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1. INTRODUCCION

Gradualmente, acerca de los diferentes agentes causales
de hepatitis =e ha ido aclarando, la hepatitis viral sigue
siendo unm de las complicaciones mas frecuentes de
transfusiones sanguineas, desde 1,972 después de la
introduccién de las pruebas para la deteccién del virus de la
hepatitis B, la incidencia de hepatitis postzansfusional.se
redujo a menos del 10%, algunas otras consideraciones que
merecen mencion en relacion al virus de la hepatitis B, aungue
es bastante mas alta que la hepatitis C, ambas son de
transmisidén por contactos sexuales, _ parecen ser muy
frecuentes, tanto en personas heterosexuales, como
homosexuales y en adictos a drogas intravenosas.

Por lo tanto se hizo el contacto con el Dispensario
Muﬁiclpal namero 3 debido a gue alli existe el programa de
diagnéstico, tratamiento y profilaxia sexual obligatoria
principalmente para las trabajadoras del sexo, aungue también
alli consultan personas de diferentes ocupaciones, edades y
sexos.

Teniendo la informacién fidedigna que desde gque existe el
programa en dicho dispensario en los afios 1,990 - 1,995 se ha
visto é mas de 20,000 casos de ETS, y donde pudimos tener
acceso a los datos de los sueros de pacientes con HIV
positivos para detectar la relacion AgHBs.

Corriendo el test de ELISA para dicho estudio.



'I1. DEFINICION DEL PROBLEMA

Gradualmente acerca de los diferentes agentes causales de
hepatitis se ha ido aclarando gue la hepatitis viral sigue
siendo una de las complicaciones mas frecuentes de las
transfusiones sanguineas, manipulacién de instrumentos, uso de
jeringas, desde 1,972 después de la introduccién de las
pruebas para la detecci6én del virus de la hepatitis B 1ia
incidencia de hepatitis post transfuncional se vio un aumento
algunas otras consideraciones gue merecen mencién al virus de
la hepatitis B aunque es mas alta que la hepatitis C ambas son
de transmisitén sexual, parecen ser muy frecuentes tantos en
personas heterosexuales, como homosexuales y en adictos a
drogas intravenosas.

Actualmente en Guatemala se han hecho estudios como en la
Universidad de San Carlos de Guatemala, en La Facultad de
Medicina, asi{ como trabajos de tesis (15}, ¥ en otros sectores
de la salud, ya gque se ha incrementado el interés sobre el
tema de la hepatitis B, ya que por 1o gue respecta a este
trabajo se parte gue por cada caso de lHIV positivo se
encuentran cientos de hepatitis B y la importancia de estas es
que ambas son de transmisién sexual presentando ambas una tasa
alta de morbimortalidad haciendo la salvedad que la hepatitis
B da mas problemas de morbilidad, y el HIV mas alto casos de
mortalidad.

Por lo tamto se hizo este trabajo dada la incidencia de

casos de hepatitis B con otras enfermedades de transmisién



sexual ¥ principalments con VIH.



TIE.. §USTIFICACION'.

En lx seroprevalencia de hepatitis B ha sido determinada
en varios grupos poblacionales, entre los cuales podemos
encontrar antre otros, trabajadoras del sexo, militares,
pelicias, donadores de sangre, pacientes cirroticos, hepatitis
viral, pacientes con problemas de glomeronefritis membranosa
proliferativa, hepatocarcinoma, reclusos, pacientes con
enfermedad genital ulcerativa y siendo los pacientes con
V.I.H. positivos un grupc de alto riesgo. (15)

Eztudios recientes han demostrado gue pacientes que se
l2s  ha realizadc el estudio de método de analisis
inmunocabsorvente ligado a enzimas (ELISA) se han encontrado un
porcentaje de 4-7% (poblacién general), esto nos viene a
demostrar gue ambas enfermedades tienen vias de transmigién
similares siendo estas las Vias parenteral y sexual {(fluidos
Toerporales). Al mismo tiempo se cree gque el paciente gue
tiene infecclén por V.I.H. puede padecer de hepatitis B. (2)

Artualmente en Cuatemala por medio de las autoridades de
salud se encuentra gue &s un poco el interés en cunante a la
prevencion de hepatitis B, (16)

En 1,995 en la Facultad de Medicina de la USAC se
argaﬂiéé una campaha preventlva a la hepatitis B por medio de
cartales, platicas a los alumnos, psrsonal gue labora =n ellsa,
pesteriocr a esto también se estd llevando la campana de

vacunacion de la hepatitis B, para los empleados tanto

profesionales como también personal administrativo, alumnos



incluyendo a los familiares, la cual se consideré un éxito
para dicho gprograma de prevencidn. (17) En el dispensario
No. 3 se = un total de 20 pacientes a la semana para el

estudio de V.I1.H. y esto justifica el presente estudioc.



IV. OBJETIVOS

A.- GENERAL:

Cuantificar la seroprevalencia de AgHBs en Suero

pacientes V.I.H. POSITIVOS.

b.- ESPECIFICOS:

Identificar:
El sexo mas afectado al AgHBs.
La edad del paciente.

El estado civil del paciente.

de



V. FUNDAMENTOS TEORICQOS
1.) GENERALIDADES:

El higado se afecta casi invariablemente por todas las
infecciones transmitidas por la sangre, ya sean sistematicas
o localizadas en la cavidad abdominal. La hepatitis wviral
aguda es una infecciédn sistematica que afecta principalmente
al higado, y es producida por varios virus hepatotréficos.
Las anormalidad bioquimica de la hepatitis, la condicién sine
gua non, es el aumento de cliertas enzimas hepaticas. Las
enzimas gque suelen medirse son las aminotransferasas
(transaminasas), de las cuales la alanina aminotransferasa
(ALT) es la mas especifica para las células del higado. El
aumento de estas enzimas es de 10 a 100 veces las cifras
normales del laboratorio. El criterio minimo para el
diagnostico bioquimico es el aumento de ALT 2.5 véces o mas de
los limites superiores normales, cuando menos en dos ocasiones
consecutivas con diferencia mayor de tres dias y menor de
cuarenta y cinco. (1-3)

Cinco virus (A,B,D,C,E y probablemente F) han sido
identificados como agentes de hepatitis aguda o crénica. Para
muchos expertos, la lista de virus gue induce la hepatitis es
completa. Para otros existe 1la posibilidad 6e virus
adiclonales distintos, pero la importancia de éstos no puede

ser aun definida, ya que la informacién es muy limitada. (4)



V1. HMARCO TECRICO
A) HEPATITIS A%

La hen2tlitis A es producida por un virus acido
ribunucléicn (RHA, desnudo resistente al éter, a los acidos y
al calor; de 27 nm, gue ha sido clasificado como enterovirus
de tipo 72. Su virién estd compuesto por 4 polipéptidos de
VPl a VP4. B8Su viremia es de corta duracion (2-4 semanas) y la
infeccitn aguda clinicamente es silenciosa aproximadamente en
el 70% al 90% de los individuos infectados. El resto de
pacientes infectados presentan ictericia. En estos pacientes
el riesgo de fallo hepatico fulminante es muy bajo,
probablemente menos de 1:1000 y no tienen riesgo de padecer

hepatitis crénica. (2,4)

Los humanos son el reservorio natural del virus de la
hepatitis A. La transmisién de la hepatitis A suele hacerse
por via fecal-oral. Esta se favorece por falta de higiene,
contacto intimo y hacinamiento. Se ha observado un aumento en
la incidencia en homosexuales masculinos secundario a la

practica de sexo oro-anal. (1)

Pueden descubrirse anticuerpos para el virus de la
hepatitis A (»ntiHAV) del tipo IgM, durante la enfermedades
aguda cuando la actividad serica de la ALT se eleva y todavia
hay eliminacioéon fecal de el virus de la hepatitis A. Esta

respuesta de anticuerpo temprana es predominantemente de ia



clase IgM nersistiendo varios meses, y ocasionalmente hasta un
afio. Ahora bien, durante la ‘onvalecencia predominan los
anticuerpos de la clase IgG, los cuales permanecen pesitivos
para toda la vida.

El diagndstico de la hepatitis A se establece durante la
fase aquda al demostrar titulos altos de anticuerpos de 1la

clase IgM. (2,3)

B) HEPATITIS B:

El wvirus de la hepatitis B es producido por un virus
aclido descxiribunucléico (DNA). La ultraestructura del virus
de la hepatitis B en el suero, demuestra varias particulas las
cuales tienen antigeno de superficie HGsSAG como cubierta de la
superficie. La particula mas prominente es una esfera de 20
a 22 nm gque a menudo coei&ste con estructuras filamentosas mas
largas. Ninguna de estas particulas es infecciosa; dado gue
s6lo son antigenos de superficie en exceso y no tienen &cido
nucléico. La particula Dane, es una estructura mas compleja
con HGaAg en su superficie y un centro interno que consiste en
HBcAg (antigeno central de 1la hepatitis B). Un tercer
antigeno de la hepatitis B es el antigeno Be de la hepatitis
B (HBeAg). El HBeAg es un antigeno soluble sin particulas,
gue so6lo existe en suero HBsAg positivo y parece ser un
componente interno o producto de degradacioén del nucleo del
virus de la hepatitis B. (2,3)

La viremia puede ser transitoria o crénica, pero es de



mayor duracién que la del virus de la hepatitis A, usualmente
de 4 a 8 semanas. La infecciéon aguda del virus de la
hepatitis B es clinicamente silenciosa en aproximadamente 90%
de los casos y se presenta con icteria en el 10% restante. En
pacientes gue estan sufriendo hepatitis aguda con ictericia el
riesgo de fallo hepatico fulminante es alrededor de 1:100. El
10% de los pacientes expuestos al virus de la hepatitis B
desarrollan infeccién crénica, en aproximadamente 2/3 de estos
paclentes las lesiones hepaticas son leves o moderadas no
llegando a padecer cirrosis, pero en 1/3 de los pacientes con
infeccidn crénica, el higado es afectado en forma de hepatitis

cronica activa. (4)

El curso de la hepatitis crénica activa consiste en tres
periodos sucesivos: -

- El primero puede durar de uno a varios afios y esta
caracterizado por alta replicaciéon del virus de 1la
hepatitis B y moderada actividad de la hepatitis croénica.

- El segundo periodo (a menuda terminada la seroconversion)
@5 caracterizado por una disminucién de la replicacién
del virus de la hepatitis B secundario a una respuesta
inmune y est& asociado a una marcada hepatitis croénica
activa.

= El tercer periodo esta caracterizado por una replicacién
muy baja del wvirus de la hepatitis B y se asocia con

hepatitis crénica persistente (poco activa).
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La transmisién puede producirse por medio de tres rutas:
parenteral, no parenteral y transmisién vertical (de madre a
hijo). A causa de la viremia y del estado de portador, las
transfusiones de sangre y sus derivados son vias evidentes de
su transmisioén, pero la busqueda meticulosa de los donantes

HBsAg positivos se ha reducido sustancialmente el riesgo. (1)

C.) HEPATITIS D:

El virus de la hepatitis D es un virus RMA imperfecto gque
necesita de la presencia del virus de la hepatitis B para su
replicacioén. La mayoria de los casos de infeccién con el
virus de la hepatitis D toman lugar en pacientes previamente
infectados croénicamente con el virus de la hepatitis B. La
infeccién crénica con el virus de la hepatitis B y el virus de

la hepatitis D, tienen las siquientes caracteristicas:

- La replicaciéon del virus de 1la hepatitis B es baja
secundaria al efecto inhibidor del virus de la hepatitis

D.

= A pesar de la baja replicacioéon del virus de la hepatitis
B, 1la actividad de 1la hepatitis crénica es alta
secundario al efecto directo citotéxico de la hepatitis

D. (2,4)

B s {



D:) HERPATITIS BE:

Es un virus RNA gue afecta solamente a la poblacién
africana vy asliatica. La infeccidén con el virus de 1la
hepatitis E provoca una hepatitis aguda y conlleva a un alto
riesgo de hepatitis fulminante en mujeres embarazadas. No

existe ningun riesgo de hepatitis croénica. (4)

E.) HERATITIS C:
& a. Datos Histéricos

Desde gue fue posible efectuar examenes para determinar
la existencia del virus de la hepatitis C, la mayoria de los
casos de hepatitis originalmente diagnosticados como no A y no

B son ahora reccnocidos como hepatitis tipo C. (5)

El agente infeccioso causante de la hepatitis C es
claramente un virus, a pesar de gue este no ha podido ser
visualizado mediante microscopia electrénica. El término
virus ha sido usado primariamente para designar agentes no
bacterianos reconocidos como toxinas en un organismo viviente.
Recientemente los virus han sido visualizados y clasificados
como particulas geométricas y especificas con formas vy
estructuras caracteristicas, confiriéndole el término virién
a este tipo de particulas. §5in embargo no todos los virus
existen como viriones visibles. Formas no particulares de
virus existen y han sido lliamados viroldes o virusoides. (6)

El virus de la hepatitis C fue el primer virus en ser

12



descubierto mediante la clonacién molecular sin utilizacidén
dire~ta dr- métodos biofisicos o bicldédgicos. En contraste, el
virus de la hepatitis A £fue descubierto por microscopia
electrénica inmune y el virus de la hepatitis B por técnicas
inmunoguimicas utilizando sangre humana infectada. El virus
del SIDA (VIH 1) fue descubierto por la infeccion de cultivos
de linfocitos humanos. Por un periodo de 15 afios gue empezd
en 1974, procedimientos inmunolégicos y virolédgicos similares
fueron aplicados a muestras de plasma que contenian el agente
de la hepatitis no A no B, sin tener éxito en la deteccidn del

virus de la hepatitis C. (6)

- b. Etiologia

Los secretos del ciclo de wvida del virus y de 1la
enfermedad que induce son revelados primariamente por Vla
secuencia de su genoma. Existen wvirus con wvariacién de
genomas diferentes de RNA y DNA. Estas varlaciones pueden se
lineales, circulares, de doble tira o de simple tira de RNA o
DNA y con acidos nucléicos segmentados y no segmentados. E1
virus de 1la hepatitis C esta compuesto de 10,000 bases
lineales de cadena simple de RNA. Su secuencia incluye un
marco de lectura largo y ablerto codificando poliproteinas de
3000 aminoc&cidos. La secuencias, estructura y organizacién
del RNA y la composicidén de las poliproteinas del virus de la
hepatitis C, tienen mucha similitud con el bien estudiado

flavivirus gque causa diversas enfermedades en humanos Yy
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animales. La analogia con el flavivirus sugiere gue las
poliproteinas del virus de la hepatitis C han sido segmentadas
dentro de tres proteinas estructurales Y cuatro proteinas no
estructurales. Las proteinas no estructurales modulan 1la
replicacién del genoma en las células infectadas y las

proteinas estructurales encapsulan el genoma de RNA.
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Vii. METODOLOGIA
A.- TIPO DE ESTUDIO: Se realizé un estudio con 96 muestras
de pacientes infectados con el Virus de Inmunodeficiencia
Humana (V.I.H), dichos sueros pertenecian al laboratorio
clinico del Dispensario Municipal No. 3, consulta de
Enfermedades de Transmisién Sexual, de la ciudad de Guatemala,

considerandose un estudio descriptivo transversal prospectivo.

B.- OBJETO DE ESTUDIO:
SELECCION DE LA MUESTRA: 8Se seleccionaron 96 sueros de
pacientes infectados con el V.I.H., 1los cuales fueron

escogidos simultéaneamente hasta completar el numero.

C.- CRITERIOS DE INCLUSION: Sueros de pacientes infectados

con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (V.I.H.).

D.- CRITERIOS DE EXCLUSION: Sueros de pacientes NEGATIVOS
para la infeccién del Virus de Inmunodeficiencia Humana

(V.I.H.).

E.- VARIABLES A ESTUDIAR:
Grupo etareo
Sexo
AgHBs Positivo

AgHBs Negativo

15



F.- PROCEDIMIENTO: Se utilizaron 96 sueros de pacientes
infectados con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (V.I.H.),
los cuales fueron analizados por medio del método de analisis

inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

G.- RECURSOS:
1.- HUMANOS: Médico investigador
Asesor
Revisor
Técnico de Laboratorio
2.- MATERIALES: Sueros de pacientes
Kits de AgHBs marca Behringer
Refrigerador

Boletas

16



GRAFICA DE GANTT

ACTIVIDADES

W -2 O s -

>4
>
>4
<
o]
E

XX
XX
XX
XX
XX XX XX XX
XX
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AGOSTO SEPTIEMBRE OCTUBRE

ACTIVIDADES

1 Seleccion del tema para el proyecto de investigacién.

2 Eleccidn de asesor y revisozr.

3. Recopilacién de material bibliografico.

4. Elaboracién del proyecto conjuntamente con asesor y
revisor.

5s Aprobacion del proyecto por Director del Dispensario
Municipal.

6. Aprobacion del proyecto por la Unidad de Tesis.

s Disefio de 1los instrumentos gque se utilizarén para
la recopilacién de la informaciédn,

8. Ejecucion del trabajo de campo o recopilacién de 1la
informacién.

9. Procesamiento de los resultados, elaboracitén de tablas y
graficas.

10. Analisis v discusiétn de resultados.

11. Elaboracisdn de conclusiones, recomendaciones y resumen.

12. Presentacion del informe £inal para correcciones.

13. Aprobacién del informe £inal.

1l4. Impresioéon del informe final y tramites administrativos.

15. Examen Pablico de defenza de la tesis.
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VIII.

RESULTADOS
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Gréatica No. 1
RIESGO DE CO-INFECCION ENTRE V.LLH./HEP. B

0]
ALTO RIESG GHANCROIDE

HERPES GENITAL

GONORREA

SIFILIS

CLAMIDIA

TRICOMONIASIS

PAPILOMATOSIS GENITAL

CANDIDA VAGINAL

MOLUSCO CONTAGIOSO

ESCABIOSIS

BAJO RIESGO

FUENTE: Control de Tratamiento y Prevencion. de las
Entfermedades de Tranamislén Sexualr.

Centro de Salud Municipal No. 3, Cluded de Guatemala
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Gréfica No. 2

TITULACION DE AgHbs EN EL SUERO DE 98 PACIENTES
V.LH, POSITIVO. GUATEMALA, GIUDAD AGOSTO DE 1,896
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AgHbs positivo AgHbs negativo

FUENTE: Control de Tratamisnto y Prevenciéon ce las
Entermedades de Tranamlslén Sexual,

Centro de Salud Municipel No. 8, Gluded de Guatemala.
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Grética No, 8

SEXO DEL SUE;}G DE ' 08 88 PACIENTES |

NFECTAD
DISPENSARIO MUNIGIPAL No. 3, CL

S POR EL V.LH.
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NICA DE E.T.8.

GUATEMALA, CIUDAD AGOSTO DE 1,886
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FEMENINO MASCULINO

" € UENTE: Control de Tratamienio y Pravencién de las

Entermedades de Transmisién Sexual, i

Centro de Ssiud Muniolpal No, 8, Ciuded de Guatemala,
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

La hepatitis P afecta a tode tipo de persona no
discriminando el sexo y grupo etareo.

En el presente estudio que se efectué sobre la
prevalencia de AgHBs con suero de pacientes con HIV positivos
se encontraron datos importantes desde el punto de vista
epidemiolégico ya que la hepatitis B una de sus formas
importantes de transmisién es 1la wvia sexual 1la cual
desafortunadamente para sociedades como la nuestra con un
grado de analfabetismo alto y por légica una poca educacién o
casi no no una pobre educacién sexual;

Por lo tanto encontramos qgue en la grafica numero 1 que
se linvestigdé en el presente estudio se encontraron 12
enfermedades de transmisién sexual algunas como la gonorrea,
sifilis, y ot;as como la hepatitis B y el HIV positivos que
pueden contaglarse por otras vias, transfusiones, mal manejo
de instrumentos. Lo importante de resaltar de estas graficas
es gue una persona se puede infectar o varias enfermedades al
mismo tiempo siendo las de mayor factor de riesgo de
morbimortalidad las de hepatitis B y el HIV positivas.

Respecto a la grafica numero 2.

Se pudo comprobar que el suero de 96 pacientes positivos
para el VIH encontramos 3 casos positivos para hepatitis B lo
cual evidencia que el contagio gue por uno o mas enfermedades
de transmisién sexual (ETS), se da en el grupc poblacional

estudiado (trabajadoras del sexo). Estos datos son
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importantes ya que la bibliografia mundial encontramcs numeros
mas bajos )0.4-0.7) casos de hepatitis B asociada al HIV. (1)

En la grafica numero 3, encontramos gque el sSexo mas
afectado es el femenino pero agui puede incidir varios
factores ya que en el dispensario numero tres acuden mas
personas del sexo femenino ya gue muchas de ellas tienen gque
hacerse este examen mensualmente ya gque su profesién se les
obliga exigiéndoles un carnet de buena salud.

De acuerdo a la bibliografia ambos sexos estan afectados
por igual ( ). Los estudios de prevalencia atacan a ambos
sexos por igual. También es importante sefialar gue al
dispensario Municipal numero tres consultan muy pocas personas
del sexo Masculino por ser desafortunadamente estas
enfermedades un tabl en la sociedad Guatemalteca.

Por Gltimo es importante recalcar gue haber encontrado 3
casos de hepatitis B de 96 sueros de pacientes con HIV
positivos es alarmante por la gravedad de ambas enfermedades
lo cual tiene un impacto a de la sociedad Guatemalteca ya que
estas enfermedades afecta a gente joven en edad reproductiva,
afecta a 1la poblacion economicamente activa del pais
representando este un ausentismo laboral, gastos médicos,
paramédicos, etc. 1lo cual a la larga viene a afectar

economicamente, social y politicamente al pais.
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RESULTADOS

Se eieétué tn estudio descriptive transversal prospectivo
con el suerc de %6 pacientes infectados con el V.I.H., a los
cuales se les corri¢ prueba de AgHBs con objeto de determinar
la seroprevalencia concomitante de ambas enfermedades, los
Sueros se corrieron a través del método de ELISA y 1los
resultados =& presentan en las graficas sigulentes,

Se encontrd que el 3.1% de los sueros (ver grafica 1)
fueron positivos para la prueba de BAgHBs, ademas podemos
observar que el sexo predominante fue el femenino (ver

grafica 2) siendo el 71.8% ¥ el sexoc masculino de 27.2%.
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IX. CONCLUSIONES
3 sueros de pacientes (3.1%), infectados con el virus de

inmunodeficiencia humano son seropositivos al AgHBs.

La relaciédn de hombres seropositivos de V.I.H. y mujeres
seropositivas fue de 2.5:1, es decir, gue por cada 2.5
mujeres infectadas por el virus de inmunodeficiencia
humana hay 1 hombre infectadc, demostrando esto gque el

sexo femenino es el grupo mas vulnerable a infectarse.

El 27% de sueros positivos al AgHBs pertenecieron al sexo

masculino.

El grupo etareo investiéado mas frecuente esta en la edad

15-30 afios.
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X. RECOMENDACIONES

Que se sigan realizando estudios de seroprevalencia de
AgHBs en diferentes grupos poblacionales, que provean de
datos epidemioldgicos de importancia para poder trazar

estrategias en la prevencién de dicha enfermedad.

Hacer ¢énfasis en la necesidad de una educacién e
informacién sobre el virus de 1la hepatitis B como
enfermedad de transmisién sexual mucho mas infectante gue

el virus de inmunodeficiencia humana, en todos los grupos

poblacionales.

Promover el uso del condén como método preventivo contra
todas las enfermedades de transmisién sexual, incluyendo

el virus de la hepatitis B.

La educacioén en Salud, sobre las enfermedades

transmisibles, es lo mas importante gue se puede

recomendar.

26



XI. RESUMEN

Se efectud un estudio descriptivo transversal-prospectivo
en el suero de 96 pacientes seropositivos con el virus de
inmunodeficiencia humana (V.I.H.), en el laboratorio clinico
del dispensario Municipal No. 3, consulta de enfermedades de
transmisioén sexual de la ciudad de Guatemala, con el fin de
determinar la seroprevalencia concomitante de AgHBs en este
tipo de poblacién, dentro de 1los datos epidemiologicos
Gnicamente se logrd obtener el del sexo y edad del suero de
los pacientes, ya que dichas pruebas (la del V.I.H.) son de
tipo confidencial ¥y anénimas, por ultimo se obtuve un
resultado del 3.1% (3 pacientes) con resultado positivo al
AgHBs, concluyéndose gque bien pudo ser una infeccién
concomitante debido al tipo de practicas sexuales de riesgo de

estos pacientes.
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XI111. ANEXO

ANEXO B:

METODO DE ELISA DE SEGUNDA GENERACION PARA DETECCION DE

ANTICUERPOS PARA LA HEPATITIS B.

TRABAJO PREPARATORIO:

Diluir 15 ml de solucidén de lavado hasta 300 ml con agua
destilada. (Para 100 pruebas. Si se regquiere de menos,
preparar en la misma proporciédn).

Solucién del conjugado: Afadir al conjugado-POD anti-HBV
11 ml de tampén de conjugado y mezclar agitando ligeramente,
evitando ia excesiva formacién de espuma. (Para
aproximadamente 100 pruebas).

fi P .

1) Fijar la cantidad necesaria de pocillos (igual al numero
de muestras a analizar).

2) Dosificacién de las muestras: Llenar 4 pocillos de 1la
placa de examen con 100 microlitros de suero control
negative, 2 pocillos con 100 microlitros de control
positivo, y los demas pocillos con 100 microlitros de
muestras de plasma o suero.

3) Incubacién de las muestras: Cubrir con hoja adhesiva, e
incubar {bafio de maria cubierto) a +50 grados centigrados
por 1 hora.

4) Lavado: Desprender la hoja adhesiva, aspirar todos los

pocillos, llenar aproximadamente 0.3 ml de solucién
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5)

6)

T

8)

9)

10)

11}

lavadora diluida, aspirar nuevamente. Repetir el lavado.
Dosificacién del coniugado: Colocar 100 microlitros del
conjugado en cada pocillo (procurando no mojar 1los
bordes).

Incubaci6én del conjugado: Cubrir con una hoja adhesiva
nueva, e incubar nuevamente a +50 grados centigrados por
30 minutos.

Poco antes de finalizar el tiempo de incubacién, llenar
un frasco de cromégeno con 10 ml de solucién de
tampén/sustrato, disoclver agitando y conservar ésta
solucidn protegida contra la luz.

Lavado: Retirar la hoja adhesiva, aspirar por completo
todos los pocillos, lavar cuatro veces seqgan lo descrito
anteriormente.

Dosificacién del sustrato: Llenar los pocillos con 100
microlitros de la solucién del tampén/sustrato cromoégeno
preparada previamente.

Incubacién del sustrato: Volver a cubrir con una nueva
hoja adhesiva, incubar 30 minutos entre +18 y +25 grados
centigrados evitando la intensa accion de la luz (colocar
camara oscura o dentro de un estante oscuro.

Reaccién de detenimiento: Retirar la hoja adhesiva,
afiadir 199 microlitros de la solucién de detenimiento
manteniendo el mismo ritmo gue durante la dosificacioén de

la solucién tampdn/sustrato - cromébgeno.

33



12)

Evaluacién: Visual o fotométrica dentro de 1 hora.
Lectur> visual: Mantener la placa sobre una superficie
blanca o sobre un aparato de iluminacién adecuado.
Interpretacién de resultados: Comparar las muestras;
controles negativos: casi indoloros; controles positivos:
coloracién amarilla.

Lectura fotométrica: Seguir normas de uso impartidas por
el fabricante del aparato para calcular el valor limite

de este.
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