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RESUMEN

La desaparicién del antigeno e de hepatitis B con la presencia de los anticuerpos plasmaticos antiantigeno e puede
indicar una respuesta terapéutica satisfactoria en pacientes con hepatitis B crénica. Las pruebas inmunocromatograficas
desarrolladas para el diagnéstico de enfermedades utilizan diferentes combinaciones de anticuerpos y pueden
emplear la tecnologia de avidina o estreptavidina-biotina para aumentar la sensibilidad analitica. Se describe el
uso de la avidina-biotina para el desarrollo de una prueba inmunocromatogréfica rapida para la deteccion de
anticuerpos antiantigeno e en plasma. Se detectaron estos en el laboratorio mediante dos pruebas inmu-
nocromatogrdficas rapidas con la utilizacién en una de ellas de la tecnologia de avidina-biotina. Estas pruebas se
desarrollaron con formato de inhibicién competitiva de un solo paso y amplificada o no con avidina-biotina. Se
aplicaron anticuerpos monoclonales antiantigeno e obtenidos mediante hibridaciéon celular. Mediante ellas se
evaluaron 46 muestras plasmaéticas clasificadas en positivas y negativas a los anticuerpos antiantigeno con una
prueba inmunocromatogrdfica Advanced Quality™ de referencia. Se estudié el posible tiempo de vencimiento de
los reactivos biolégicos constituyentes de esas pruebas con experimentos de termoestabilidad acelerada. Se analizé
la posible interferencia en plasma de algunos compuestos bioquimicos en el uso de esos ensayos. Se obtuvieron 4
anticuerpos monoclonales murinos antiantigeno e y solo uno de ellos se us6 con un anticuerpo policlonal antiantigeno
e conjugado con oro en esas pruebas inmunocromatogrdaficas. Ambas pruebas con sus reactivos biolégicos estables
discriminaron las muestras positivas y negativas a anticuerpos antiantigeno e, igual que la prueba comercial. No
existié interferencia de los compuestos bioquimicos estudiados en esas pruebas. Las dos pruebas
inmunocromatogréficas desarrolladas en el laboratorio son Utiles para detectar anticuerpos antiantigeno e en
plasma. La avidina-biotina aumenté la sensibilidad analitica de este tipo de prueba inmunocromatografica répida
sin alterar sus caracteristicas de ejecucion.
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ABSTRACT

Development of one-step, competitive inhibition, immunochromatographic assay with avidin- biotin for
detecting antibodies against antigen e of Hepatitis B in human plasma. The disappearance of antigen e
of hepatitis B in the presence of the plasmatic antibodies against antigen e may indicate a satisfactory therapeutic
response in patients with chronic hepatitis B. The immuno-chromatographic test carried out in the diagnosis of
diseases use different antibody combinations and may employ the avidin or streptavidin-biotin technology to
develop a rapid immuno-chromatographic test for the detection of antibodies anti-antigen e in the plasma. They
were detected in the laboratory by means of two fast immuno-chromatographic tests when using in one of them
the avidin-biotin technology. These tests are carried out with a one-step competitive inhibition format and amplified
or not with avidin-biotin. Monoclonal antibodies against antigen e obtained by cellular hybridization were used.
Forty-six plasmatic samples classified as possitive and negative to the anti-antigen antibodies were evaluated
with a reference immunochromatographic test Advanced QualityTM. The possible expiry time of the biological
reagents forming part of these tests were studied with accelerated thermal-stability experiments. The possible
interference in the plasma of some of the biochemical compounds used in these trials was analyzed. Four murine
monoclonal antibodies anti-antigen e were obtained and only one of them was used in these
immunochromatographic tests with an anti-antigene polyclonal antibody conjugated with gold. Both tests and
their stable biological reagents discriminated the positive and negative samples to the antibodies anti-antigen e,
as well as the commercial test. There was no interference in the biochemical compounds studied in these tests.
Both immuno-chromatographic tests made in the laboratory are useful to detect antibodies anti-antigen e in the
plasma. The avidin-biotin increased the analytical sensitivity of this type of fast immuno-chromatographic test
without altering its performance features.
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Introducciéon

Lahepatitisviral B (HB) esun problemaglobal, afecta
arededor del 5% de la poblacion mundia [1]. Es la
primera causa de cirrosis y carcinoma hepatocelular.

La proteina natural de antigeno e de HB (AgeHB) se
originade unapartedel gen del antigeno de coredeHB

. Autor de correspondencia

(AgcHB) y comparte una gran homologia en la se-
cuenciaaminoacidicacon el AgcHB. Sinembargo, estos
antigenos seran reconocidos por anticuerpos naturales
contra epitopos diferentes de ambas macromol éculas
[2]. Ladesaparicion del AgeHB con laaparicion dean-

1. Park W, Keeffe EB. Diagnosis and
treatment of chronic hepatitis B. Minerva
Gastroenterol Dietol (2004); 50:289-303.
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ticuerpos antiAgeHB en plasma es un indicador de
buen prondstico y de una adecuada respuesta te
rapéutica antiviral de aguellos pacientes infectados
aguda o cronicamente con € virus de HB (VHB) de
tipo salvaje [2, 3]. También la presencia durante afios
de esos anticuerpos en pacientes con pruebas diag-
nosticas negativas a AgeHB indica unainfeccion cro-
nica con mutantes de laregion génicaprecore del VHB
[Ty el prondstico de esos pacientes es desfavorable.

L os ensayos inmunocromatograficos aportan una
manerade acelerar |os procedimientos analiticosy tam-
bién una forma de realizacién de las pruebas diagnés-
ticas con una utilizacion menos posible de reactivos.
Estos andlisis se pueden hacer en € lugar de recogida
de las muestras biol6gicas y no necesariamente en los
lugares donde existe persona y equipamiento espe-
cidlizado. Se han descrito ensayos inmunocromato-
gréficos para la deteccion de anticuerpos o antigenos
gue pueden ser no competitivos o competitivos [4].
En los ensayos no competitivos a medida que los
andlitos estén aumentado en la muestra, mayor es la
coloracion en latira. En esos ensayos se considerauna
respuesta positivao negativaen dependenciadelapre-
senciao no del analito, respectivamente. Mientras que
enlosandisiscompetitivossucedelo contrario, amayor
cantidad de analito en la muestra més rapidamente
disminuyelasefia. Enlosinmunoandlisis competitivos
se considera una muestra positiva cuando no aparece
sefial en latiray una muestra negativa cuando aparece
lacoloracion en latira[4].

En estos inmunoensayos rapidos de un solo paso
basados en membranas con flujo lateral se hautilizado
la tecnologia de avidina o estreptavidina-biotina para
aumentar lasensibilidad analitica[5-7]. Se haaplicado
la estreptavidina o avidina en la zona de captura es-
pecifica de la membrana de nitrocelulosa y dos anti-
cuerpos que reconocen dos sitios diferentes del analito
en laalmohadilla de la muestra[5]. Uno de esos anti-
cuerposeshiotiniladoy el otro esté conjugado con oro.
Esos dos anticuerpos reaccionan durante mas tiempo
con el analito a detectar de lamuestrabiolégicay for-
man un compl € o antigeno-anti cuerpo que serd mucho
mejor atrapado por la estreptavidina en la zona de
capturaespecificadelapruebaen un tiempo reducido.

En los ensayos descritos se aprovechan las si-
guientes caracteristicas de la interaccion entre la
estreptavidina o laavidina por la biotina:

- Ser unadelasuniones*no covalentes’ mésfuertes
hasta ahora conocidas (la constante de afinidad de esa
unién es10®M ™).

- Ser una union altamente especifica, en laavidina
y laestreptavidinaexisten 4 sitios de unién alabioti-
na, si se afiade a esta Ultima (una peguefiamoléculade
244 Da) un brazo espaciador se puede conjugar alos
anticuerpos sin aterarse su actividad biolégicani la
de esa macromolécula.

- Presentar laavidinay la estreptavidina una gran
estabilidad ante diferentes condiciones de reaccion e
inmovilizacién en fases sdlidas sin afectarse sus sitios
de union por labiotina[8].

Existen diferencias entre la estreptavidina y la avi-
dinaunadeellasestadadapor e puntoisoeléctrico, en
laprimeraoscilaentre 10y 10.6 y en la segunda entre
6.4y 6.6. El otro aspecto es que la estreptavidina no
presenta molécula de carbohidratos en su estructuray
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laavidinaesunaglicoproteina[8, 9]. Laavidinautiliza
daeninmunoanalisis con problemas deinespecificidad
se puede sustituir por la estreptaviding, porque esta
ultima no presenta una carga fuertemente positiva en
las pruebas que serealizan apH neutro, su interaccion
con mol écul as cargadas negativamente esta disminuida
y no es atrapada por las mol éculas que unen carbohi-
dratos (como son: laslecitinasdelasuperficie celular)
de las muestras biol dgi cas, sobre todo en técnicasin-
munohistoquimicas.

En el mercado existen ensayos inmunocromato-
gréficos para la deteccion de anticuerpos antiAgeHB
gue contienen dos grupos de anticuerpos. uno conju-
gado con oro en laamohadilla macroporosay € otro,
recubierto enlanitrocelulosa. Ambosanticuerposreco-
nocen el AgeHB por dos sitiosy pueden ser inhibidos
competitivamente por la presencia de anticuerpos en
la muestra biolégica [10, 11]. La deteccion de anti-
cuerpos anti-AgeHB en plasmauutilizando latecnol ogia
de avidina o estreptavidina-biotina en una pruebain-
munocromatografica de inhibicion competitiva no se
ha reportado.

En €l presente articulo se describe el desarrollo de
dos pruebasinmunocromatogréficas paraladeteccion
de anticuerpos plasméticos antiAgeHB, en las cuales
se utilizan anticuerpos monoclonales (AcM) anti-
AgeHB recombinantes generados en el laboratorio.
Una prueba inmunocromatogréfica aplica € primer
formato anteriormente enunciado y la otra, afiade
el uso avidina-biotina para aumentar la sensibilidad
en la deteccion de esos anticuerpos. Ambos ensayos
inmunocromatogréficos se estandarizaron y se redli-
zaron estudios de estabilidad acelerada de sus reacti-
vos bioldgicos. Con esas dos pruebas el aboradas en €
laboratorio se evaluaron 46 muestras plasméticas cla-
sificadas en positivas y negativas de acuerdo con la
presencia de anticuerpos antiAgeHB por una prueba
inmunocromatogréfica Advanced Quality™ (InTec
Products Inc., Xiamen, China) de referencia

Materiales y métodos

Generacién y biotinilacién del AcM anti-
AgeHB recombinante

La obtencion de anticuerpos monoclonales se realizé
como se ha descrito en otras ocasiones [12, 13]. Bre-
vemente: se inmunizaron ratones BALBc hembras,
con 50 pg AgeHB recombinante (AgeHBr, SD San-
dard Diagnostic Inc., Kionggi-do, Corea) mezclado
en igual volumen de adyuvante completo la primera
vez, y luego, incompleto deFreund (Sgma, Saint Louis,
EUA) einyectados a los ratones por via subcutanea.
La inmunizacion final del antigeno se hizo por via
intraperitoneal con la misma cantidad ya indicada,
disuelto en la solucion salina de fostato pH 7.2 alos
3 dias antes de la fusién. Los hibridomas fueron ob-
tenidos por e método de fusion con polietilenglicol
1600 (Sigma, St Louis, EUA) delosmielomas P3X63-
Ag8-653 y los linfocitos esplénicos de los ratones
inmunizados, en unarelacion 10 a 1. Los cultivos po-
sitivos seleccionados en un inmunoandlisis enzima-
tico (que se describe més adelante) fueron clonados
en 2 ocasiones por e método de dilucion limitante. Pa-
raladeterminacion delasubclasedelos AcM seleccio-
nados se siguieron las instrucciones del fabricante
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(Amersham, Reino Unido) de un estuche comercial de
isotipificacion de AcM de raton en los sobrenadantes
de cultivo celular.

Los hibridomas seleccionados se crecieron como
tumores asciticos en ratones BALBc previamente
inoculados por viaintraperitoneal con 2, 6, 10, 14 te-
trametilpentadecano (Pristane de Sgma, St Louis,
EUA) y los anticuerpos delaascitisfueron purificados
por cromatografia de afinidad usando proteina A
sefarosa CL 4B (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia).
Se evalud su pureza mediante electroforesis de gel de
poliacrilamidaal 15% con dodecil sulfato de sodio[9].
Se conservaron debidamente alicuotadosa-20 °C. Los
anticuerpos purificados fueron conjugadosaNHS-L C-
biotina (Sgma, St Louis, EUA) segiin Periman [14].

Ensayo inmunoenzimdtico para la deteccion
de anticuerpos antiAgeHBr

Se empled un ensayo inmunoenzi mético indirecto para
|a determinacién de anticuerpos antiAgeHBr en suero
de ratones inmunizados, sobrenadantes de cultivosy
anticuerpos purificados como se describe en otras
publicaciones [12, 13]. Brevemente: las placas de
microtitulacion de poliestireno de 96 pozos de fondo
plano Maxisorp (Nunc, Roskilde, Dinamarca) fueron
recubiertascon 50 uL/pozo de AgeHBr a20 pg/mL en
bicarbonato-carbonato de sodio (Merck, Darmstadt,
Alemania) 50 mM pH 9.6 durante 16 ha4 °C. A las
placas, después de lavadas y bloqueadas, se les afia-
dieron lasdiferentesdiluciones delos suerosde ratones
inmunizados con el antigeno (control positivo) y como
control negativo las diluciones del sobrenadante de
cultivo del AcM antiantigeno de superficie de HB
CBHep.1 (CIGB, Ciudad de La Habana, Cuba) o de
ese mismo anticuerpo purificado. También, se empled
como control positivo un AcM comercial antiAgeHB
(SD Standard Diagnostic, Kionggi- do, Corea) a una
concentracion de 20 ng/mL. Selavaron las placasy se
aplicé 100 pL/pozo de un conjugado antiinmuno-
globulina G de rat6n peroxidasa en carnero elaborado
en el laboratorio (1/2000) y en € segundo tamizaje de
los sobrenadantes de cultivo se usé un conjugado an-
tifragmento Fc de inmunoglobulinas G de raton-
peroxidasa (Sgma, St Louis, EUA) diluido 1/40 000.
Después de lavadas las placas, se usd como cromége-
no laortofenilendiaminay luego de paradalareaccion,
se ley6 la placa de microtitulacion en un lector de
placa PR-521 (Tecnosuma Internacional, Ciudad de
LaHabana, Cuba) a unalongitud de onda de 492 nm.
Se considerd positivo cuando las absorbancias de los
pozos correspondientes alos sobrenadantes de cultivo
0 sueros de raton que se evaluaban fueron mayores de
2 veces que la absorbancia del control negativo del
método. En |a determinacion de la especificidad delos
AcM se utilizd este mismo inmunoandlisis enzimati-
coy serecubrié a 20 pg/mL de AgcHB recombinante
(AgcHBr, CIGB, Ciudad de La Habana, Cuba) y
1 pg/mL de antigeno de superficie de HB recombinan-
te (CIGB, Ciudad de La Habana, Cuba).

Ensayo inmunoenzimadatico para la deteccion
de anticuerpos antiAgeHBr que reconocen
al AgcHBr en soluciéon

Se aplicod el mismo protocolo descrito anteriormen-
te, pero serealizaron dos ensay0s inmunoenzi maticos
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independientes. En el primer ensayo se determiné la
dilucion de los sobrenadantes de cultivo de los hi-

bridomas antiAgeHBr y de un hibridoma que secreta
anticuerpos antiantigeno no relacionado (antitroponi-

na | cardiaca) donde no ocurre saturacién de la sefial

del ensayo, aplicando las muestras en las diluciones:
12,1/12,1/72y 1/432. Se determind ladilucién delos
sobrenadantes de cultivos de hibridomas antiAgeHBr
de no saturacién delasefial de absorbanciaquefue 1/72
en eseensayoy estadilucién delasmuestras se usd en
€ siguiente experimento. En &l segundo inmunoensayo
enzimaético en € paso dedilucién delos sobrenadantes
de cultivo de los hibridomas antiAgeHBr (muestras)

y del hibridoma antitroponinal cardiaca[13] seafiadié
20 ug/mL y 1 pg/mL de AgeHBry seaplicaronen 2 po-

zosindependientes en un volumen final de 50 pL/pozo,

y asf sucesivamente serealizd con otros dos antigenos
en iguales concentraciones: AgcHBr y de albiuminade
suero humano (Sigma, St Louis, EUA). Seincluy6 ade-

mas en ese paso un duplicado de pozos para cadauna
de las diluciones de los sobrenadantes de cultivo de
hibridomas donde no se afiadi 6 ninguna otra proteina.

El ensayo continué como en el acapite anterior. El

célculo de porcentagje de inhibicién se realiz6 con la
siguiente formula: % de inhibicion = ((abs ¢’ - absm)/

(abs ¢’ -abs ¢))* 100%, donde laabs m corresponde al

promedio del duplicado de las absorbancias del so-

brenadante de cultivo de un hibridoma con anticuerpos
antiAgeHBr que se le afadié antigeno a la dilucién,

abs cesel promedio del duplicado delas absorbancias

del sobrenadante de cultivo con anticuerpos de una
especificidad diferente al antigeno afiadido y absc'es
el promedio del duplicado de absorbancias del so-

brenadante de cultivo del mismo hibridomaen andlisis

sin afiadirle antigeno a la dilucion. Se considerd que
hubo inhibicién cuando fue mayor del 20%. En ese
porcentaje seincluyo el promedio més dos desviacio-

nes estandar de la inhibicion que hubo en algunos
sobrenadantes de cultivo delos hibridomas estudiados
cuando se afiadi6 albiimina sérica humana.

Principio de las pruebas inmunocromatogrdficas
amplificada o no con avidina-biotina

Latirade nitrocelulosacon un soporte posterior plas-
tico que contiene una capa de goma adhesiva (con un
poro de 10 pm y dimensiones de 86 mm x 5 mm), la
amohadilla absorbente (38 mm x 5 mm) y la al-
mohadillamacroporosa (con un poro de 10 pmy unas
dimensiones de 26 mm x 5 mm) -adquiridas de Ad-
vanced Microdevices, Ltd, Ambala, India- constituyen
lafase solidade ambas pruebas (Figura 1a). Los surfac-
tantes: Pluronic™ e lgepal™ y los polimeros Kucel ™
y polietilenglicol o PEG 8 000 (estuche comercia de
Pragmatics Inc., Indiana, EUA) fueron usados como
agentes blogueantes de reacciones inespecificas y
aditivos estabilizantes en esas pruebas. Se aplicaron
150 ng de lapoli-L-lisina (Sgma, St Louis, EUA) en
la zona control de funcionamiento de la tira de nitro-
celulosa de las dos pruebas inmunocromatograficas
(que se encuentra aproximadamente a 20 mm del bor-
deinferior delamembranade nitrocelulosa) y el AcM

antiAgeHBr, en la zona de captura especifica de la
prueba no amplificada (Figura 1b). Esta Gltima zona
se encuentra aproximadamente a 15 mm del borde
inferior de la membrana de nitrocelulosa y en ella se
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aplico laavidina (Sigma, St Louis, EUA) en la prue-
ba amplificada (Figura 1c). En ambas pruebas se usd
una combinacién de dos anticuerpos: uno fueel AcM
antiAgeHBr y € otro, un anticuerpo policlonal en ra-
tén antiAgeHBr conjugado con particulas de oro co-
loidal (AcP-oro). El conjugado comercia de AcP-oro
(SD Standard Diagnostic, Kionggi-do, Corea) quetie-
ne una densidad éptica (DO) de 10 a 540 nm (con un
diametro delaparticulade oro de 40 nm) se aplico en
el extremo superior de la almohadilla macroporosa.
Enlasdospruebasel AgeHBr fuevertido adiferentes
concentraciones (segln el experimento) a 5 mm de
borde inferior de la almohadilla macroporosa. Dicho
antigeno fue afladido simultaneamente con & AcM
antiAgeHBr-biotinilado en la prueba amplificada.
Unavez que los reactivos aplicados en lamembra-
na de nitrocelulosa y en la aimohadilla macroporosa
se secan, seprocede amontar laa mohadillamacropo-
rosaen laparteinferior delatirainmunocromatogréfica
y la almohadilla absorbente a la parte superior de
esta. El borde superior delaamohadillamacroporosa
y €l borde inferior de la almohadilla absorbente se
solapan con la membrana de nitrocelulosa de la tira
inmunocromatogréfica. Las pruebas inmunocroma-
tograficas comienzan cuando la tira de nitrocelulosa
con todos sus elementos montados se introduce por
laparte inferior de la almohadilla macroporosa en un
pozo de una placa de pléstico inerte de 96 pozos'y
fondo plano (Polylabo, Paris, Francia) que contiene
100 pL de plasma humano (Figura 1a, 1by 1c). Esa
muestra de plasma comenzara a migrar por la ca
pilaridad de la tira. Ambas pruebas fueron retiradas
de los correspondientes pozos a los 20 min de la
corridainmunocromatogréficaatemperaturaambiente
(de20a25°C)y € resultado fueleido en ese momento
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(Figura 1d). Se consider6 un resultado negativo si
aparecian dosmanchasvisibles enlazonade reaccion.
El resultado fue positivo si solo aparecié unamancha
correspondiente a control de funcionamiento de la
pruebay un resultado de prueba“ no valida’ seconsi-
der6 cuando no aparecié ningunasefial . En este Ultimo
caso, la prueba fue repetida. Las lecturas visuales de
los resultados de las dos pruebas inmunocromato-
gréficas se realizaron con una adecuada iluminacion.

En la prueba no amplificada donde se evalud una
muestrasin anticuerpo antiAgeHB, el AgeHB aplicado
en la amohadilla macroporosa fue trasladado por
el plasmahastael final delaamohadillamacroporosa
y fue unido al AcP-oro. Después, ese complejo anti-
geno-anticuerpo llega a la zona de captura donde es
atrapado por el AcM antiAgeHBr inmovilizado. La
concentracion de las particulas de oro de ese complejo
inmunol 6gico da origen aunamancharojo pdrpuraen
esaregion. Al continuar migrando en el frente de co-
rrida, el anticuerpo conjugado con oro que no reacciond
con €l antigeno fue atrapado en una segunda zona de
capturainespecificadonde estalapoli-L-lisinacargada
positivamente que interactlacon las cargas negativas
delasparticulas de oro. En este momento, se comenzo
aoriginar una segunda sefial que funciona como con-
trol de que hubo migracién del AcP-oro en lamatriz
biologica a través de la linea de captura especifica
(Figura1by 1d). En caso de haber anticuerpos anti-
AgeHB en el plasma, estos se combinan con el AgeHBr
e inhiben primeramente la uni6n de este antigeno con
el AcP-oro en la aimohadilla macroporosa y luego,
con el AcM presente en la linea de captura de la ni-
trocelulosa.

En la prueba amplificada con avidina-bictina, la
muestra de plasma sin anticuerpos antiAgeHB arras-

d)

Positiva

Negativa No vdlida

Leyenda:

Flecha de migracién del plasma
Anticuerpo antiAgeHB de la muestra
AgeHB

AcM no biotinilado

AcM biotinilado

AcP-oro

Poli- L- lisina

Avidina

<=
0
Su
g
>0
@0

&3

Figura 1. Vista lateral de los principales partes (a) de una prueba inmunocromatogréfica de deteccién de anticuerpos antiantige-
no e de Hepatitis B (antiAgeHB) no amplificada (b) y amplificada con avidina-biotina (c) y de sus posibles resultados en una vista
frontal de la prueba después de 20 min de corrida la muestra (d). En la figura a): | corresponde a la almohadilla macroporosa, Il
a la membrana de nitrocelulosa de la tira inmunocromatogrdfica, Ill a la almohadilla absorbente, IV a la zona de captura especifica
y V a la zona de control de funcionamiento de la prueba. AgeHBr significa AgeHB recombinante; AcM, anticuerpo monoclonal
antiAgeHB y AcP-oro, conjugado de anticuerpo policlonal antiAgeHB-oro.

257

Biotecnologia Aplicada 2007; Vol.24, No.3-4



Damidan Mainet y cols.

Prueba inmunocromatogréfica de antiAgeHB

tr6 el AgeHBr con el AcM biatinilado aplicado en la
almohadillamacroporosahastael sitio donde el AcP-

oro fue secado. En ese trayecto ocurrié lainteraccion
deesosreactivosentresi. Luego, esecomplgjofueatra-

pado enlazonade capturaespecificadelanitrocel ulosa
con laavidinainmovilizaday produjo unamancha, el

AcP-oro sobrante fue unido posteriormente por lapoli-

L-lisinay aparecio una segunda sefial. Esa situacion
corresponde alapresenciade anticuerpos antiAgeHB

en unamuestranegativa. En caso de muestra positiva
a esos anticuerpos ocurrid una sola sefial a causa de
queel AgeHBr fuereconocido por estos, que bloquea-

ron launion del anticuerpo bictinilado y del conjugado
AcPc- oro a ese antigeno, por lo que no se formé €l

complejo que podria ser atrapado por la avidinain-

movilizada en la nitrocelulosa (Figura 1c y 1d).

Optimizacién de la prueba
inmunocromatogréfica sin amplificar

Lasolucién de AcM antiAgeHB se aplico en un volu-
men de 2 uL enlanitrocel ulosaadiferentes cantidades:
0.4, 0.8, 1.8, 3.5, y 7 pg en un diluente que contiene
trehalosa (Sigma, St Louis, EUA) 5% (p/v) e Igepal
0.05% (v/v) de concentracion final. La solucion de
AcM antiAgeHB control correspondi6 a un lote an-
terior de ese anticuerpo purificado. Severtio 1 uL de
150 ng de poli-L-lisinadiluidaen unasolucién detreha
losa 10% en la zona de control de funcionamiento de
la prueba. Se incubd la tira de nitrocelulosa a 37 °C
durante 16 h. Lassolucionesde AcP-oroy de AgeHBr
fueron diluidas 1/2 y 1/5, respectivamente en una
solucién madre de bloqueo y termoestabilizante com-
puesta de Tris (Spectrum, Gardena, EUA) 20 mM

pH 8.5, albimina sérica bovina (BDH, Inglaterra,
Reino Unido) 10% (p/v), trehalosa 20% y Pluronic
0.1% (v/v). Seaplicaron 2 uL de ambas soluciones di-
Iuidas en laamohadilla macroporosa en los dos sitios
diferentes ya mencionados anteriormente'y se incub6
estaamohadillaa 37 °C durante 1 h. Lacantidad final
de AgeHBr afiadido fue 80 ng. Luego, la almohadi-
Ila macroporosa y la ailmohadilla absorbente fueron
montadas en la tira de nitrocelulosa. Cada condicién
de recubrimiento del AcM antiAgeHBr fue analizada
con una muestra de plasma negativay otra positiva a
anticuerpos antiAgeHB (Figura 2).

El AcP-oro se optimizd diluyéndolo a 50% en el
diluentemencionadoy seaplicé 1 uL, 2 uL, 3pL, 4 L,
5uL y 6 pL en € borde superior de la amohadilla
macroporosa. Después, seincubé durante 1ha37 °C.
En cada condicion de conjugado fue probada una
muestra de plasma con anticuerpos antiAgeHB y sin
ellos. El recubrimiento de lanitrocelulosacon e AcM
antiAgeHBr fue de 1.8 ug por cada tira inmuno-
cromatogréfica. Las condiciones de recubrimiento de
poli-L-lisina en la nitrocelulosay la aplicacion de 80
ng de AgeHBr en e material macroporoso fueron
similares a las mencionadas en €l pérrafo anterior.

Se probaron diferentes cantidades de AgeHBr a
neutralizar en la ailmohadilla macroporosa: 100 ng,
80 ng, 60 ng, 40 ng y 20 ng diluido 1/5 en & tampon
madre de bloqueo y termoestabilizante. En esas al-
mohadillas macroporosas en dos sitios diferentes se
aplicd un volumen final de 2 pL de las soluciones de
AgeHBr y 2.5 pL de AcP-oro. Dichas almohadillas
seincubaron a37 °C durante 1 h parael secado de esos
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Figura 2. Titulacién de la cantidad de anticuerpo monoclonal
(AcM) antiantigeno e de Hepatitis B recombinante (AgeHBr)
CBHepB.AgE en la prueba inmunocromatogrdfica no amplificada.
El lote control de AcM antiAgeHB se afiadié a 3 ug (2 uL) en la
zona de captura especifica de la membrana de nitrocelulosa de
las pruebas inmunocromatogréficas 1 y 2. El lote nuevo del
AcM antiAgeHB fue aplicado en un volumen de 2 pulL en las
cantidades siguientes: 0,4 ug en las pruebas 3 y 4; 0.8 ug en
las pruebas 5y 6; 1.8 ug en las pruebas 7 y 8; 3.5 ug en las
pruebas 9 y 10; y 7 ug en las pruebas 11 y 12. La corrida in-
munocromatogrdéfica de la muestra plasmatica negativa para
los anticuerpos antiAgeHB fue realizada en las pruebas 1, 3, 5,
7, 9, 11 y la corrida inmunocromatogrdfica de la muestra
plasmatica positiva para estos anticuerpos, en las pruebas: 2,
4,6,8, 10y 12.

reactivos bioldgicos. El recubrimiento de la nitroce-
lulosa con 1.8 pg de AcM antiAgeHBr y 150 ng de
poli-L-lisina se realiz6 como se ha descrito anterior-
mente. Para cada condicion de AgeHBr se evalué una
muestra de plasma positiva y otra negativa a anti-
cuerpos antiAgeHB.

Optimizacién de la prueba
inmunocromatografica amplificada

Lastirasdenitrocelulosasfueron recubiertasenlazona
de captura especificacon 2 pL (2 pg) de unasolucion
deavidina (Sgma, St Louis, EUA) a10 mg/mL diluida
1/10 bajo dos condiciones: en aguadestilada con un pH
final entre 3 a4 (papel de pH de BDH, Inglaterra, Rei-
no Unido) y en un tampodn de bicarbonato-carbonato
10 mM pH 9.6 (con un pH final entre 9-10 en el papel
de pH de BDH). También lanitrocelulosafuerecubier-
taenlazonade control defuncionamiento delaprueba
con la solucién de poli-L-lisina. Luego se secaron las
tirasa 37 °C durante 16 h. Las soluciones de AcP-oro
y de AgeHBr con el AcM antiAgeHBr biotinilado fue-
ron aplicadas en la amohadilla macroporosa con una
solucién madre de bloqueo y termoestabilizante (que
eslamismautilizadaen lapruebainmunocromatogréfica
no amplificada) diluida /2 y 1/5, respectivamente. Se
aplico 2 pL delas solucionesdiluidasde AcP-oroy de
la dilucién conjunta de AgeHB (80 ng) més & AcM
antiAgeHBr biotinilado (400 ng) en €l material macro-
poroso. Como control negativo severtio 2 uL de80ng
de AgeHBr mas 400 ng del AcM antiAgeHBr no
biotinilado en esaalmohadilla. Se secaron e conjugado
y €l antigeno con el AcM biotinilado y no biotinilado
a37 °C durante 1 h. Luego, laamohadilla macroporo-
say laamohadillaabsorbente se montaron en latirade
nitrocelulosa. Se introdujeron las pruebas en 100 pL/
pozo de una muestra de plasma negativa a anticuerpos
antiAgeHB.

Diferentes relaciones de masa de AgeHBr y e AcM
antiAgeHBr biotinilado fueron probadas con vista a
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disminuir la cantidad de AgeHBr a neutralizar en la
prueba inmunocromatografica amplificada. Se aplicod
2 pL de 80 ng de AgeHBr con 400 ng de AcM bio-
tinilado y 40 ng del primero con 400 ng del segundo.
Despuéssiguieron lasrelaciones: 80 ng, 40 ngy 10 ng
de AgeHBr con 100 ng de AcM biotinilado y por Ul-
timo, seaplicaron 80 ng; 40 ng; 10 ng; 2.5ngy 1.25ng
de AgeHBr con 25 ng de AcM biotinilado. El control
negativo fue la relacion de 400 ng de AcM antiAge
HBr no biotinilado con 80 ng de AgeHBr. Se usd como
muestraun plasmanegativo aanticuerpos antiAgeHB
(Figura3).

Comparacion de las dos pruebas
inmunocromatogrdaficas con la prueba
inmunocromatogrdafica comercial para la
deteccién de anticuerpos antiAgeHB

Un grupo de 46 muestras de plasma con anticuerpos
antiAgeHB y sin ellosfueron evaluadas en unaprueba
inmunocromatogréfica Advanced Quality™ de detec-
cion de anticuerpos antiAgeHB. Este ensayo in-
munocromatogréfico comercia fue realizado segin
instrucciones del fabricante ('hatenido una alta equi-
valenciaen ladeteccion de anticuerpos antiAgeHB en
1000 muestras con respecto a un inmunoanalisis en-
zimatico) [10]. Los posibles resultados en una vista
superior de esa prueba comercia son similares a la
lectura realizada a las pruebas elaboradas en e labo-
ratorio (Figura1d). Después, esas muestras analizadas
en la prueba comercial de referencia fueron estudia-
das con las dos pruebas inmunocromatogréficas del
laboratorio.

Prueba de interferencia de los anticuerpos
antiAgcHB, la biotina, el interferén

alfa 2b y la heparina en las pruebas
inmunocromatogrdficas

Un grupo de 5 muestras plasméticas fueron negati-
vas a los anticuerpos antiAgeHB y positivas a los
anticuerpos antiAgcHB en un ensayo inmunocro-
matografico multiprueba (Multi-HBV) de un solo paso
de Advanced Quality (InTec Products, Inc., Xiamen,
China). Ese ensayo comercial que determinaesos 2 ti-
pos de anticuerpos, ademés de otros 3 marcadores

AcM-B
(ng)
10 40 10 25 125 Ag
| | !

400 100 25

80 40 80 40

516 g | o 10

Figura 3. Determinacién de la relacién éptima de antigeno e de
Hepatitis B recombinante (AgHBr) y anticuerpo monoclonal
antiAgeHBr CBHepB.AgE biotinilado (AcM-B) en la almohadilla
macroporosa de la prueba inmunocromatogréfica amplificada
de deteccién de anticuerpos antiAgeHB. La prueba
inmunocromatogréficalO corresponde a la relacién 400 ng de
AcM CBHepB.AgE no biotinilado y 80 ng de AgeHBr.
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relacionados con el diagnostico de Hepatitis B se
realiz6 segun lasinstrucciones del fabricante. Ese gru-
po de 5 muestras fue evaluado con las dos pruebas
inmunocromatogréficas del laboratorio para compro-
bar que no existe interferencia de esos anticuerpos
antiAgcHB en la determinacion de anticuerpos anti-
AgeHB.

Labiotina (BDH, Inglaterra, Reino Unido) y €l in-
terferén afa 2b recombinante (CIGB, Ciudad de La
Habana, Cuba) se adicionaron a20 ng/mL y 100 ng/mL
de cada uno de ellos en un plasmanegativo y otro po-
sitivo a anticuerpos antiAgeHB. Se incluyeron como
control negativo esos plasmas positivos y negativos
sin afiadir dichos reactivos. Se corrieron todas esas
muestras en las pruebas inmunocromatograficas de-
sarrolladas en el |aboratorio.

La interferencia de la heparina (Imefa, Ciudad de
La Habana, Cuba) fue estudiada en la prueba inmu-
nocromatogréfica sin amplificar y amplificada. En
ambas se probaron tres concentraciones de heparina:
OUl/mL, 2Ul/mL y 10 UI/mL en muestras de plasma
sin anticuerpos antiAgeHB y con ellos. La poli-L-
lisinafuerecubiertaa150 ng enlosdostiposde pruebas.
A cadatirade nitrocelulosa de esas 12 pruebas inmu-
nocromatograficas de cada tipo se les monté una al-
mohadilla macroporosa que tenia aplicados y dejados
secar en el extremo superior: 2.5 pL de AcP-oro di-
Iuidos previamente con el tampdn termoestabilizante
y blogueante al 50%. Después, esos dostiposde prue-
bas se repitieron con la aplicacion de 2 pg (2 pL) de
antiinmunoglobulina G de ratén en carnero (CIGB
de Sancti Spiritus, Cuba) secadosdurante 1 ha37 °C,
en vez de poli-L-lisina; en la zona de control de fun-
cionamiento de la prueba. Luego, esas pruebas se
introdujeron en |os pozos que contenian lamuestrade
plasma positiva y negativa a los anticuerpos anti-
AgeHB con las diferentes concentraciones de heparina
citadas anteriormente.

Procesamiento de las muestras

Las muestras utilizadas pertenecen a banco de plasma

citrato desodio 0.8% (p/v) y plasma- EDTA (2 mg/mL

de sal disodica de &cido etilenodiaminatetracético) de
muestras anénimas positivas y negativas a antigeno

de superficie de HB o de anticuerpos antiAgcHB del

Departamento de Inmunodiagnéstico conservadas a
-20 °C. Se descongelaron y fueron centrifugadas pre-

viamente a 4 000 g durante 15 min a temperatura
ambiente antes de usar para eliminar los restos de
fibrinas. Se prepararon alicuotas para no aumentar a
més de 3 los ciclos de descongelacion-congelacion.

L os plasmas hemoliticos 0 muy espesos o con restos
defibrinas no fueron analizados.

Prueba de termoestabilidad de los
componentes de las pruebas
inmunocromatogréficas

Los componentes principales de los inmunoandlisis,
e AcM AntiAgeHBr, € AcP-oro, AgeHBr, e AcM

antiAgeHBr biotinilado y la avidina fueron objeto de
ensayos en dos concentraciones de trehal 0sas con otros
aditivos para evaluar la estabilidad a60 °C alos 3y
5 dias, comparados con latemperaturade 20 a 25 °C.
Se usd unamuestrade plasmapositivay otranegativa
a anticuerpos antiAgeHB. El volumen de la solucion
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de poli-L-lisina (150 pg/mL) diluida en trehalosa a
10% usada en todos |os experimentosfuede 1 pL. En
la prueba inmunocromatogréfica sin amplificar, el
AcM fue absorbido alanitrocel ulosa con solucion de
igepal 0.05% y trehalosaal 4% y 8%y el conjugado
de AcP-oro fue aplicado en el material macroporoso
diluido al 50% en el tampdn de bloqueo y termoesta-
bilizante en dos concentraciones finales de trehal osa:
10% y 20%. En la prueba inmunocromatografica
amplificada 2 pg delaavidina, diluida en bicarbonato-
carbonato 10 mM pH 9.6 sintrehalosay con trehalosa
al 5%y al 10%, fuerecubiertaen latirade nitrocelulo-
sa. La proporcion de 200 ng de AcM biotinilado con
40 ng AgeHBr fue aplicada en la ailmohadilla macro-
porosaen su diluente 1/5 con trehalosaal 4%y a 8%.

Se exponen brevemente los demés pasos de ama-
cenamiento de estaspruebas [15]. Lastirasinmunocro-
matogréficas y las almohadillas macroporosas con
los diferentes reactivos bioldgicos y sus aditivos es-
tabilizantes y bloqueantes de inespecificidad fueron
introducidas separadamente en distintos envases de
nailon metalizado con una bolsita desecante de gel de
silice Minipax™ (Multiform Desiccants Inc., Nueva
York, EUA) dentro. Posteriormente, esos envases
fueron sellados. Luego, un grupo de las tiras y otro
grupo de las amohadillas selladas en nailon fueron
colocados en un horno (Yamato Scientific, Co. Ltd,
Japon) a60 °Cy otro grupo de ellas se mantuvieron de
20 a25 °C. Losdiferentes componentes de la pruebas
inmunocromatogréficas en estudio de estabilidad (tan-
to amplificada como sin amplificar) fueron ensambla-
doscon las partesrestantes de este tipo de prueba, que
contienen los reactivos biol 6gicos preparados y afia-
didos en el mismo dia. En todos |os casos se probo e
funcionamiento de | as pruebasinmunocromatogréficas
de un solo paso en 100 pL de plasma con anticuerpos
antiAgeHB o sin ellos y una corrida de 20 min atem-
peratura ambiente.

Andlisis estadistico

L os experimentos de optimizacién de la pruebainmu-
nocromatograficaamplificaday sin amplificar fueron
realizados al menos en 2 ocasiones independientes.
Lalecturavisual de ambas pruebas se hizo por a me-
nos dos observadores independientes, sin un conoci-
miento previo del diagndstico de la muestra. En la
comparacion de las pruebas inmunocromatogréficas
del laboratorio con la prueba comercia se utilizo la
determinacion del estadigrafo kappa de Cohen para
variables binomiales con el objetivo de demostrar si
existe una relacion o concordancia entre dos méto-
dos que detectan un mismo analito en muestras de-
pendientes. Ese célculo se realizé en Microsoft Excel
(Microsoft Corporation, EUA).

Resultados y discusién

Generacién del AcM antiAgeHBr

CBHepB.AgE

Serealizaron dos experimentos defusiones de linfocitos
de animales inmunizados con titulos de anticuerpos
antiAgeHBr mayor que 1/1000 con mielomade raton.
Se obtuvieron 4 hibridomas que secretaban anticuer-
pos de rat6n de clase IgG. Ninguno de los anticuerpos
reconocieron el antigeno de superficie de HB recombi-

260

nante. Sin embargo, todos presentaron reactividad
cruzadacon el AgcHBr absorbido enlafasesoliday lo
reconocieron de igual modo que con el AgeHBr. Este
resultado fue similar a reportado por Vazquez JE, et
al., con 6 AcM antiAgeHBr que reconocieron deigual
modo a esos dos antigenos recombinantes (AgeHBr
y AgcHBr) en fase solida debido a la alta homologia
que comparten en la secuencia aminoacidica [16]. En
latabla 1 aparecen los resultados de reconocimiento
del AgeHBr y del AgcHBr a una concentracion de
1 pg/mL en solucion (a20 pg/mL -que no es mostrado-
ese reconocimiento fue muy similar a1 pg/mL) en un
ensayo inmunoenzimatico de competencia para la
deteccion de anticuerpos antiAgeHBr. Se discrimi-
naron dos grupos de anticuerpos secretados por esos
hibridomas: anticuerpos que reconocieron el AgeHBr
2 6 3 veces menos que el AgcHBr en solucion y otro
grupo de anticuerpos que reconocieron el AgeHBr 26
3 veces mas que el AgcHBr en solucion. La seleccion
del AcM antiAgeHBr que seriaincluido enlaspruebas
inmunocromatograficas de inhibicién competitivapara
la deteccion de anticuerpos antiAgeHB serealizd por
su forma de reconocer el AgeHBr en solucién con
respecto a reconocimiento del antigeno absorbido en
lafase solida. El AcM secretado por el hibridoma 242/
27/6 funciond de manera similar a AcM antiAgeHB
comercial en ese Ultimo grupo de anticuerpos al
reconocer mejor el AgeHBr queel AgcHBr ensolucion
y fue seleccionado como anticuerpo de capturaen la
prueba inmunocromatogréfica. La subclase del AcM
secretado por ese hibridoma fue 1gG2. Con ese AcM
purificado se realizaron los experimentos posteriores
delos dos tipos de pruebas inmunocromatogréficasy
fue nombrado CBHepB.AgE.

15. Mainet Gonzdalez D, Galvan-Cabrera
JA, Sorell-Gémez L, Torres-Cabrera MB;
Abdo-Cuza A, Castellano-Gutiérrez R y
col. Evaluacién preliminar de un inmuno-
andlisis de un solo paso, cualitativo y
rapido de troponina | cardiaca en el
diagnéstico del infarto agudo del mio-
cardio. Invest Clin (2004); 45(3):221-41.

Optimizacién de la prueba
inmunocromatografica no amplificada

La saturacion de la sefial roja en la zona de captura
especifica se alcanzaa 1.8 ug del CBHepB.AgE y la
intensidad de la mancha en la zona de control de
funcionamiento de la prueba no disminuye su co-

loracion. Selogré unabuenadiscriminacion delasefia

roja de la muestra negativa con respecto alaausencia
de sefial en la muestra positiva, por 1o que fue esa
cantidad de AcM de capturalaempleadaen los deméas

16. Vazquez JE, Palenzuela D; Mussachio
A, Acevedo B, Cruz LJ, Gavilondo JV. A
visual diagnostic system for Hepatitis B e
antigen (HBeAg) based on Mabs. Cha-
racterization and preliminary Evalua-
tion. Advances in Modern Biotechnology
(1999); 5:D26.

Tabla 1. Reconocimiento de los antigenos e (AgeHBr) y core (AgcHBr) de Hepatitis B
recombinantes en solucién o absorcién en la fase sélida por los anticuerpos secretados de
hibridomas obtenidos en el laboratorio y un anticuerpo monoclonal comercial (AcM)
antiAgeHB en un ensayo inmunoenzimatico indirecto para la detecciéon de anticuerpos
antiAgeHBr

Intensidad de la
absorbanciacuando el
antigeno esta en la fase

Porcentaje de inhibicién de
la absorbancia por el
antigeno competidor en

Hibridomas solida* solucion** Grupos
AgeHBr AgcHBr AgeHBr AgcHBr
25/20/1 XXX XXX XX JOK a
26/26/1 XXXX XXXX - XX a
37/15/2 X X XK a
242/27/6 X X XX b
AcM comercial X X XXX X b

*Se representa por la absorbancia de 0 a 0.6 (-); de >0.6 a 1.2 (x); de >1.2 a 1.8 (xx); de >1.8 a 2.4 (xxx)
y de >2.4 a 3 (xxxx).

**Se muestra el porcentaje de inhibiciéon de 1 ug/mL de antigeno recombinante en solucién de 0% a 20%
(-); de >20% a 40% (x); de >40% a 60% (xx); de >60% a 80% (xxx) y de >80% a 100% (xxxx).
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experimentos de la prueba inmunocromatogréfica sin
amplificar (Figura 2).

Cuando seaplical uL devolumen de AcP-orodilui-
do a 50%, en el tampdén madre blogueante y ter-
moestabilizante se obtiene una sefid roja débil en la
muestra negativa. A partir de aplicar 2 uL de volumen
de AcP-oro se obtuvo la saturacion de la sefia de la
muestranegativay se percibid lainhibicion de la sefial
rojaenlalineade capturapor lamuestrapositiva. Ade-
més, se logré a ese volumen de conjugado una buena
sefial en la zona de control de funcionamiento de la
pruebay un mayor contraste de la sefial roja especifi-
ca con € fondo més blanco de la nitrocelulosa. En los
restantes experimentos se utilizo entre 2 a 2.5 uL de
ese reactivo para garantizar la saturacion de esa sefial,
tanto en la prueba inmunocromatografica amplificada
como no amplificada.

Cuando se aplico entre 100 y 80 ng de AgeHBr en
la almohadilla macroporosa se obtuvo una buena
discriminacion entre la desaparicion de la sefid roja
especifica de las muestras plasméticas positivas a an-
ticuerposantiAgeHB y laaparicion de estasefial enlas
muestras negativas a estos anticuerpos en lapruebain-
munocromatograficasin amplificar. Entre 60 ng a40 ng
de AgeHBr, laintensidad de la sefial roja en muestras
negativas a anticuerpos antiAgeHB fue menor que a
80 ng paradesaparecer por debajo de40 ng. En el resto
de los experimentos se utilizé 80 ng de AgeHBr en la
almohadillamacroporosa, y representd laminimacan-
tidad de antigeno recombinante que sera neutralizado
por los anticuerpos antiAgeHB en los plasmas débil-
mente positivos en la prueba inmunocromatogréafica
no amplificada

Optimizacién de la prueba
inmunocromatografica amplificada

En el ensayo inmunocromatografico de deteccion de
anti cuerpos antiAgeHB amplificado con avidita-biotina
se estandarizaron las condiciones de recubrimiento de
laavidinaen latirade nitrocelulosay de la aplicacion
simultaneade CBHepB.AgE bictiniladoy €l AgeHBr
en la amohadilla de conjugado. Se logré un mejor re-
cubrimiento de 2 pg de la avidina en la nitrocelulosa
a pH basico con respecto al pH &cido. Ese resultado
coincidié con unamayor union delaavidinaalanitro-
celulosa a un pH cercano a su punto isoeléctrico que
estaalrededor de 10 a10.6 [17].

Enlautilizacion delatecnol ogiaavidina-biotinadebe
buscarse lamejor relacion de AcM bictinilado que se
unirdalaavidina que estd en la zona de captura espe-
cifica, porque un exceso de anticuerpo biotinilado hara
gue parte de esos anticuerpos no formen complejo con
el antigeno y compitan por la unién a la avidina con
aquellos que sf formaron complejos con € antigeno. Si
la cantidad de anticuerpos biotinilados sin antigeno es
mayor que la cantidad de anticuerpos biotinilados con
antigeno, entonces se espera que aparezca una sefial
roja dificilmente perceptible en |a zona de captura es-
pecifica durante la evaluacion de muestras negativas
alos anticuerpos antiAgeHB. Lamejor relacién halla-
da de CBHepB.AgE hiotinilado y AgeHBr fue entre
100y 400 ng de AcM hiotiniladoy entre 40 a80 ng de
antigeno (Figura 3). Por €llo, en los demés experimen-
tos seutilizdlarelacion entre200ng de AcM biotinilado
y 40 ng de AgeHBr. Con este resultado se alcanzé a
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neutralizar 40 ng de AgeHBr en la aimohadilla ma-
croporosa por |os anticuerpos antiAgeHB humanosy
finalmente, detectar muestras plasméticas débilmente
positivas a estos anticuerpos; 1o que aument6 lasensi-
bilidad analitica 2 veces con respecto alapruebainmu-
nocromatogréfica no amplificada

Comparaciéon de las pruebas
inmunocromatogréficas elaboradas
con un ensayo inmunocromatogréfico
comercial para detectar anticuerpos
antiAgeHB

En la evaluacion de las muestras de plasma con una
prueba inmunocromatogréfica de Advanced Quality™"
para la deteccion de anticuerpos antiAgeHB se ob-
tuvieron 23 muestras positivasy 23 negativas a estos
anticuerpos. La pruebainmunocromatogréficano am-
plificada presentd una muestra negativa a los an
ticuerpos antiAgeHB que fue detectada por el sistema
comercial como positiva. El estadigrafo kappa de
Cohen (kappa = 0.96) dio un valor entre 0.8 a 100,
gue seinterpreta como unaconcordanciacasi perfecta
[18] entre la prueba inmunocromatografica no am-
plificada desarrollada en el laboratorio con la prueba
comercial en la evaluacion de esos dos grupos de
muestras positivas y negativas a la presencia de an-
ticuerpos antiAgeHB. Esa muestra discordante fue
analizada en esa prueba no amplificada con la adicion
de 0.25% a 10% (p/v) de los polimeros PEG 8000 y
Kucell como agentes bloqueantes de inespecificidad y
no fue eliminada la sefial roja. El sistema inmuno-
cromatogréfico amplificado fue completamente igua
al comercial con la evaluacion de esos dos grupos de
muestras (Figura 4), lo cual sugirié una posible falta
de sensibilidad de la pruebainmunocromatogréaficano
amplificada con respecto alaamplificadayaqueenla
primeradebe neutralizarse més antigeno recombinante
(80 ng) que enlasegunda (40 ng) paralamismacantidad
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Figura 4. Evaluacién en una prueba inmunocromatografica
Advanced Quality para la detecciéon de anticuerpos antian-
tigeno e de Hepatitis B (antiAgeHB, 1 y 2) y en las pruebas
inmunocromatogrdficas desarrolladas en el laboratorio sin (3
y 4) y con amplificacién de avidina-biotina (5 y 6) de una
muestra de plasma negativa (1, 3y 5) y otra positiva (2, 4y 6)
para los anticuerpos antiAgeHB. S es el pozo donde se aplica
la muestra de plasma, T es la zona de senal especifica y C es
la zona de control de funcionamiento de la prueba.
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de anticuerpos antiAgeHB presentes en esa muestra.
La otra posible explicacién es que no se favorezcaen
la prueba inmunocromatogréfica amplificada la inte-
raccion inespecificaentreel CBHepB.AgE biotinilado
con el AcPc-oro y si, en la prueba inmunocroma
togréficano amplificada de ese conjugado con € AcM
no biotinilado. En esta segunda prueba la utilizacién
de 1 800 ng de CBHepB.AgE no biotinilado/2 uL re-
presentd 9 veces mayor cantidad del mismo anticuerpo
que en la primera prueba, donde se aplicoé 200 ng de
CBHepB.AgE biotinilado/2 L.

Interferencia de algunos compuestos
bioquimicos del plasma en estas pruebas
inmunocromatogrdficas

Lasformasnativasdel AgeHB y el AgcHB tienen una
similitud estructural de 149 aminoacidos, pero son an-

tigénicamente diferentes[19]. Es decir, los anticuerpos
antiAgeHB generados en pacientes con Hepatitis B
no reconocen la proteina nativa del AgcHB y los an-

ticuerpos antiAgcHB en un paciente enfermo con esta
infeccion viral tampoco reconocen la proteina nativa
del AgeHB. EI AgeHB es una proteina liberada al

torrente sanguineo durante lafase replicativadel virus.

Sin embargo, €l AgcHB de este virus es una proteina
muy inmunogénica que es retenida en su mayor parte
dentro de la célula para formar las nucleocépsidas de
viriones inmaduros. En este trabajo, el proceso de se-

leccién de los AcM antiAgeHB fue realizado con las
proteinas recombinantes del AgeHB y del AgcHB y
como seanalizd previamente, existereactividad cruza-

dadel AcM CBHepB.AgE con el AgcHBr en solucion
y absorbido en lafase sélida, por lo cual esimportan-

te estudiar s existe interferencia de los anticuerpos
plasméticos antiAgcHB en estas pruebas inmuno-

cromatogréficas desarrolladas en €l laboratorio. Las
dos pruebas inmunocromatogréficas del |aboratorio
dieron sefial rojaindicativade ausenciade anticuerpos
antiAgeHB enlas5 muestras de plasma, que no tenian
anticuerpos antiAgeHB y si, anticuerpos antiAgcHB

en la prueba multiple comercial. Ese resultado sugirio
la ausencia de interferencia de los anticuerpos anti-

AgcHB humanos en estos dos ensayosinmunocroma-

togréficos desarrollados en el laboratorio. También se
corrobor6 que los anticuerpos plasmaticos humanos
antiAgcHB no atrapan a AgeHBr a pesar de su si-

militud estructural aminoacidica con el AgcHB y que
€s0s anticuerpos se unen principalmente a epitopos
conformacional es producidos por el plegamientoy el

ensamblaje espontaneo de varias proteinas de core
entre si para formar particulas de 27 nm [2].

En la amohadilla macroporosa de la prueba inmu-
nocromatograficaamplificadadel laboratorio se aplica
el AcM CBHepB.AgE biotinilado conjuntamente con
el AgeHBr, que luego sera atrapado en la zona de
capturadelanitrocelulosapor laavidina. Labiotinaes
unavitamina hidrosoluble que participaen el metabo-
lismo del organismo humano. Esa vitamina adquirida
delos alimentos esta presente en lasangre delos seres
humanos y puede interferir en la unién del anticuer-
po biotinilado a la avidina absorbida en la tira de
nitrocelulosa. Por ello, fue deinterés conocer qué con-
centraciones plasmaticas de esa vitamina repercutian
en el funcionamiento de esta prueba. La prueba in-
munocromatografica amplificada para la deteccion de
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anticuerpos antiAgeHB no produjo una sefial rojaen
la zona de captura especifica, cuando 100 ng/mL de
biotina fue afiadida ala muestra plasmética negativa a
anticuerpos antiAgeHB, es decir, esa concentracion
devitaminainhibid la sefial rojaque debia aparecer en
esa prueba para esa muestra sin anticuerpos antiAge-
HB. Sin embargo, aesamuestranegativaaanticuerpos
antiAgeHB cuando se le afiadié 20 ng/mL de biotina,
si aparecio una sefia roja que indicaba la ausencia de
anticuerpos antiAgeHB. En |os dos casos la muestra
positivaaanticuerpos antiAgeHB no di6 sefia rojaen
lazona de capturaespecifica. Este experimento mostro
gue este ensayo inmunocromatogréfico amplificado
no tiene interferencia de la biotina hasta una con-
centracién de 20 ng/mL en el plasma, que corresponde
a una concentracion 20 veces mayor que las concen-
traciones terapéuticas de esta vitamina [20].

El interferon alfa 2b es un medicamento empleado
en ¢ tratamiento de las Hepatitis B cronicas, por 1o
gue debe investigarse si puede interferir en la de-
terminacion de anticuerpos antiAgeHB. En estos
ensayos no existi6 interferenciadel interferon alfa 2b
recombinante a 20 ng/mL y 100 ng/mL, tanto en la
muestra negativa como positiva a los anticuerpos
antiAgeHB. Esas concentraciones afiadidas son 500
veces mayores que las detectadas en un estudio
farmacocinético aleatorizado y a doble ciegas redliza-
do con 24 voluntarios sanos a quienes se les inyecto
unadosis Unicade 10 x 10° Ul deIntron A y Heberon
afaR (dosformulacionesdeinterferon alfa-2b humano
recombinante) con los valores méaximos de actividad
séricaalas 5y 7 h paraIntron A y Heberon alfaR,
respectivamente [21].

La heparina es un mucopolisacérido sulfurado con
presencia de grupos de sulfatos y carboxilos en cada
unidad de disacérido, lo cual hace que seafuertemente
polianionica en solucién [22]. Esta molécula es
sintetizada en €l organismo por los mastocitos, pero
también es usada como anticoagul ante de las muestras
desangreen  |aboratorio paralaobtencidn de plasma
Como la heparina esta cargada negativamente puede
interferir en la unién de la particula de oro (cargada
negativamente) a la poli-L-lisina (cargada positiva-
mente) en la zona de control de funcionamiento de la
nitrocelulosa de las dos pruebas inmunocromato-
gréficas y a la avidina (que puede estar cargada
positivamente) durante la migracién del plasma a pH
neutro en la zona de captura especifica de la prueba
inmunocromatografica amplificada. La heparina a 2
Ul/mL y 10 UI/mL en & plasmaimpidié la aparicién
de la sefid roja en la poli-L-lisina recubierta en la ni-
trocelulosa cuando migra por esa zona el AcP-oro en
los dostipos de pruebas inmunocromatograficas, tanto
para las muestras positivas como negativas a anti-
cuerpos antiAgeHB. El efecto de la heparina en las
dos concentraciones usadas sobre laavidina (2 pug) no
provoco desaparicion de la sefiad roja en la prueba
inmunocromatograficaamplificaday existié unabuena
diferenciacién entre las muestras positivasy negativas
a los anticuerpos antiAgeHB. Esas concentraciones
de heparina correspondieron a las usadas en el la-
boratorio como anticoagulante (2 Ul/mL) y 5 veces
mayor [13]. Esas 2 concentraciones de heparina no
influyeron en la desaparicion de la sefid roja en la
zona de control de funcionamiento de las pruebas
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inmunocromatogréficas cuando fue recubierta por anti-
inmunoglobulinas G deratdn en carnero. Concluyendo,
lasustitucion de poli-L-lisinapor antiinmunoglobulina
G deratdn en carnero en lazonade control defuncio-
namiento hace posible la utilizacion de la heparina
como anticoagul ante de sangre de ambas pruebas. Ese
anticuerpo antiinmunoglobulina G de raton hamostra-
do ser estable entre 1 6 2 afios en |os experimentos de
estabilidad acelerada de una prueba inmunocroma-
togréfica con una especificidad diferente [15].

Termoestabilidad acelerada de los diferentes
reactivos bioldgicos usados en las pruebas
inmunocromatogrdficas desarrolladas

en el laboratorio

L os estudios de estabilidad acel erada térmica predicen
un posibleinterval o de tiempo en quelos componentes
de la prueba inmunocromatogréfica en sus diferentes
formulaciones pueden ser conservados a temperatura
ambientesin afectar lacalidad de esaprueba. Deningin
modo sustituyen el estudio a tiempo real de la esta-
bilidad de esos componentes a una temperatura entre
20 a 25 °C; sin embargo, ayudan a orientar a inves-
tigador paraidentificar con ahorro detiempoy recursos
de antemano, qué formulacion de las probadas ga-
rantizaria la conservacion de los componentes de la
pruebainmunocromatogréfica. Se planteaque unaes-
tabilidad a 60 °C durante 3 dias de un componente o
de la prueba inmunocromatogréafica completa equiva
le aun tiempo real entre 8 a 12 meses a temperatura
ambiente y durante 5 dias equivale entre 12 meses y
18 meses[23].

En la prueba inmunocromatografica sin amplificar
se estudiaron el CBHepB.AgE y el AcP-oro. El
CBHepB.AgE (1.8 ug) recubierto en la nitrocelulosa
fue estable 260 °C con trehalosa8% alos 3y 5 dias.
Seutiliz6 como diluentefinal del AcM de recubrimiento
igepal 0.05% y trehal 0sa 8% en |os demas experimen-
tos. El AcP-oro aplicado en el material macroporoso
con su diluente ¥ fue estable con trehalosa 10% y
20% alos 3y 5dias (Figura5), por tanto, latrehalosa
10% en el diluente del conjugado fue utilizada en los
demaés experimentos.

25°C

Figura 5. Termoestabilidad acelerada del conjugado anticuer-
po policlonal-oro antiantigeno e de Hepatitis B (antiAgeHB) a
25 °C y a 60 °C durante 5 dias en una prueba inmunocroma-
togrdfica sin amplificar para la deteccién de anticuerpos
antiAgeHB. Las pruebas inmunocromatogréficas 1, 3, 5, 7 fueron
introducidas en una muestra de plasma sin anticuerpos
antiAgeHB y las tiras 2, 4, 6 y 8 en una muestra de plasma con
anticuerpos antiAgeHB.
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En la prueba inmunocromatografica amplificada
se estudiaron el recubrimiento con avidinaen lanitro-
celulosay laaplicacion simultaneadel AcM biotinilado
con €l AgeHBr enlaamohadillamacroporosa. Laavi-
dinafueestable contrehalosa5y 10% a60 °C durante
3y 5 dias, donde las muestras positivas no daban
sefial y las muestras negativas daban una sefial roja
comparable con las tiras conservadas a temperatura
ambiente. El recubrimiento de la prueba con avidi-
na al 0% de trehalosa daba sefial roja a evaluar una
muestra negativaaanticuerpos antiAgeHB, pero me-
nos intensa que el control a temperatura ambiente,
por ello, la formulacion empleada finalmente para
la avidina contenia trehalosa 5%. EI CBHepB.AgE
biotiniladoy el AgeHBr fueron estables con trehalosa
8% alos 3y 5 dias. Con 4% de trehal osa esos com-
ponentes no fueron estables durante 5 dias, porque
no se obtenia una sefial roja en lamuestra negativa de
anticuerpos antiAgeHB. A causa de ese resultado se
utilizé la concentracion 8% de trehalosaen el diluente
del AcM biotinilado y de AgeHBr de la prueba in-
munocromatogréfica amplificada y solamente del
AgeHBr en la prueba inmunocromatogréfica no
amplificada. Las concentraciones de trehalosas que
garantizan la estabilidad de los reactivos bioldgicos
utilizados en estos inmunoensayos oscilaron entre 5
y 10%, las cuales coincidieron con las obtenidas en
otra prueba inmunocromatogréfica desarrollada en el
laboratorio con la especificidad diferente de detectar
troponinal cardiacaen plasma[15] y fueron menores
gue la reportada en una prueba inmunocromatogra-
fica para la deteccion de Salmonella Typhimurium
donde la concentracion de trehalosa de laformulacion
del compuesto bioquimico liofilizado en el material
macroporoso legd a 24% [24].

EnlapatofisiologiadelaHepatitisviral B sedistin-
guen tresfases: lafase detoleranciainmune, lafase de
aclaramiento inmune y la fase de portador inactivo
residual [1]. Enlafasedetoleranciaaparecen € antigeno
de superficie del HB, el AgeHB, concentraciones s&-
ricas normales de transaminasas hepéticas y altos
niveles de cargagenéticaviral (>10°copias/mL). Enla
fase de aclaramiento inmune se mantiene atala carga
genética viral, pero aumentan las concentraciones s&-
ricas de transaminasas hepéticas y € punto final de
esta etapa es indicado por la desaparicién sérica del
AgeHB vy la aparicion de anticuerpos antiAgeHB.
Posteriormente se pasaalafasefinal de portador inac-
tivo residual donde la cargagenéticaviral disminuyea
menos de 10* copias/mL y |as concentraciones de tran-
saminasas hepéticas disminuyen. Se plantea que la
desaparicion sérica del AgeHB vy la aparicién de los
anticuerpos antiAgeHB ocurre espontaneamente entre
€l 50-70% de los pacientes con HB crénicay no ocurre
asi cuando son seleccionadas mutantes del VHB. En
ese Ultimo caso, se originan Hepatitis B cronicas Age-
HB negativas en los pacientes con presencia de
anticuerpos antiAgeHB séricos que evolucionan con
aumentos persistentes o transitorios de la carga ge-
nética viral y de las concentraciones séricas de las
transaminasas hepaticas [25]. Se puede ver laimpor-
tancia de la aparicion de los anticuerpos antiAgeHB
conjuntamente con la desaparicidn sérica del AgeHB
en marcar unafase evolutivaen masdelamitad delos
pacientes con HB crénica. Y también esos dos mar-
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cadores inmunol égicos pueden ser indicadores de un
prondstico favorable en los paci entes que han respon-
dido a tratamiento antiviral e inmunomodulatorio.
Por lo que, se han utilizado para evaluar €l éxito de
ensayos clinicos con diferentes combinaciones de
agentes antivirales en los pacientes con HB cronica
AgeHB positiva[3, 25].

Conclusion

Conociendo la informacion que puede aportar la
deteccion de anticuerpos antiAgeHB en los estudios
de ensayos clinicos de agentes terapéuticos para €l
tratamiento de pacientes con HB crénica AgeHB
positiva, se desarroll6 en el laboratorio un sistema
inmunocromatogréfico para la deteccion de anti-
cuerpos antiAgeHB en plasma. Se estudiaron dos
formatos: uno amplificado con avidina-biotina y
otro sinamplificar. Los resultados obtenidos sugirieron
la posibilidad de desarrollar un sistema inmuno-
cromatografico bajo las condiciones delaboratorio para
la deteccion de anticuerpos antiAge-HB en plasma
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con anticoagulantes de citrato de sodio, heparina y
EDTA. La avidina-biotina usada en la prueba inmu-

nocromatografica amplificada mejoro la sensibilidad
analitica a aplicarse menor cantidad de AgeHBr a
neutralizar que en lano amplificada. La avidina puede
utilizarse en los ensayos inmunocromatogréficos
competitivos de un solo paso para la deteccion de
anticuerpos antiAgeHB en plasma, apesar de su carga
ionicay lapresenciade carbohidratos en su estructura,

sin afectar las caracteristicas de realizacion de estos
ensayos (especificidad, sensibilidad, rapidez, sencillez)
y aportar una posibilidad mas econémica que la
aplicacion de la estreptavidina con la biotina.
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