover toda la saludan
de lavado,

8, Agregar 200 microliuos de solución de conjugado Iiquído
comenzando por el tubo número 1, agregar esta solucrón con
cuidado de no mojar las paredes del tubo,

9, Cubrí, con papel adhesivo nuevo o incubar en baño de agua;
una hora a 400C Ó 1,5 horas a 370C

10 Poco antes de finalizar la 'ncubacíón preparar el cromógeno,
agregándole 10 mi de la solucion tampón.sustrato, a un vial
de cromógeno y disolver por agitación, alcanza para 45 pruebas
(protegerlo de la luz),

11. Quitar el papel adhesivo, aspirar y lavar 4 veces como se descri-
be antes, aspirando todo el contenido al final,

12, Agregar 200 microlíttos del cromógeno preparado a cada tUbo,

13, Cubrir con nuevo papel adhesivo e incubar 30 . 2 minutos a

temperatura ambiente y en la obscuridad,

14, Quitar el papel y agregar 1,0 mi de solución detenedora, con el
mismo intervalo de tiempo con que se agregó el cromógeno,

15, Evaluar los resultados antes de una hora,

EVALUACION

a) Visual: colocar los tubos sobre una superficie blanca par"
observar cambios de color. El control positivo tendrá un color
amarillo,naranja- El control negativo es incoloro, Toda muestra
con cambio de coloración a amariJlc-naranja será positiva,

- -- -.
L

--
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b) Fotométrica: poner el cero con agua destilada, hacer la lectura
de absorvenclas de los controles negativos y positivos para
conocer los rangos de cada uno Y poder clasificar la muestra
de ellos, o sea que todo valor mayor o igual al promedio de
los controles negativos es Negativo,

(
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~SlTIVO I
NEGATIVO

I
%

->-

MASCULINO 7 242 25

FEMENINO 1 30 03

TOTAL 8 272 2.8

-- --- l
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V.
RESULTADOS

Cuadro No. 1
RELACION TIPO DE DONANTE,

ANTlGENO DE SUPERFICIE VIRUS HEPATITIS "B"

HBsAg ¡ VOLUNTARI~

------
POSITIVO 1 (00350/0)

TOTAL 73 (26.060/0)

---

I

l COMERCIAL

7 ( 2500/0)

200 (71042010)
---------

l207 (73.92010)

FUENTE: Libws de Regl:.t1o del Banco de Sangle del Hospi~al Genexal Sa.n
Juan do Dio,.

Cuadro No, 2
RELACION SEXO,

ANTIGENO DE SUPERFICIE VIRUS HEPATITIS "B"

FUENTE: Libros de Registro del Banco de Sangre del Hospital General San'
Juan de Dios,

.- -
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E DAD

--~--- ------ ---

---r~~~-
26.35 36.45 46.55 Totales

-- ----
12 6 O 31

116 86 40 7 249
--- -- -- - ---

129 98 46 7 280
--

HBsAg E DAD
-

18-25 26-35 36-45 46.55 Totales

POSITIVO 4 4 O O 8

NEGATIVO 125 94 46 7 272
--- -- -- - ---

Subtotal 129 98 46
-

7 280

-
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Cuadro No. 3
RELACION EDAD.SEXO EN LOS DONADORES

HBsAg VIRUS HEPATITIS "B" '
,

í
¡

SEXO
---------
-------------
FEMENINO

IVlASCULlNO

Subtotal
------

~UENTE:

J
Libw

d
s d

Di
e. Registm dd Banco de Sangre del Hospital Gene,al San

uan e OSo

Cuadro No. 4 .
RELACION EDAD-ANTIGENO DE SUPERFICIE

VIRUS HEPATITIS "B"

FUENTE: LIbros de Re gt'sr.!o d 1 B de

J
e . anca Sangre del Hosp ital Gen eral San

Juan de Dios,

j
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VI.

ANALlSIS y DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio encontramos que de los 280 sueros de
donadores, tanto comerciales como familiares, se obtuvo ocho
muestras positivas para el HBsAg, lo que hace un porcentaje del
2.85010 del total de las muestras; a comparación de los estudios
realizados en la década de los 70 en nuestra pa ís; observamos a
través de los estudios de Pineda (1971), con una población de dona-
dores (300). utilizando CEF; reportó O casos para el HBsAg En el
mismo año Destarac trabajando siempre en donadores

(8,000) con

el método CEF encuentra un porcentaje de 0.02010 de HBsAg.
En 1979 con el método HAPI en una población de 200 donadores
reportan una frecuencia del 3,0010.

En otros pa íses la frecuencia para el HBsAg en donador es
familiares la encontramos en un 0.70/0-4.1 %, respectivamente.

Como podemos observar, hay una gran diferencia en números
al revisar los porcentajes Y

considero que la misma se debe a que

actUalmente contamos con métodos altamente sensibles Y
específi-

cos, los de tercera generación en fase sólida como lo son el RlA Y
ELISA.

En el cuadro No. 1 encontramos la relación tipo de donante
antígeno de superficie del virus de la hepatitis tipo "B"; de los 280
sueros procesados se presentaron 73 de tipo famíliar Y 207 de tipo
comercial, este dato es similar al reportado en la literatUra revisada:
de estos 73 sueros de donantes tipo familiar o voluntario observamos
que se presentó una frecuencia para el antígeno de superficie del
0,35010, o sea un caso fue positivo; en otros estUdios fuera del
pa,s reportan 0.7010, En los donantes de tipo comercial de un total
de 207; encontramos de estos 7 sueros positivos que hacen un porcen.
taje del 2.5010 (otros 4.1010). a traves de estoS números podemos
deducir que la frecuencia del HBsAg en este estudio es alta; sobre
todo en aquellos donadores de tipo comercial.

'----- - -
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Analizamos, además, la importancia de la detección del Antí-
geno de superficie del virus de la Hepatitis tipo "B", en este tipo
de donadores (comercial y familiar); ya que hasta el momento no
se efectúa en nuestro país, está reportado en otros lugares que
mediante las medidas de control sanitario; la frecuencia de HBsAg
en los donadores tiende a disminuír; reportando que solamente
e! 80/0 de las Hepatitis tipo "B", fueron adquiridas por vía transfu>
sional, debiendo este descenso a la introducción de la determinación
del HBsAg en los bancos de sangre (21 lo

El sexo que con mayor frecuencia dona su sangre es el masculi
no, tanto en nuestro pa ís como en otras partes del mundo, sabemos
que en la literatUra se ha reportado que la persistencia del HBsAg en
los varones es mayor, alcanzando porcentajes del 5>100/0 (17).

De las 249 muestras de varones procesadas: 7 de ellas fueron
positivas, lo que hace un porcentaje del 2,50/0; y en el sexo femeni.
no de las 31 donantes 1 suero fue positivo, o sea el 0,3 % de los
sueros (cuadro No, 2),

La mayor pos'itlvidad para el HBsAg se presentó en las edades
correspondientes de 18>35 años, resultados que concuerdan con
los trabajos presentados anteriormente en nuestro país por Pineda
y Destarac (3.4,5,6,26) (cuadro No, 3),

Otro dato importante que encontramos en la literatura en
donde nos indican que la persistencia del HBsAg en la población
adulta es del 140/0; este dato tiene mucha relación con este estUdio
ya que de las 227 muestras de suero de los donantes comprendido~
entre los 18>35 años, ocho fueron positivas, lo que para este rubro
hace un porcentaje del 10420/0, sabiendo que de estos muchos
tendrán persistencia para el antígeno de superficie (cuadro No, 4),

1
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VII.
CONCLUSIONES

1- Del total de 2BO muestras procesadas por el método Elísa,
ocho sueros fueron positivos, lo que corresponde al 2850/0,
considerando que es un porcentaje alto para las muestras
estudiadas.

2- Pudimos observar que la frecuencia del portador sano del
HBsAg en este estudio, lo encontramos en el donante de tipo
comercial o remunerador, ya que de los 280 donantes 2A90/0
fueron de tipo comercial, presentaron 7 casos positivos con un
porcentaje del 2,50/0.

3- La detección de los portadores sanos del virus de la Hepatitis
se hace mayor si para ello se utilizan métodos con alta sensibi>
lidad y especificidad, como los de tercera generación o fase
sólida (R lA y Elísa),

4- En nuestro pa ís constituye una urgente necesidad el estableci-
miento de control de transmisión de la Hepatitis B postransfu>
sional mediante la determinación del HBsAg en los bancos de
sangre, ya que no se hace actualmente.

5- Existe el grupo de individuos en contacto constante o profe>
sional con pacientes susceptibles (técnicos de laboratorio,
banco de sangre, personal médico y paramédico). este grupo
de trabajadores es un grupo de riesgo que debe controlarse con
mayor cuidado y efectUársele estUdios periódicos para la detec>
ción del virus de la Hepatitis B postransfusionaL

6- Por los hallazgos del presente trabajo podemos recomendar la
prueba Elisa como norma para la detección del virus de la
hepatitis B, ya que la prueba es comparable en sensibilidad y
especificidad a la de R lA, según la literatUra revisada.

---
-=- - ,
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VIIL
RECOMENDACIONES

1- Establecer, como no mía en los bancos de sangre, técnIcas
pala la detección del antÍgeno de la Hepatitis "B", En los
donadores, ya sea de tipO famdlar o comercial,

2- Desechar todas las bolsas de sangre de los donadores
que sean

posItivos para el V!!us de la Hepatitis B, en esta manera dIsmi-
nUir la frecuencia de hepatitis tipo "B"

postransfusional

3- Detectar Iodos aquelloS donantes portadores sanos del v,rus de
la hepatitIs tipo "B" Y

sus posibles contactos
hospitalizados

en este centtO (Hospital San Juan de 01051. para que a estOS

últimos se les efectúen pruebas para determinar el HBsAg
,ntrahosp;talar .amente.

4- Es necesaflo que a nivel de serv.C.Os de salud exista un mejor
comrol de portadOles, donado'es Y

condiciones higiénicas en

nuestro país, para evitat la transmis.ón de esta enfermedad

5- Se recomienda hacer un estudio
epldem,ológico y de laboratOl¡o

a nivel nacional en tOdos los hospitales que tengan banco de
sangre, para tener una visión global y real de lo que el problema
(Hepatitis B postransfusíonal) representa actualmente en el

país.

6- Según la literatUra, sabemos que e'¡ método Elisa es igualo
comparable al RIA en sensibi¡¡dad Y

especific,dad, Y por lo

tanto lo recomendamos a los bancos de sangre Yen posteriores
estudios

~~'-
-.- .'. <

- - --
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IX.
RESUMEN

El presente trabajo tuvo como fin la determinación de la
frecuencia del Antígeno de superficie en los donador es de sangre,
del banco del Hospital General San Juan de Dios, a través del método
Elisa.

Se estudiaron 280 sueros provenientes de los donadores, ya sea
de tipo comercial o familiar que acuden a dicho banco de sangre,
los m,smos comprendidos entre las edades de 18.55 años de ambos
sexos y residentes en diferentes lugares de la república,

Para su estUdio, dichos sueros fueron clasificados según las
reglas del banco de sangre y ellas consisten en no aceptar ningún
suero positivo (reaginina), no haber donado sangre 6 meses antes,
no haber estado en contactO con enfermos con hepatitis, n'; padecer
de la misma en la actualidad, tener un hematocnto arrrba de 38 para
el sexo femenino y arríba de 40 para el masculino (otros, ve' anexo
1),

Se determinó la presencia de H8sAg a través del método de
inmunoensayoenzimático de fase sólída (Elisa), los resultados del
estudio mostraron la presencia del HBsAgen 8 sueros, lo que repre-
sentó un 2.85010 de los sueros procesados, además demostró que es
el donante de tipo comercial que al igual que en otros pa fses ocupa
el primer lugar en seropositividad un 2,5010, no así el de tipo familiar
ya que presentó un 0.350/0 de las muestras.
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