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RESUMEN

Los métodos de diagnéstico para detectar enfernesdadecciosas han evolucionado con el desarraldad
Biotecnologia y las técnicas inmunoenziméticas, emlel caso del Sistema Ultra Micro Analitico (SUMA
desarrollado por el Centro de Inmunoensayos de ,Gubdiante la cuales se pueden determinar la piesde
antigenos o anticuerpos de diferentes enfermedtdes,como la hepatitis viral tipo B, C y enfedad de Chagas.
En el presente estudio se muestran los resultaokesidos del diagndstico serolégico durante un @éidrabajo
(2014) por tecnologia SUMA relacionada con dich#emrnedades en la poblacion residente del estad@dsira,
Venezuela.

El universo estuvo constituido por 7343 pacienteseyanalizaron un total de 21714 muestras, sigaidasl
instrucciones de acuerdo a la técnica de diagmisideccionada que se muestran a continuacién: USHcL
HBsAg PLUS, HBsAg Confirmatory Test, UMELISA HCV&generacion, y UMELISA Chagas.

En 27 muestras para hepatitis viral tipo B, el UNTEA HBsAg PLUS fue positivo en 9 pacientes, dedoales 8
resultaron confirmados. Por otra parte, el 21%ad®auestra estudiada (68 pacientes) fue positikiepatitis viral
tipo C. Tener ya identificados portadores en lalgnbn fue un paso de avance en la prevencion yisggnto de
dichos pacientes.

El 62 % de las muestras estudiadas para diagnddticenfermedad de Chagas fue positivo, lo cualiroafel
planteamiento sobre la endemia de dicha enfermedathento sumamente importante al realizarse wndgico
precoz en funcién de evitar la cronicidad y lasseauencias fatales de dicha infeccion.

En todos los casos, la realizacién de estudioedquizajes mediante técnicas de UMELISA por te@ialSUMA,
han sido (til y servirad de base para estudios posts de incidencia poblacional de las infecciaetectadas.

Palabras clave Hepatitis viral tipo B y C, enfermedad de Chagésnicas UMELISA, tecnologia SUMA.
INTRODUCCION determinar la presencia de antigenos o anticuetpos

diferentes enfermedades, tales como la hepatiti$ vi
Los métodos de diagndstico para detectar enfe- tipo B, Cy enfermedad de Chagh&®*°°”’

rmedades infecciosas han evolucionado con el de- Este método se basa en un sistema de diagndstico
sarrollo de la biotecnologia y las técnicas inmuno- integral sobre la base de las técnicas de inmunoen-
enzimaticas, tal es el caso del Sistema Ultra Micro  sayos, que en los Ultimos 17 afios han estadodiisgi

Analitico (SUMA) desarrollado por el Centro de In- fundamentalmente a programas o aplicaciones de sa-

munoensayos de Cuba, mediante la cuales se pueden lud en tres lineas de desarrollo fundamentales:
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- Programa Materno - Infantil: diagnéstico prenatal

y neonatal.

- Certificacion de sangre.
- Vigilancia epidemiologica.

Actualmente se estan utilizando también como
marcadores tumorales, en el diagndstico y segui-
miento de cancer de préstata, hepatocarcinoma,
coricarcinoma y otros.

Debido a que la enfermedad causada por estos
virus es dificil de detectar en sus primeros estagi
que no crecen en cultivos celulares - extremadament
costosos - los ensayos serolégicos son los mas
ampliamente utilizados en el diagnéstito.

En Cuba existe una red de laboratorios que
utilizan la Tecnologia SUMA, ubicados en hospitales
maternos, bancos de sangre, policlinicos y Cedios
Higiene, Epidemiologia y Microbiologia, constitu-
yendo modelo de aplicacién en pesquizajes masivos
para paises en vias de desarrollo.

Esta tecnologia es utilizada también en paises
como Venezuela, Brasil, Argentina, México, Colom-
bia y China’

En el municipio Garcia de Hevia, del estado
Tachira (Venezuela), se trabajan muestras humanas
recolectadas mediante venipuntura para el pesguizaj
epidemiolégico y diagnéstico de hepatitis virgloti
B, tipo C y enfermedad de Chagas - alta incideenia
la poblacion, las cuales son procesadas mediante
dicha tecnologia.

Hepatitisviral tipo B

El virus de la Hepattis B (VHB) es un
hepadnavirus, posee ADN de doble cadena, tiene un
antigeno de superficie (HBsAg) que es antigénica-
mente heterogéneo y otro antigeno HbeAg el cual es
identificado como soluble. Tiene una distribucion
mundial y es comun en grupos de alto riesgo
(personas que se inyectan por via intravenosa con
material contaminado, relaciones sexuales miltiples
desprotegidas, empleados, pacientes de centros de
hemodidlisis y que reciben hemoderivados, instituci
nes de discapacitados mentales y personal de salud,
entre otros). La identificacion de los casos sdare
base clinica se realiza solamente en el 10% de los
nifios y entre el 30% - 50% de los adultos que logra
un cuadro ictérico. Los individuos con infeccion
cronica pueden o no tener antecedentes de hepatitis
clinica. Entre el 15-25 % de las personas con infec
cion cronica por VHB, fallecen prematuramente por
cirrosis o carcinoma hepatocelular® * Se considera
gue la infeccion por VHB es la causa mundial del
80% de los pacientes con carcinoma hepatocelular y
ocupa el segundo lugar después del tabaco entre los
carcinégenos humanos conocidos.

Los humanos son el Unico reservorio, los
chimpancés son susceptibles pero hasta ahora no se
han identificado ningln otro reservorio anintat.®

La transmision se produce mediante secreciones 0
excreciones corporales (solo se ha demostrado que

son infecciosos la sangre y liquidos derivados del
suero), saliva, semen y secreciones vaginales.

El periodo de incubacién es 45 a 180 dias.
(promedio 60-90 dias). La variacién depende de la
cantidad de virus en el inoculo, el modo de
transmision y factores del huéspéd.?

El diagnéstico consiste en la deteccién de antige-
nos y anticuerpos especificos en el suero. El HBsAg
es el primer marcador que aparece después de la in
feccion viral, su presencia antecede la aparicién d
los sintomas, indica infeccién viral pero no neeesa
riamente replicacién viral o hepatitis crénita>**°

El UMELISA HBsAg PLUS es un ensayo inmu-
noenzimatico heterogéneo tipo “sandwich” de 3ra
generacion que emplea las ventajas de la readeion
alta afinidad entre la estreptavidina y la biotintj-
zando como fase solida tiras de ultramicroELISA
revestidas con anticuerpos monoclonales murinos de
alta afinidad dirigidos contra el determinante camu
a del HBsAg. Su detectabilidad para muestras de
suero o plasma es de 0, 325 UI/hit*°

HBsAg Confirmatory Test:

A pesar de la especificidad de las técnicas pzara |
deteccion del HBsAg, se pueden obtener falsos- posi
tivos debido a errores de manipulacién, instrumen-
tales inadecuados o a la ocurrencia de reacciones
inespecificas, es por ello que surgen los ensayos
confirmatorios que nos permiten afirmar que la
reaccién positiva, es provocada por la presencia de
HBsAg en la muestra:”

El ensayo HBsAg confirmatory test, se basa en el
principio de neutralizacion mediante el cual una
muestra repetidamente positiva reacciona con un
neutralizante (suero de conejo anti HBsSAg positivo)
con un suero control libre de anti HBsSAg (suero de
conejo normal). Los anticuerpos en exceso neutra-
lizan los determinantes antigénicos de la muekira,
que es demostrado por la disminucién significativa
de la sefial de fluorescencia con respecto a latraues
tratada con el reactivo control. Las muestras ugecs
0 plasma se analizan puras y diluidas (1:101) con
solucién salina. Se considera positiva cuando Mn=
0,7 Mc y Mc > 4, donde Mc es muestra con reactivo
control y Mn es muestra con reactivo neutralizante.

Hepatitisviral tipo C

La hepatitis viral no A y no B (HNANB)
representan mas del 90% de las hepatitis adquiridas
por via parenteral a través de sangre o sus desyad
se ha sugerido que hasta el 10% de los donantes
pueden ser infecciosos. Como minimo, mas de la
mitad de HNANB evolucionan a la cronicidad y en
una alta proporcion se alcanza la cirrosis y
hepatocarcinoma:>>’

Con la identificacion del virus de la hepatitfot
C (HCV) en 1989 y el desarrollo de los métodos
inmunoenzimaticos para su estudio, se ha podido
demostrar que el VHC es la principal causa de las
HNANB post transfusional, ademas que la presencia
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de anticuerpos contra el mismo en el suero o plasma
de una persona indica que ha sido expuesta al yirus
por tanto constituye un transmisor potencial de la
enfermedad-"%°

El virus de la hepatitis tipo C, es un ARN virus
con cubierta, clasificado dentro del género
Hepacavirus de la familia Flaviridae, del cual se han
identificado varios genotipos®*

La transmisién se produce por via parenteral y se
ha identificado en todas las zonas del mundo,
teniendo su mayor prevalencia entre personas que se
drogan por via intravenosa y los hemofilicos (70 -
80%) en menor proporcion, se observa en hetero-
sexuales, homosexuales, trabajadores de la salud y
contactos familiares (1 - 5%6)>*

La enfermedad tiene un comienzo insidioso, la
gravedad oscila desde casos sin manifestaciones cli
nicas (75%) hasta casos mortales que suelen ser
raros. En mas del 60% de los adultos las infecsione
son menos graves. Del 30-40% de las personas con la
forma crénica presentan hepatitis cronica activa y
entre un 5-20% pueden desarrollar cirrosis hepatica
9,10,11,12,13

Se considera a los humanos como Unico reser-
vorio. La transmisién se debe a exposicion percuta-
nea a sangre o hemoderivados contaminados (espe-
cialmente en toxicobmanos por inyeccion). El periodo
de incubacion oscila entre 2 semanas a 6 meses,
siendo lo ma&s comun entre 6-9 semanas. La transmi-
sibilidad comienza desde varias semanas antes de
comenzar los primeros sintomas y persistir por-tiem
po indefinido. Se desconoce el grado de inmunidad
que confiere la infeccion:>*3

El UMELISA HCV es un ensayo para la detec-
cion de anticuerpos dirigidos contra el virus de la
hepatitis tipo C en muestras de suero, plasma y
sangre seca en papel de filtro, el cual ha sido de
esencial importancia en pesquizaje de donantes de
sangre y oOrganos, control de grupos de riesgo y
estudio de pacientes con hepatopatias.

Es un ensayo inmunoenzimatico indirecto que
utiliza como fase solida tiras de microELISA recu-
biertas con péptidos sintéticos, correspondientas a
regiones del nicleo, regiones no estructurales (NS4
NS5) y una proteina recombinante de la region NS3
del VHC (virus de Hepatitis tipo C).

En caso de reaccion positiva el anticuerpo mar-
cado, se unira al complejo formado previamente
sobre la fase soélida (anticuerpo del VHC + antigeno
de recubrimiento), el cual mediante la aplicacién d
un sustrato fluorigénico permitira que sea medada |
intensidad de fluorescencia, lo cual permite datect
la presencia de los anticuerpos de hepatitis tipn C
la muestra

Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es una parasitosis
histica-hematica, producida por el protozoo flagela
Trypanosoma cruzi. Es endémica de las regiones
tropicales de América del Sur y Central donde se

considera uno de los principales problemas de salud
publica. En 1987, la OMS estim6 que 90 millones de
personas estaban expuestas al riesgo de infeccién y
20 millones se encontraban infectados>**

Producto del largo periodo de incubacién y la
aparicion de una respuesta humoral temprana, la
serologia adquiere una gran importancia en la detec
cion precoz de los casos, de manera tal que se
considera portador a todo individuo con resultados
positivos en dos de los ensayos serologicos estable
cidos (inmunofluorescencia, hemaglutinaciéon o
fijacion del complemento}:**>1°

La enfermedad atraviesa por 3 fases: aguda, inde-
terminada y crénica. La fase aguda comienza eatre |
primera y tercera semana después de la infeccién
inicial, la parasitemia es elevada pero los signos
clinicos son generalmente inaparentes. En la etapa
indeterminada disminuye la parasitemia, haciéndose
muy dificil la deteccién y el nivel de anticuerpss
incrementa. La fase cronica es frecuentemente morta
y se caracteriza por dafios irreversibles del mitica
y del tubo digestiva3*’

La transmision se produce basicamente por tres
vias: picadura de triatomineos infectados, exp@sici
a sangre contaminada, y transmision vertical de la
madre al feto por via transplacentaria.

Por las caracteristicas clinicas de los signos
inespecificos en la fase inicial de la enfermeddd,
periodo prolongado de incubacion y las complicacio-
nes fatales que ocurren en la fase crénica, el diag
néstico seroldgico cobra gran valbr*

El UMELISA Chagas, es una técnica inmunoenzi-
matica que posibilita la deteccion de anticuerss |
especificos dd. cruzi en muestras de suero humano.
Puede ser utilizado con los siguientes fines: gesqu
zaje de donantes de sangre, y pesquizaje de grupos
de riesgo en areas endémicas.

Es un ensayo inmunoenzimatico indirecto en el
que se utiliza como fase soélida tiras de ultramicro
ELISA revestidas con tres péptidos sintéticos
representativos de diferentes regiones inmunodomi-
nantes de la membrana de cruz, que han sido
obtenidos mediante sintesis quimica en fase soélida.
Las muestras se fijan a los antigenos de recubri-
miento y puede ser medida la intensidad de la fluo-
rescencia emitida mediante la aplicacion de un
sustrato fluorigénico, lo que detectara la presedei
anticuerpos IgG especificasT. cruz 2

En el presente estudio se muestran los resultados
obtenidos del diagndstico serolégico durante un afio
de trabajo (2014) por tecnologia SUMA relacionada
con dichas enfermedades en la poblacién residente
del estado de Tachira (Venezuela), con los sigesent
objetivos:

— Demostrar la utilidad de la tecnologia SUMA para

el pesquizaje de hepatitis viral tipo B, C y

enfermedad de Chagas en la poblacion estudiada.
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— ldentificar pacientes portadores des enferme-
dades sefialadas y contribuir en su seguimiel

control.

- Reconocer la incidencia deepatitis B, C y

realizados. Se realizd®nfirmatorio dehepatitis viral
tipo B a todas las muestras repetidamente posiin
el examen de Hepatitis viral tipo B (UMELIS
HBsAg PLUS).

enfermedad de Chagas en elnicipio Garcia di

Hevia, estado Tachir&€nezuel).
MATERIAL Y METODOS

Universo: 7343 pacientes.

Muestras: seanalizaron un total de 21714,

ellas

— 7066 para diagndstico depatitis viral tipo B
— 36 confirmatorios dedpatitis viral tipo E

— 7150 para diagnéstico 1
hepatitis viral tipo C.
— 7448 para diagnéstico ¢
enfermedad de Chagas.
Materiales: Computadora
laptop HACER, quipo lector PF
621, equipo lavador MW 2001
incubadora K Lab 601 fijada a
°C, impresora Lasser Jet Pro 20(
papel BOND 16.

Métodos

Todas las muestras fuer
analizadas por Tecnologia SUMA
Centro de Inmunoensayos de Cu
siguiendo las instrucciones
acuerdo a laécnica de diagndstic
seleccionada que se muestrar
continuacion: UMELISA HBsA(
PLUS, HBsAg Confirmatory Test
UMELISA HCV 3ra generacigny
UMELISA CHAGAS.

Se realizé este estudio a:

— Pacientes que concurrieror
los médulos o emergencias
gue clinica o epidemioldgiea
mente fueran sospechosos
portar algunas de las infec
ciones sefaladas.

- Embarazadas captadas y o
teriormente en cada uno
los trimestres de embarazo.

— Pacientes para pgeratorio

- Toda persona de zol
endémica como parte de
pesquizaje.

— Toda persona en edad férti
perteneciente a los grupos
riesgo conocidos para es
enfermedades.

Las muestras positivas por
primera vez -fueron nuevament
analizadas en dos ocasiones |
lograr un algoritmo de al menos
estudios posivos de los tre

RESULTADOS

En la Figura 1 se muestra el total de pacient
muestras procesadas por técnica de UMELISA ¢
Municipio Garcia de Hevi- estado Tachira durante
el afio 2014, segun tipo de estuchepatitis viral tipo
B, C y enfermedad de Chags.

Estos estudios fueron realizados a una buenaga
la poblacion ge los requirid, no obstante, y a pe

~ 7343 7438 I total pactes
8000 examinados
= H Hepatitis B
6000 -
. confirmatorio HB
4000 -
3000 - Hepatitis C
2000 -
1000 - 36 B Chagas

0

Figura 1. Total de pacientes y muestras analizadas y pord#ptécnici
realizada.

Fuente: Registros del Laboratorio SUMA yepartamento ¢ Estadisticas
ASIC Simon Bolivar, Municipio Garcia de Hevigachire, Venezuela).

He patitis B
9% (27
pctes)

confirma-
torio HB
8% (8 pctes)

\_ Hepatitis C

21%
(68 pctes)

Chagas
62%
(204 pctes)

Figura 2. Resultados de las muestras positiv:
Fuente: Registros del Lab SUMA y Dmtamento ¢ Estadistica ASIC Simon
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de que los mismos pueden ser realizados en la
localidad, aun existen pacientes no incluidos,
reflejando baja percepcion de la existencia deadich
infecciones con independencia del pesquizaje.

En la Figura 2 se observa la positividad de las
muestras de hepatitis viral tipo B, C y enferntkda
de Chagas estudiadas, durante el periodo analizado.

Se puede apreciar que el 62 % de las muestras
estudiadas para el diagnéstico de enfermedad de
Chagas fue positivo, lo cual confirma el plantea-
miento sobre la endemia de dicha enfermedad, siendo
muy importante el diagndstico precoz de la misma
para evitar la cronicidad y las consecuenciasdatal
de dicha infeccion:3141>16:17

Con respecto a hepatitis viral tipo B, podemos
observar que en 27 muestras el UMELISA HBsAg
PLUS fue positivo, lo que se corresponde con 9
pacientes y de los cuales 8 resultaron confirmaélos.
pesar de ser una baja positividad, es importacteodi
hallazgo teniendo en cuenta que sin éste tipo de
estudio no se hubiera realizado un diagnostico
definitivo, lo cual ademas de ser un riesgo para su
salud, tiene trascendencia desde el punto de vista
epidemiolégico. Todo lo anterior justifica la impor
tancia de conocer las vias de transmision y far¢ale
la educacion sanitaria en la poblacién en funcién d
la prevencién de dicha enfermedad.

Otro hallazgo que consideramos importante es
haber encontrado un 21% de la muestra seleccionada
(68 pacientes) positivos a Hepatitis viral tipo C.
Lamentablemente no contamos con el test para la
confirmacién de dichos resultados, no obstant&rten
ya identificados portadores en la poblacion esasop
de avance en la prevencion y seguimiento de dichos
pacientes.

El pesquizaje de dichas infecciones ha sido el
mecanismo de deteccion de poblacion “enferma”
entre los supuestamente sanos, viabilizandose el
inicio de tratamientos en funcién de mejorar la
calidad de vida.

Consideramos - para todos los casos - que la
realizacion de estos estudios de pesquizajes median
técnicas - UMELISA, por la tecnologia SUMA, ha
sido Gtil y ha servido de base para estudios
posteriores de incidencia poblacional de las
infecciones detectadas.

CONCLUSIONES

— La utilizacién de la Tecnologia SUMA para el
pesquizaje de Hepatitis viral tipo B, C vy
Enfermedad de Chagas, fue una herramienta Util
en el diagnéstico precoz de dichas infecciones.

- La identificacion de pacientes portadores de
Hepatitis viral tipo B, C y Enfermedad de Chagas,
permiti6 su tratamiento y control clinico -
epidemiolégico, asi como el seguimiento de las
mismas en la poblacion de estudio.

- Mediante esta investigacion, se pudo reconocer la
incidencia de dichas infecciones en el municipio
Garcia de Hevia, lo cual es un paso imprescindible
para la atencién de las mismas como problemas de
salud en dicha localidad.
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