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CONTRIBUCIONES ORIGINALES

EL ANALISIS RADIOINMUNOLOGICO
DEL ANTIGENO DE LA HEPATITIS B *

BERNARDO SEPULVEDA, T § NELLY Rarroni, |
MicUEL STooPEN § y Luls LANDA | §

Con el propdsito de investigar la sensibilidad del andlisis
radioinmunoldgico (ARI) para detectar el antigeno de la
bepatitis B (AgHB), en comparacidn con la técnica de
contrainmanoelectroforesis (CIEF), se estudiaron los sue-
ros de 34 enfermos con cirrosis “alcohdlica” y 25 con
hepatitis crdnica activa, asi como los sueros de 149 perso-
nas aparentenente sanas y de 522 donadores "'profesiona-
les" de sangre. Se ntilizd el equipo Ausria® de Abboli y
los resultados demostraron la mayor sensibilidad del ARI
para la identificacion del AgHB, tanto en los pacienies
con bepatopatias como en los portadores asintométicos. En
efecto, el ARI resulid positivo en 12 (35.2 por ciento)
de los pacientes con cirvosis “alcobdlica” y en 14 (56.0
por ciento) de los enfermos con hepatitis cronica activa,

# Trabajo presentado en la sesién ordinaria de la Academia Nacio-
nal de Medicina, celebrada ¢l 4 de abril de 1973,

1 Académico numerario.

| Banco de Sucros, Hospital General, Centro Médico Nacional, Ins-
tituto Mexicano del Seguro Social.

§ Servicio de Gastroenterologfa, Hospital General, Centro Médico
Nacional, Instituto Mexicano del Seguro Social.
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mieniras gne Ja CIEF fue positiva en 5 (14.6 por ciento)
yen 9 (36.0 por ciento), respectivamente. En las personas
aparentemente sanas, el ARI fue positive en dos (1.3 por
ciento) y la CIEF en una (0.66 por ciento). En los dona-
dores profesionales de sangre el ARI dio resultados po-
sitivos en 3 (0.57 por ciento ), mientras gue la CIEF fue
negativa en todos. Este #itimo resultado se debe a la eli-
mindcion sistemdtica de los portadores de AgHB por nie-
dio de la CIEF en el Banco Central de Sangre. De acuerdo
con los resultados obtenidos, se considera que el ARI ey
uir método mds eficaz gue las técnicay actualmente en uso,
para el diagndstico etioldgico de un importante grupo de
hepatopatias y para la prevencidn de la hepatitis post-

transfusional.

La deteccién del antigeno de la hepa-
titis B (AgHB, anteriormente llamado
antigeno Australia o antigeno asociado a
la hepatitis), ha ido adquiriendo impor-
tancia creciente, tanto en el diagndstico
de los padecimientos hepaticos como en
la prevencién de la hepatitis postransfu-
sional. Por ello no ha cesado Ja basqueda
de métodos més sensibles para descubrir-
Io, y es asi como se han agregado recien-
temente las técnicas radioinmunolégicas
a los procedimientos antes utilizados. Es-
tas técnicas tienen la ventaja de combinar
la sensibilidad y la especificidad de las
reacciones antjgeno-anticuerpo, con la po-
sibilidad de medir cantidades minimas de
las sustancias, gracias a los radiofdrma-
cos con que estin marcados los reactivos.

Las técnicas mds generalmente usadas
para identificar el AgHB han sido la in-
munodifusién en gel de agar,* la contra-
inmunoelectroforesis,” * la fijacién del
complemento * y Ia inhibicién de la he-
maglutinacién.® La primera es la menos
sensible y las dos Gltimas son las de ma-
yor sensibilidad en este grupo de prue-
bas. Por lo que se refiere a la contrain-
munoelectroforesis, la rapidez y facilidad
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en su ejecucion, aunadas a su aceptable
sensibilidad, la han convertido en uno de
los métodos méds empleados en la actua-
lidad para la identificacién del antigeno.
En cuanto al anilisis o ensayo radioin-
munolégico, se ha venido utilizando des-
de hace unos 15 afios, y cada vez con
mayor amplitud, para la determinacion
de hormonas, drogas y diversas sustancias
que se hallan en cantidades muy pequefias
en la sangre y otros liquidos orginicos.®
En 1970 se describid la primera técnica
radioinmunoldgica para la deteccidn del
AgHB y del anticuerpo correspondiente.’
La técnica tiene sensibilidad considerable-
mente superior a la de fijacién del com-
plemento; pero, ademds de complicada,
exige cuatro dias para la lectura de los
resultados. En 1971 se dio a conocet ctro
métode, llamado de doble anticuerpo,® *
el cual tiene sensibilidad todavia mayor;
pero, aun siendo de ejecucién mds sim-
ple, resulta complicado para uso gencral,
Finalmente, el afo pasado aparecié un
método, cuya sensibilidad parece semejan-
te a la de este altimo, con las ventajas de
ser sencillo, preciso y relativamente ra-
pido y econémico. El método se ha Ila-
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mado ensayo radioinmunoldgico directo o
en fase solida.' !

El presente trabajo, que es en cierto
modo continuacion del que fue leido en
el seno de la Academia en octubre de
1971, tiene por objeto dar a conocer
nuestra experiencia en la identificacién
del antigeno de la hepatitis B con este
método, particularmente en pacientes con
padecimientos cronicos del higado y en
personas sin evidencia de enfermedad he-
patica, incluyendo donadores profesiona-
les de sangre.

Material y métodos

Hemos usado el equipo con el nombre
comercial de Ausria®, de los Laborato-
rios Abbott.* De manera esquemitica, el
método consiste en lo siguiente: se utili-
zan anticuerpos especifices de cobayo:
unos, marcados con I, y otros, sin mar-
car. La muestra de suero por estudiar se
deposita en tubos de ensayo especiales,
cubiertos con una capa de anticuerpos sin
marcar. En caso de que el suero contenga
antigeno, éste es fijado por el anticuerpo.
Posteriormente se agregan al tubo los an-
ticuerpos marcados; como el antigeno tie-
ne maltiples sitios antigénicos, el anti-
cuerpo marcado se fija a su vez en el
antigeno. En consecuencia, se forma un
complejo  anticuerpo-antigeno-anticuerpo
marcado, quedando el antigeno en cierta
forma emparedado entre el anticuerpo sin
marcar y el anticuerpo marcado con el
radiofdrmaco. La radiactividad fijada en
el tubo es proporcional a la cantidad de
antigeno, y su medicién en contador de
tayos gamma permite determinar coen

# Austia-125, Abbott Laboratories, Radio-Phar-
maceutical Products Division, North Chicago,
Illinois.
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exactitud Ia presencia y la concentracion
del propio antigeno. El tiempo requerido
para la lectura de la prueba es de 18 ho-
ras aproximadamente.

Un principio esencial del método es
que los anticuerpos se adhieren firmemen-
te, por un fendmeno de adsorcion, a su-
petficies poliméricas, tales como las de
ciertos pldsticos.’* Por consiguiente, se
emplean tubos de polipropileno, que el
fabricante del equipo usade proporciona
cubiertos ya con la capa de anticuerpo no
marcado, tal como antes se dijo. Esta ope-
racién, simplifica la técnica y tiene la
ventaja adicional de que la lectura de
la radiactividad se hace en el mismo tubo
de plastico.

En la figura 1 se presentan, también en
forma esquemitica, los pasos sucesivos
del método, el cual se describe con mas
detalle a continuacién: Se deposita una
décima de mililitro del suero por estudiar,
en el fondo del tubo de polipropileno
cubierto con anticuerpo de cobayo sin
marcar. Se cubre el tubo y se deja a la tem-
peratura ambiente por 16 horas. El conte-
nido del tubo se aspira y se lava el tubo
cinco veces con dos mililitros de 0.01 M
Tris (amortiguader, pH 7.1), cada vez.
Sec agrega a continuacién en ¢l fondo del
tubo, 0.1 ml. de solucién de anticuerpo
HB, marcado con **1 (0.1 pCi). Se cu-
bre nuevamente el tubo y se deja 90 mi-
nutos a la temperatura ambiente. Se aspira
el contenido y se lava otra vez el tubo
cinco veces, con el mismo amortiguador.
En scguida sc registra la radiactividad en
un contador de rayos gamma.®

Se estudiaron 730 muestras de suero,
procedentes de tres grupos de sujetos
adultos de ambos sexcs. El primer grupo

# Nuclear Chicage Corporation. Des Plaines,
Illinois.
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+
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AgHB

1 Método del andlisis radioinmunolégico para la
identificacién del AgHB. Presentacién esquemi-
tica.

comprendié 59 enfermos con hepatopa-
tias cronicas; el segundo, 149 personas
aparentemente sanas, familiares de pa-
cientes con absceso hepético amibiano; y
el tercero, incluyé 522 donadores “pro-
fesionales” de sangre, también sin evi-
dencia de padecimiento alguno. Los do-
nadores provinieron del Banco Central de
Sangre del Centro Médico Nacional del
Instituto Mexicano del Seguro Social, en
donde se ha excluido para este objeto,
desde octubre de 1971, a todo individuo
en cuyo suera se identifique el AgHB
por medio de contrainmunoelectroforesis.
En el primer grupo quedaron incluidos
34 enfermos con cirrosis “alcohdlica” y
25 con hepatitis cronica activa o agresi-
va.** El diagnéstico se confirmé por biop-
sia de higado en todos los casos de he-
patitis crénica activa. En la mayorfa de
los casos de drrosis, se confirmo también
por autopsia o por biopsia; ésta no se
llevé a cabo sdlo en aquellos pacientes
en que estuvo contraindicada por tras-
tornos de la coagulacién sanguinea.
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En cada uno de los sueros examinados
se hizo simultineamente la investigacién
del AgHB por contrainmunoelectrofore-
sis. Ademas, con el propésito de estudiar
por otro procedimiento la sensibilidad
relativa de los dos métodos, se hicieron
diluciones progresivas de seis sueros en
que se habia demostrado la presencia del
AgHB, y se anoté la dilucién mixima que
dio lectura positiva en cada una de las
muestras estudiadas,

Resultados

De los 34 enfermos con cirrosis “alcohé-
lica”, el antigeno de la hepatitis B se
detectd por andlisis radioinmunoldgico en
12 de ellos, y en 5 por contrainmunoelec-
troforesis.* Estas cifras corresponden a
35.2 y 14.6 por ciento del total, respec-
tivamente,

* Veintitrés de estos pacientes habian recibido
una 0 mds transfusiones de sangre en el periodo
aproximado de un afio anterior al presente estu-
dio; en seis de ellos, que figuran, como es obvio,
entre los 12 arriba citades, el ARI dio resultados
positivos.
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De los 25 pacientes con hepatitis cré-
nica activa, se identificé el mencionado
antigeno en 14 (56 por ciento) y en 9
(36 por ciento) de los mismos, por los
métodos radioinmunolégico y electrofo-
rético, respectivamente.

En el grupo de 149 personas aparen-
temente sanas, parientes de enfermos con
absceso hepitico amibiano, la contrainmu-
noelectroforesis dio reacciéon positiva en
un caso y el andlisis radioinmunolégico
en dos casos, que corresponden, respec-
tivamente, a 0.66 y 1.3 por ciento del
total.

En el grupo de 522 donadores de san-
gre todos los sueros dieron reacciones
negativas con la contrainmunoelectrofo-
resis. Con la prueba radioinmunoldgica,
se obtuve reaccién positiva en tres de los
sueros, 0 sea, en 0.57 por ciento.

Estos resultados se presentan en el
cuadro 1.

En cuanto a la investigacién de la sen-
sibilidad relativa de los dos métodos en-

Cuadro 1 Resultados de la deteccion del antige-
no de la hepatitis B (AgHB) por contrainmuno
electroforesis (CIEF) y andlisis radioinmunolégi-
co (ART)

wl Reacciones positivas
U2 EIEF ARI
=B+
Grupo Z & No. % No. %
Hepatopatias
cronicas
Cirrosis “alcohd-
lica” 34 5 146 12 35.2
Hepatitis cronica
activa 25 2 36.0 14 56.0
Personas aparente-
mente sanas 149 1 0.66 2 1.3
Donadores ""profe-
sionales” del Ban-
co Central del CM.
N., LM.S.S. 582 0% 3 0.57

# Estudio hecho en dos laboratorios diferentes.
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Cuadro 2 Sensibilidad relativa de la CIEF y del
ARI en la deteccion del AgHB

Dilucion mixima
con resultados positivos

Suero CIEF ARI

1 1: 2048
2 1:128 1% 512
3 1:128 1: 4096
4 1:4 11024
5 1:128 1: 1024
G L2 Lz 512

sayados, el analisis radivinmunoldgico de-
tecté el AgHB a diluciones 4 a 250
veces mayores que la otra técnica, tal como
se muestra en el cuadro 2. Sin embargo,
aunque este método demostré constante-
mente mayor sensibilidad, hubo grandes
variaciones en la lectura de los titulos in-
dividuales, Esta falta de correlacion refle-
ja probablemente la heterogeneidad del
antigeno, a la cual se hard mencién mds
adelante.

Convicne agregar que el andlisis radio-
inmunolégico dié siempre resultados po-
sitivos en las muestras en que el antigeno
se habia identificado por el otro método.
La situacién inversa, es decir, que la prue-
ba radioinmunolégica fuera negativa y la
otra positiva, no se tegistrd en caso al-
guno.

Discusion

En el presente estudio se ha confirmado
Ja mayor sensibilidad del analisis radio-
inmunolégico en fase sélida, para la de-
teccién del antigeno de la hepatitis B, en
comparacidn con la técnica de contrain-
muneelectroforesis.’ ** Se ha confirmado
asi mismo, que esta mayor sensibilidad
se pone de manifiesto tanto en el caso de
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pacientes con padecimientos crénicos del
higado, como en el de los portadores asin-
tomiticos. Se comprobé igualmente que
todas las muestras que dieron resultados
positivos con la contrainmunoelectrofore-
sis dieron también resultados positivos
con el anilisis radioinmunolégico. Por
altimo, se corrobord que éste es un mé-
todo simple, reproducible y relativamen-
te rapido y econémico.

Aparte de la utilidad del andlisis radio-
inmunolégico directo en el descubrimien-
to de mayor nimero de casos con antigeno
circulante, recientemente ce ha empleado
con otro fin: la identificacién més pre-
cisa de los determinantes antigénicos re-
conocidos en la actualidad.® De acuerdo
con estos distintos determinantes, se acep-
ta por ahora que existen cuando menos
dos subtipos del antigeno, llamados ad y
ay, los cuales son mutuamente excluyen-
tes. El nuevo método ha demostrado tam-
bién para este objeto, sensibilidad muy
superior a la de la inmunodifusién en gel
de agar, anteriormente usada.'?

La tnica limitacion del método, cono-
cida hasta la fecha, es la posibilidad de
obtener reacciones falsamente pesitivas en
personas que tengan contacto frecuente
con cobayos y que hayan desarrollado an-
ticuerpos contra las globulinas del animal.
La falsa reaccién se vuelve negativa al
incubar el suero humano problema con
suero de cobayo, que inhibe los mencio-
nados anticuerpos.'*

Es indudable, por tanto, que el anali-
sis radioinmunoldgico representa un avan-
ce importante en el estudio del antigeno
de la hepatitis B. Para refetitnos sélo a
su aplicacién prictica, salta a la vista la
superiotidad del método para el diagnés-
tico de los padecimientos del higado, y
mis alin para la deteccién de portadores
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asintomiticos del antigeno. La mayor uti-
lidad de tal deteccién es, obviamente, ex-
cluir a estos sujetos come donadores de
sangre, con el propdsito de seguir aba-
tiendo la cifra de hepatitis postransfu-
sionales.

Sin discutir por el momento otros as-
pectos interesantes del presente estudio,
por ejemplo, la interpretacion de la ele-
vada frecuencia con que se hallé AgHB
en los enfermos con cirrosis alcohdlica,
hallazgo que en si mismo amerita inves-
tigacién especial, es procedente formular
aqui dos preguntas:

La primera es ;cudles han side los re-
sultados de la eliminacién de los donado-
res con antigenemia B de los bancos de
sangre, utilizando las técnicas comunes, y
en particular la contrainmunoelectrofo-
resis?

En la comunicacién que presentamos
hace 18 meses a la Academia sobre el
tema,' insistiamos en la necesidad de in-
troducir estas técnicas en los bancos de
sangre y calculdbamos que el riesgo de la
hepatitis postransfusional podria reduci-
se en un 50 por ciento con la aplicacion
de las mismas. Es probable que este cilcu-
lo haya sido cptimista y que la proporcién
esté mds bien cerca de 25 por ciento, de
acuerdo con investigadores norteamerica-
nos.* No obstante, vale la pena Ilamar
la atencién sobre los resultados que obtu-
vimos en el estudio de los donadores
“profesicnales” de sangre.

Como antes se dijo, estas personas han
sido sometidas a seleccién, eliminando
por medio de la aplicacién sistematica de
la contrainmunoelectroforesis a todos los
individuos que tuvieron AgHB circulan-
te. En el grupo que se incluye en el tra-
bajo, cada uno de los sueros se examind
por duplicado y simultineamente con la
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mencionada técnica, en el prepio Banco
de Sangre y en el laboratorio del servi-
cio de gastroenterologia del hospital.

Ello explica que los resultados hayan
sido negativos con la repetida técnica de
contrainmunoelectroforesis en este grupo,
y explica también que se haya obtenido
baja proporcién de reacciones positivas
con la prueba radioinmunoldgica, a dife-
rencia de lo encontrado por otres autores
en grupos no seleccionados.® 17 Asi
mismo, esta politica de seleccion del Ban-
co Central de Sangre ha significado, se-
gun nuestra experiencia, una reduccién
en la frecuencia de la hepatitis postrans-
fusional semejante a Ja ya citada.

La segunda pregunta es: gel uso sis-
temético del andlisis radicinmunoldgico
para el mismo fin, conseguird la desapa-
ricion de la hepatitis postransfusional?
Sobre la base de la informacidén actual, la
respuesta es negativa. Bn efecto, se ha
demostrado la transmisién de hepatitis
con sangre en la cual no se habia detec-
tado el AgHB por medio del anélisis ra-
dioinmunoldgico.X® * En algunos de es-
tos casos, se tuvo la explicacidn del hecho
al comprobar que la hepatitis del recep-
tor, si bien inoculada con la sangre trans-
fundida, fue del tipo A, o sea la varie-
dad de corta incubacién, Sin embargo,
en los sujetos restantes, la hepatitis fue
del tipo B, por lo cual es preciso admitir
que en cierto namero de casos, el anti-
geno escapa a la deteccion, aun con méto-
dos tan sensibles como el analisis radio-
inmunolégico.

Tres explicaciones pueden formularse
al respecto: Que el antigeno se encuentre
en cantidades tan pequefias que sea im-
posible descubrirlo con las téecnicas mis
sensibles de que se dispone en la actua-
lidad; o que los anticuerpos utilizados en

ANTIGENO DE HEPATITIS B

la reaccion no tengan la especificidad ne-
cesaria para detectar los distintos deter-
minantes del antigeno; o bien, que un
excese de anticuerpo, unido al antigeno
en la sangre del propio donador, oblitere
los sitios antigénicos e interfiera de este
modo con la reaccién inmunoldgica i
wifro.* ® Bs probable que cada una de
estas explicaciones juegue un papel en el
fendmeno.

De cualquier manera, puede afirmarse
que el andlisis radioinmunoldgico permi-
te identificar el AgHB en mayor nimero
de pacientes y de portadores asinfomiti-
cos, que las técnicas actualmente en uso.
Como consecuencia, representa un medio
més eficaz, tanto para el diagndstico etio-
légico de un importante grupo de hepa-
topatias, como para la prevencion de la
hepatitis postransfusional. Por afiadidura,
puede anticiparse que se introducirin me-
joras en la técnica, con lo cual aumentard
seguramente la utilidad del método en la
préctica,

Los autores agradecen la colaboracion del doc-
tor Jorge Gallegos en el estudio de los pacientes,
y la asistencia técnica de la Q.F.B. Martha Auba-
nel en las pruebas de laboratorio, asi como la
asesoria de los doctores Alfredo Cuardn, Felipe
Gordon y Hécior Rodriguez Moyado.
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