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RESUMEN

Se evalu¢ la influencia de las concentraciones de las particulas asociadas con el virus de
hepatitis B desde el punto de vista inmunolégico mediante la formacién de
inmunocomplejos especificos (ICE), se determiné el DNA antes y después de for-
mado el inmunocomplejo. Se utilizaron 10 muestras seroldgicas de pacientes porta-
dores crénicos con antigenemia baja (menos de 1 ug/mL), a las que se les realiz6
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) para deteccion del ADN
viral. A cada muestra se le aplicd la técnica de ICE mediante un estdndar de
anticuerpos para su formacion in vitro, se realiz6 una purificacién con fenol cloro-
formo para ser procesado por RCP. La amplificacion de las muestras con
inmunocomplejos demostrd que la técnica de ICE poseia capacidad de concentrar el
antigeno y éste pudo ser detectado cuando no era posible determinar las concentra-
ciones en una electroforesis de agarosa.

Descriptores DeCS: COMPLEJO ANTIGENO-ANTICUERPO; VIRUS DE LA HE-
PATITIS B /inmunologia; ADN VIRAL/inmunologia; ANTIGENOS DE SUPERFICIE
DE LA HEPATITIS B; REACCION EN CADENA POR POLIMERASA/métodos.

Los diferentes marcadores serolgicos
de la infeccion por virus de la hepatitis B
(VHB), antigenos y anticuerpos, son en ge-
neral detectados en el suero de los indivi-
duos infectados. El estudio de la presencia
de estos marcadores es necesario para de-
terminar la etapa de la infeccién y evaluar
la infectividad del paciente.! El antigeno
de superficie de la hepatitis B (AgsHB) es
el primer marcador detectable en suero o
plasma, tras la infeccidn por este virus.

La mayoria de los ensayos serolégicos disponi-
bles comercialmente para el diagnéstico de
infeccion por VHB se basan en ensayos de
fase solida del tipo inmunoensayo enzimatico,
hoy dia se emplean métodos muy sensibles y
especificos como la deteccion del acido
desoxi-rribonucleico (ADN) viral. Atun con
estos métodos aparecen resultados falsos ne-
gativos que deben ser bien valorados, con el
objetivo de efectuar una eficiente clasifica-
ci6én inmunoepidemioldgica de los casos.



En trabajos realizados en el Departa-
mento de Inmunologia del Instituto de Cien-
cias Basicas y Preclinicas "Victoria de
Gir6n" se ha podido comprobar que cuando
las antigenemias son bajas disminuye en gran
medida la posibilidad de detectar el ADN,
independientemente de la positividad o no
del resto de los marcadores. El presente
trabajo tiene como proposito demostrar la
influencia de concentraciones desde el pun-
to de vista inmunoldgico de las particulas
asociadas con el virus de hepatitis B me-
diante la formacién de inmunocomplejos
especificos (ICE), con la determinacién en
éstas del ADN antes y después de formado
el inmunocomplejo.

METODOS

Se utilizaron 10 muestras seroldgicas
de pacientes portadores crénicos con
antigenemia baja (menos de 1 pg/mL), re-
colectadas en la consulta de hepatitis del
Departamento de Inmunologia de "Victo-
ria de Girén" y evaluadas por el método
serologico de cuantificacion de AgsHB
desarrollado en el departamento. A estas
muestras se les realiz6 la técnica de reac-
cion en cadena de la polimerasa (RCP) para
la deteccion del ADN viral. Los sueros se
procesaron a una concentracion 1x y 10x y
al conocer el punto de equivalencia de los
inmunocomplejos para este antigeno, se les
aplicé la técnica de ICE mediante un
estandar de anticuerpos para su formacion
in vitro; se precipitd con sulfato de amonio.
La concentracion de proteinas fue calcula-
da a través de la densidad Optica del preci-
pitado a una longitud de onda de 280 nm.?
El precipitado obtenido fue resuspendido
en tampon fosfato salino (PBS), se le rea-
liz6 una purificacién con fenol cloroformo
para ser procesado por RCP; para ello se

utilizaron 10 uLL de muestra en una mezcla
de reaccidn final de 100 L. Se emplearon
en la amplificacién cebadores que flanquean
la region que codifica para la proteina S
del VHB. El estudio del producto amplifi-
cado se realizé en geles de agarosa tefiidos
con bromuro de etidio.

RESULTADOS

De las 10 muestras 1x y 10x evalua-
das en paralelo, 50 % resulté negativo en
la deteccién de ADN viral por RCP antes
de la formacion de los ICE. Después de la
formacion in vitro de éstos se reevaluaron
con la técnica de RCP, se mantuvieron los
mismos resultados en las 1x; cuando se re-
validaron las muestras 10x se obtuvo 100 %
de positividad en la detecciéon del ADN
viral. En todas las muestras positivas se
amplificé un segmento de la talla esperada
(440 pb).

DISCUSION

La amplificacion de las muestras con
inmunocomplejos demuestra que la técnica
de ICE posee la capacidad de concentrar
el antigeno, y éste puede ser detectado
cuando se encuentra en concentraciones
insuficientes para ser determinadas en una
electroforesis de agarosa. Esto fue demos-
trado con la realizacion de una
electroforesis capilar a las 5 muestras 1 x
negativas por RCP; que resultd en todas po-
sitiva por su alta sensibilidad.

El disefio de ICE con muestras biol6-
gicas brinda la ventaja de aumentar la sen-
sibilidad del método de deteccién y ampli-
ficacién del ADN y debe ser utilizado como
un método confirmatorio en caso de mues-
tras con resultados discordantes entre
serologia y ADN.
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SUMMARY

We evaluated the influence of the concentrations of particles associated with Hepatitis B virus from the immunologic
viewpoint through the formation of specific antibody-antigen complexes, and also we determined DNA before and
after the formation of the complexes. We used 10 serological samples of chronic carrier patients with low
antigenemia(less than 1pg/mL) which were subjected to PCR for detecting viral DNA. The antibody-antigen
complex technique was used in each sample through standard antibodies for the complex to be formed in vitro,
then purification with phenol chrololform to be PCR-processed. The amplification of samples with the antibody-
antigen complexes showed that this technique was able to concentrate antigens, so it could be detected when it was
impossible to determine antigen concentrations in an agar electrophoresis.

Subject headings: ANTIGEN- ANTIBODY COMPLEX; HEPATITIS B VIRUS/immunology; DNA VIRAL/
/IMMUNOILOGY; HEPATITIS B SURFACE ANTIGENS; POLYMERASE CHAIN REACTION/methods.
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