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RESUMEN

Se prepard un conjugado para la determinacién de anticuerpos contra el antigeno
de superficie del virus de la hepatitis B por inmunoensayo enzimatico tipo sandwich
de doble Ag. Se utilizé la peroxidasa, el antigeno de la vacuna cubana contra la
hepatitis B y el método de conjugacion del periodato. Se evalud la actividad
enzimatica, la actividad inmunoldgica y la actividad especifica del conjugado. La
enzima y el antigeno conservaron su actividad luego de la conjugacion y se escogi6
la dilucion 6ptima de trabajo 1/200. Se concluyd que el conjugado obtenido
presentaba adecuada especificidad, detectabilidad y reactividad, y podia
considerarse apto para su utilizacion.
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SUMMARY

A conjugate was prepared for the determination of antibodies against the surface
antigen of hepatitis B virus by double Ag sandwich ELISA. Peroxidase, the antigen
of the Cuban vaccine against hepatitis B, and the periodate-conjugation method
were used. The enzymatic activity, the immunological activity and the specific
conjugate activity were evaluated. The enzyme and the antigen conserved their
activity after conjugation, and the optimal working dilution 1/200 was selected. It
was concluded that the conjugate obtained had an adequate specificity,
detectability and reactivity, and could be considered apt for its use.
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INTRODUCCION

La hepatitis B (HB) constituye un grave problema de salud en el mundo. Se ha
reportado que la quinta parte de la poblacion mundial tiene evidencias seroldgicas
de infeccion por el virus de la hepatitis B (VHB). Cada afio se infectan mas de 50
000 000 de personas y se producen como minimo 250 000 casos nuevos de cancer
de higado atribuibles a este virus. Ademas, se estima que 350 000 000 de personas
mantienen el estado de portador del VHB.!

El diagnéstico y seguimiento de la HB requiere la determinacion de marcadores
seroldgicos virales, antigenos (Ag) y anticuerpos (Ac), mediante inmunoensayos. El
Ag de superficie del VHB (AgsHB) es la principal proteina de la envoltura viral y el
primer marcador seroldgico en aparecer, por lo cual es el mas importante para el
diagnadstico de la infeccion. Los Ac contra el AgsHB (anti-HBs) indican recuperacion
clinica o curacién e inmunidad.?*

Entre los inmunoensayos de tipo enzimaticos se encuentra el ELISA. La peroxidasa
(POasa) y el método de conjugacion del periodato (NalO,4) son muy utilizados para

la preparacion de los conjugados que se emplean en este procedimiento.>”’

Este trabajo tuvo como objetivo obtener un conjugado POasa-AgsHB para la
determinacién de anti-HBs por ELISA sandwich de doble Ag.

METODOS
Materiales biolégicos

POasa: P 6782, Tipo VI-A, Lote: 26H9512 (Biochemicals and Reagents for life
science research. Sigma 2004-2005).

AgsHB: Ag recombinante obtenido y producido en el Centro de Ingenieria Genética
y Biotecnologia de Cuba, segun patente European Patent Application EPO 480525
A2 (1992). Concentracion: 1,26 mg/mL para la conjugacion y 1,85 mg/mL diluido
1/1 600 como recubrimiento.

Anti-HBs: suero policlonal de burro con fraccionamiento alcohdlico. Concentracion
32 000 000 UI/L como control positivo diluido 1/10 000 y como recubrimiento
diluido 1/20 000.

Control negativo: suero humano normal.
Métodos utilizados

1. Método del NalO, para la conjugaciéon de POasa® y Método de Lowry® para la
determinacién de la concentracion de proteina especifica del conjugado.



2. Métodos de evaluacioén del conjugado: se incorpord un algoritmo analitico de
evaluacion, que consiste en la determinacion de la actividad enzimatica sin
interaccion Ag-Ac (AE), seguida de la determinacion de la actividad inmunolégica
(Al) y finalmente de la actividad especifica.®**

Para la evaluacion de AE y Al se emplearon las placas de 96 pocillos, los reactivos y
algunos de los pasos de los procedimientos que se siguen en los ELISA sandwich de
doble Ag y de doble Ac para HB, producidos, desarrollados y validados en el
Laboratorio de Inmunologia del Centro Nacional de Genética Médica, en
colaboracion con el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia.'**?

Para la AE el procedimiento consistiéo de forma general en afiadir a la placa sin
recubrir el conjugado en diluciones dobles seriadas (en solucion reguladora fosfato
salino, pH 7,.4) y un blanco de reactivos. Luego se incub6 con la solucién sustrato y
finalmente se midi6 la absorbancia del producto coloreado a 492 nm.

Para la Al el procedimiento general consistié en recubrir la placa con anti-HBs e
incubar con el conjugado en diluciones dobles seriadas (en el diluente del
conjugado empleado en el ELISA sandwich de doble Ag). Luego se lavé la placa, se
incubd con la solucién sustrato y se midié la absorbancia del producto coloreado a
492 nm.

La evaluacioén de la actividad especifica del producto como conjugado se realizé en
el ELISA sandwich de doble Ag.*® Se analizaron varias diluciones del conjugado con
diluciones dobles seriadas del control positivo de anti-HBs.

Andlisis

Se trabaj6 con 3 desviaciones estandar (DE) y un coeficiente de variacion (CV) de
hasta 10 %o, para 99,9 % de confianza. Las variables determinadas fueron: AE, Al y
DT (dilucion 6ptima de trabajo para el ELISA sandwich de doble Ag).

La AE y la Al se expresaron como un valor numérico segun la formula A= (DO¢
/DS) x Dil, donde Dil es la maxima dilucion del conjugado en que la media de las
densidades 6pticas se encontrd por encima del valor limite (DO¢), y DE es la
desviacion estandar del blanco de reactivos. El valor limite fue calculado como la
media del blanco de reactivos mas 3 desviaciones estandar.'®*

La DT para este método es la dilucidon del conjugado donde coinciden la mayor
linealidad, la mayor capacidad de discriminacién (K), y sobre todo la mayor
sensibilidad (S).*

Para evaluar la precision de los resultados de AE y Al se realizaron 2 ensayos en
cada caso, con 8 repeticiones de cada dilucion. Para la DT se realizaron 2 ensayos
con 2 repeticiones de cada dilucion.

RESULTADOS

El conjugado POasa- AgsHB obtenido queddé con una concentracion de Ag de 0,82
mg/mL y un volumen de 20,4 mL. En la tabla 1 se observa que la AE se encontré
en el orden de millones y los CV, tanto intraensayo como interensayos, estuvieron
por debajo de 10 %. En la tabla 2 se muestra que la Al presento valores de algo



mas de 100 000 y los CV de los estudios de precision también fueron inferiores a
10 %.

En las tablas 3 y 4 se muestran los resultados de la evaluacién del conjugado en el
ELISA sandwich. Puede observarse que los valores de la capacidad de
discriminacion y el total de puntos lineales consecutivos fueron similares en las
diluciones evaluadas del conjugado, pero en la 1/200 se observé la mayor
sensibilidad del método. En todo el rango de diluciones evaluado los CV de los
estudios de precision se encontraron por debajo de 10 %.

DISCUSION

En la determinacion de la AE, como se afiade el conjugado directamente a la placa
sin emplear recubrimiento, se mide la actividad tanto de la enzima marcada como
de la libre, porque el conjugado no se purifica una vez obtenido. En la Al, al
realizarse el lavado después de incubado el conjugado con el recubrimiento, la
sefial que se obtiene es solo la de la enzima marcada y de esta forma se mide
indirectamente la actividad inmunolégica del reactivo.®**

La evaluacion de AE y Al solo permitié conocer que existia funcionamiento de la
enzima y del AgsHB luego de la conjugacion. No se puede especificar cuan buena es
esa actividad por no disponer de valores de referencia, porque estas evaluaciones
no se hacian en el laboratorio con anterioridad a este estudio. Sin embargo, estos
resultados deben ser utilizados en los estudios de estabilidad y en la evaluacion de
conjugados que se preparen con posterioridad. De esta forma se comenzarian a
establecer los valores de referencia para el trabajo.'***

En la evaluacion en el ELISA sandwich, tanto la linealidad como la capacidad de
discriminacion del método en las diluciones analizadas fueron muy similares. Como
este inmunosistema se emplea para conocer el estado inmunoldgico del paciente, si
se encuentra seroprotegido (10-100 Ul/L de anti-HBs) o es hiperrespondedor (mas
de 100 UI/L de anti-HBs), y su capacidad de respuesta inmune, lo mas importante
es la sensibilidad del método.***® La dilucién donde se observé mayor sensibilidad
fue la 1/200, por lo que se escogié como la DT.

Aungue la dilucion 1/200 es bastante baja, es comparable con las que se han
obtenido en conjugados preparados con anterioridad en este laboratorio. A pesar de
lo anterior, con el volumen final que se obtuvo (20,4 MI) se puede realizar la
cuantificacion de aproximadamente 2 600 muestras, lo cual representa trabajo para
alrededor de 1 afio.

En todas las evaluaciones los CV se encontraron por debajo de 10 %. Esto indica
que la precision de los resultados fue buena al encontrarse estos valores dentro de
los criterios escogidos para 99,9 % de confianza.

Se concluy6 que el conjugado de POasa- AgsHB obtenido por el método del
periodato, presenta adecuada especificidad, detectabilidad y reactividad, y puede
considerarse apto para su utilizacion en la determinacién de anti-HBs por ELISA
sandwich de doble Ag.
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