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RESUMO: 39% soros suspeitos de hepatite virdtica ¢ 105 soros antigeno HBs
positivos provenientes de banco de sangue de Sdo Paulo, SP, foram utilizados para
comparar as técnicas de imunoeletroforese cruzada {IEC) e radioimunoensaie {RIE}
ecom hemaglutinacds passiva reversa (HAPR). A concordincia entre RIEX ¢ HAPR
foi de 819, e, enire & HAPR e IEC, fol de 58%5. As hemicias preparadas em
nossos laboratérios parn o teste de HAPR nio apresentaram diferencas significativas
quando comparadas com as hemécias padrfio e, guardadas até 6 meses a 4°C, nio
apresentaram altera¢des em sua sensibilidade. A reacio de HAPR foi preferida pela
sua sensibilidade e facilidade de execugdo.

DESCRITORES: hepatite, virus B; antigeno de superficie.

INTRODUCAO

Véarias técnicas tém sido aplicadas na
detecedic do antigeno HB., tais como imuno-
difusdo (ID}) ** ¥, imunceletroforese cruzads
(IEC) *+°, fixacfio de complemento (FQ) = *,
hemagiutina¢io passiva reversa (HAPR)®*™
e radicimunoensaic (RIE) ™%,

No entanto, reages como a ID, IEC e a
FC sf@ce passiveis de eritica por serem de
baixa sensibilidade, sendo esta iltima fre-
qiientemente anticomplementar, J& o RIE,
apesar de ser considerado como ¢ mais
sensivel, forna-se pouco préiticc em nosso
meio, devido ac seu alto custo, como também
pela necessidade de equipamentos espeeciais.

Por outro lado, a reacio de HAPR possui
alta sensibilidade, facilidade de execucdo,
bem como custo mais baixo em relagdc ao
RIE® Essa reagic baseia-se na utilizacio
de hemscias sensibilizadas eom anticorpos
anti-HBs, e j4 vem sendo amplamente utili-

zada na triagem de soros de doadores nos
maiores centros de Japho.

O presente trabalho tem como finalidade
a obtencdo de hemdciag de carneiro sensibili-
zadas nos laboraidrios do Institute Adolfe
Luiz e a comparagio dessas com hemécias
de outras procedéncias e, ao mesmo tempo,
a comparacidoc da reacio de HAPR com RIE
e IEC em soros de doadores e de portadores
de hepatite infecciosa.

MATERIAIS E METODOS

Amostras

309 soros de pacientes com suspeita de
hepatite virdtica, provenientes do Hospital
Emilio Ribas, S&o0 Paulo, SP; 105 sorecs
HBsAg positives por RIE enviados por bancos
de sangue de Sic Paule, 8P, dos guais o sore
HB-18, selecionado como padrio, foi utilizado
em diluigdes dobradas para comparacio de
sensibilidade entre diferentes técnicas.

* Realizado na Secfio de Imunologia do Institute Adelfo Lutz, Sic Paulo, SP.

** Do Institute Adolfo Lutz, Sio Pauloe, 8SP.

83



KIMURA, R.T.; TACHIBANA, C.F.; CURY, V.L, & TAKEDA, A K. -~ Reagdes imunclogicas para

& detecgBo do antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg).

Rev. Ingi. Adolfo Lutz, 38{2):83-86,

1978,
EReagées
Radioimunoensaic — Foi realizado utilizan-
do-se 03 resgentes Ausria TI-125, dos
Laboratérios Abbott do Brasil
Imunoeletroforese cruzades — Fol realizada

pela téenieca j& deserita*®  As liminas de
vidro foram recobertas com uma camada de
1mm de espessura de dgar Oxoid n® 3, em
tampéce veromal (pH 8.6, 0,075g). A
eletroforese fol vrealizada & temperatura
ambiente, 30 mA, durante 30 minufos.

Hemaglutinaefc passiva reversa — As
amostras de soros a serem examinadas foram
diluidas em série, na razio log. com tampéo
diluente (10 g de sacarose, 2 g de azida sddica,
5ml de soro normal de coelho e 5 ml de soro
normal de cavalo para 1.000 m! de tampio
fosfato salino (P.B.B.), pH 7.2, em placas
de microtitulagio em ‘V’, com algas diluido-
ras de 25 microlitros™. Em cada cavidade
da placa foram adicionados 25 miero-
litros de hemdcias  sensibilizadas com
gamaglobulina anti-HBs. As placas foram
agitadas e deixadas em repouso durante 2

horas & temperatura ambiente. O titulo foi
considerado comoe sendo a maior diluicde do
soro onde ainda ocorre a aglutinacio de
heméacias., As hemdcias J. M. 8., utilizadas
como padrdo, forazm cedidas pela Jichi
Medical School, Tochigi-Ken, Japdo, enquanto
que as hemdeias 008 e 329 foram sensibili-
zadas mos laboratdrios do Institute Adolfo
Lutz, com gamaglobulina anti-HBs purificada
em coluna de cromatografia em Sepharose
48, segundo a técnica de IMAIT et aliis

RESULTADOS E CONCLUSAQ

Pode-se observar na tabela 1 a variacio
de sensibilidade das diferentes téenicas
empregadas, quando comparadas em relaglo
2 um mesmo sore antigeno HBs positivo,

A imunceletroforese cruzada demonstrou
menor sensibilidade com uma detecgio de
antigeno até a diluigdo de 2°% J4 a reacdo
de hemaglutinagdo passiva reversa mostrou
uma sensibilidade mais préxima & do
radicimunocensaic, principalmente em relagio
4 hemdcia 008, com uma positividade até a
diluieao 27,

TABELA 1
Detecgiio do HBsAg por diferentes téenicas
. %%
Dilui¢do do RIE * R-PHA IEC #%&
soro padrio cut-off 342 e¢pm Hemicias Hemicias Hemdelas
HB-13 M8 1AL-320 | 1AL.gos | Auseell
ndo diluido - 5685 o -+ E + +
2 + 5606 + + + + +
2 -+ 6836 + + + + +
2 + 6528 + + + + +
2+ o 7154 + 4+ o+ + o+
2 4 5994 + 4 4 + +
2" + 6208 + + + 4 .
27 - 7153 e 4+ -+ - neg.
2 e 6837 + + - o} neg.
28 + 6801 - 4 e - neg.
2 -} 6586 -+ Ao e 4 neg.
2% - 5711 - 4 . + neg.
2% - 3995 + -+ . + heg.
i . 1878 + neg. e 4 neg
o -3 2861 + neg. A neg. neg
2 . 828 neg. neg. + neg. neg.
2 E neg. neg. + neg. neg.
A e 474 neg. ne + neg. neg.
a8 4 428 neg. neg. -+ neg. neg
2 4 351 neg. neg. neg. neg. neg.
2= - 353 neg. neg. neg. neg neg.
# RIE: Ausrig I1-125, pesguisa do HBsAg por radioimuncensaie.
#%  R-PHA: hemaglutinagfic passiva reversa
JMS: heméeias padrdo da Jichi Medieal School, Japio
IAL-229: hemicias preparadas no Instituto Adelfo Lutz, Sic Pauloe
IAL-008: hemécias preparadas ne Instifuto Adolfe Lutz, SZc Paulo
Anscell:  hemécias Hofilizadas dos Laboratérios Abbett do Brasil.
**x TEC; imunpoeletroforese eruzada.
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TABELA 2

Teste do X* pare o estudo do verinpdo do pensibilidade entre as hemdcine J.M.S8. e 229, uiilizadas
ne reegdo- de hemaglutinagie pessive reversa

Amostra 1 Amostra 2
Reacdes Total
fo fe fo fe
RIE 158 153,3 66 59,6 218
122 128, 49 48,0 ,
HAPR * (IM.5.) (3.M.5.) (329) (329) 171
IEC 72 78,6 26 274 28
Total 347 347 1856 185 482

* Ns amosira i foi utilizada a hemacia J. M. 8. na reacio HAPR, enquanto gue na amosira 2 esta

reaghoe fol realizada com a hemdeia 328,

f0 freqiténcia chservada,
fe — fregiiéncia esperads.
He ~ as amostras provém de um mesmo universo, Estatisticamente, nfo existe diferenga signi-
ficativa na sensibilidade das duas partidas de hemdacias.
H, -~ as amoesiras ndo provém de um mesme universo. HA4 diferen¢a significativa na sensibilidade
das duas partidas de hemfcias,
{fo-fe)?
X2 ope ™ s — 3,000 - G,0088 40,0278 o 0,0827 . 00253 + 007156 = €,1377
fe

X2, = X22.0. 05 = 5981

Como X 2., & menor que X 2,,,, aceita-se gue, estatisticamente, nio hd diferenca significativa na

sensibilidade das duas

TABELA 3

Concorddnein entre as diferenies tdenicas paro
deteegdo de HBsAg

RIE/HAPR BIE/IEC HAPR/IEC
218/171 213/98 171/98
80,3% 4607 57.8%

O teste comercial Auscell (Laboratérios

Abbott) mostrou um resulitado equivalente
reagio de hemaglutinacio passiva reversa
com as hemdeias J. M. 3., porém infericr
com as hemdecias 008 produzidas em nosso
Iaboratorio.

Analisando-se os resultados obtidos pela
imunoeletroforese cruzada e pele radioimu-
noensalo, com os obtides pela hemaglutinacio
passiva reversa, com duas partidas de
hemécias diferentes, J. M. 8. e 329, pode-se
admitir estatisticamente que existe uma
homogenecidade de sensibilidade entre as duas
partidas (ao nivel de significdncia de 0,05}
como se pode observar na tabela 2, Assim
sendo, para a comparagio da reagdo de

partidas de hemdcias, 228 e J. M. 5, com um nivel de significAnela de 0,05,

hemaglutinacio passiva reversa com as iée-
nieas do radioimuncensaio ¢ imunoeletroforese
cruzada foram somadoes os valores obtides
com os dois lotes.

Observando-se z tabela 3, nota-se gue, de
213 casos HBs pogitives por RIE, 171 foram
positives por HAPR e 98, positivos por IEC.

Relacionando-se as trés téenieas, obtém.
-se¢  uma concordincia de R0,39% entre
RIE/HAPR, 460% para RIE/IEC e B73%
para HAPR/IEC,

A reagdo de HAPR possui uma sensibili-
dade bastante préxima & de RIE, enguanto
a IEC é bem menos sensivel, mesmo quando
comparada 4 HAPR, o que estd de acordo
com o5 dados obtidos por PETERSON
et alii,

A reacdo de HAPR, devido & sua relativa
sensibilidade, facilidade no preparo dos rea-
gentes, baixo custo e rapidez na sua realiza.
¢do, torna-se bastante pratica para ser wutili-
zada, tanto em diagndstico como em triagem
de doadores.
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SUMMARY: Commonly employed laboratory tests for detection of the hepatitis
B surface antigen show low sensitivity or are cumbersome to carry out. With the
reverse passive haemagglutination (RPHA) technie, there is no suck problems, and
the test is very sensitive and easy to carry out. The results of three tests, ecunter-
immunoelectrephoresis, radioimmuncassay {RIA} and RPHA were compared, The
sera were from pailents suspected of viral hepatitis as well as from bload
donors. The purification of HBsAg to obtain the anii-sera and ihe sensitization
of red cells were done in this laboratory. These red cells have not shown any
significant difference with the red cell conire!l and there was no alteration of their
sensitivity after 6 months at 4°C. The agreement between RIA and RPHA was 819.
With this procedure, public health laborafories can prepare a reagent at low price
for u simple sensitive test which may be extremely useful for evidenciation of
HBsAg in patients and in blood-bank donors.

Bev., Inst. Adolfe Lutz, 38(2):83.85,

DESCRIPTORS: Thepatitis virug B; surface antigen.
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