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INTRODUCCION

La hormona Gcnadctropina Coribnica Humen: (H(C), es ure gliccgprotef
na sintetizade inicialmente por las células trofobl&stic;s del blastocis
to en desarrollo y después pgr las células sincisiotrofotldsticas de la
placenta. Después de la cdncepcipn. se prcduce crn rﬁpido aumerto er la --
certidad de FCC en la orqu;apfgfjmadamecte 2 las 5 semenas de gestacior,

Rt

que 2lcanza los niveléSimaiimcg n.ur. tiempo aproximedc ce 10 semeres de

gestacién. Es por estol@;e-la HCE er. 13 orina ha sido ctilizade ccmo --

uro de los pardmetros para.la ccnfirmecior. y evaluaci6n de emtarazp'por” S

el laboratorio clinico.'(i)yr ’ . )
A medida que la produécién de estrégeroc y prcoestercra por la pla--
certa aurerta durante:eljsegundo trimestre, los niveles de HCG descien--

der, ccre se muestra en la fig. 1 (2).



100

50

Fig. 1.- Niveles
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Durante las primeras etapas del embarazo, las pruebas cualitativas mds -
sersibles para la determinaciér de HCC (1 UI/ml), resultar pesitivas a las b
semzras después de la ccrcepcibn y czsi invariablemerte son positivos a las -
6 semeras de gestacifr.. Las pruetas meros sensibles (5 UI/ml) resultan pesi-
tivac cerce de 2 8 5 ¢fas mas tarde después de las 6 semanas de gestacién --
(1.12).

Ahora bien, los niveles de HCG fluctuér durante el emtarazo y tamtiér er
prccesos patolégices. Er el ermbarazo ectdpico los niveles de HCE urinarios -
cer frecuencia se encuertran por atajo de 0.3 Ul/ml (3). Ya q;e niveles de --
HCE inferiores de t Ul/ml, nc ce detectan pcr las prietas usuales, es necesa-
rio utilizar priebas mas sensibles er estos casocs.

Durante el primér trimestre la pructa cuantitativa de PCC puece ser Gtil
cere guia para el pronbetico de un pesible aberto, comc se indicd antes los -
niveles méximos de HCC se alcanzan normalmerte hacia las 10 semanas de gesta-
cibr. y durante el emtzrazo ncrmel puece esperarse niveles elevadcs de HCG, em
pezancc en la 7a. serana y ccntinuando hasta la semana 13. Durante este tiem-
pe una centidad inferior a 3000 U1/24 hrs. en 1a orina se esccia ccn un abor-
to inevitatle. Inicialmente el abecrto inevitable puede pre sentar riveles --
ncrnéles de HCE, con un descerso répido a lo large de varios dfas, por lo que
se hacen necesarias lac pruebas repetides (4).

Clésicamente la prueta cuantitativa de HCG se ccnsidere muy importante -
en el diagnéstico ce la mela nidatidiforme* que es un proceso neopldsico. A
resar de que algunas paciertes cen dicha patologfa presentan niveles de HCE -
er. 1a crina, extremadarente elevados hasta de 6 €00 000 Ul/1. {(5), la mayoria
meestra Jos velores ccrrespercientes al entarczo ncvwal y algunas presentan -
niveles relativamerte bzjos de H(G (5 UI/ml) ( ), _[; :

* Ver apéndice,



Una vez que Se ha realizadc €l diagrostico de erfermeded trcfotléstica,-
loz niveles urinarios de HCGC proporciorén un indicador excelente de la res---
puesta al tratamiento (6). Después de la expulsibr de ur: mcla hidatidifor--
me, el nivel en la orina de HCE debe descender a niveles no detectables ern 7
dfas. Si dicho nivel no descierde, la mola nc se ha eliminadc por ccmpleto o
se trata de un corfocarcincma®. Se han descrito teratomas* testiculares y --
ovériccs, seminonas* y carcinomes* embrionarios ccr niveles elevados de HCC -
er: 1a criné, pcr esta razor. las pruetas de HCE sor. Gtiles en la evaluacibr --
clinica de los tumores testiculares (1),

FUNCION DE HCE.- La menstruacion en hurenos suele ocurrir 14 dfas des---
pLés de la ovulacifr, er el morerto en que l1a mayor parte del erdcretrio se--
cretor del Gtero se desprende de la pired uterina y es expulsadc al exterior,
si esto ccurriese después de haberse implantado un hievo, el emharazo se iq}g
rrumpirfa. La secrecibr de gcnadotropina coribnica evita lndirectaﬁente que -
as{ accntezca. En el momento de la penetraci6n trofobl&stica del encometrio -
por parte del blastocisto en desarrollo, las células trofobl&sticas secretan
HCC hacla la circulacior meterra. La funciér de la HCC es semejante a la de
la hcrmena luteinizante de la hipdfisis anterior, su mayor importancia estri-
ba en que impide la involuci6r. del crerpo ararillo al fin del ciclo menstrual
y permite que este cuerpo amarillovprcCuzca grandes cantldaées de hcrmornes --
cemc progesterona y estrégeros, a su vez éstas hormonas hacen que el erdore--
trio uterino sigz crecierdc y almécenando grances centidades de elemertos nu-
tritives (2).

ESTRUCTURA DE HCG.- La HCC estd constituida de dcs sutunidades cenorina-
das alfa y beta, que no son idénticas ni gstan_cqulgntemente unidas. La sut

uridad beta de PM 3000C es ceracterfstica ﬁéfia,hcfncna. mientras 1a suburi--

* Ver apéndice



dad aifa de PM de 18 000 es cemri a2 otras hormcnas glucoproteicas como hor--
mcra luteinizante (LH), hornona le1culd1e$timuJanté’(FSH).(X ncrmena estimy

larte e la tircides (TSH) - (7).

La sectercia de 1a ¢adénéipé H ¢ quéitokgrédc de
homologfa ccr. la cadena-beta-LH; subL

ta-1H (BZY%), son idérticcs arié'!cr

de se 1leva a cabo la renatural
(9). ‘

INMUNOENSAYOS  PARA.

Hay dce formas pafa,dg




respuesta del ¢rgano, son demasiados largos para su uso clinico generalizado.
Los inmuncensayos para la determinacién de HCG han sustituidéjémﬁiihhénté 2 .-
los bioensayos para el uso clinico habitual (10). R f

En 1960, Wide y Gemzell introdujeron la primera prueba inmunolégica pafa
la HCG basada en una inhibici6n de la hemaglutinacién y desdé entonces a la -
fecha se han desarrollado una gran variedad de inmunoensayos para HCG.

La mayorfa de los ensayos "habituales" para la determinacién de HCG en -
el embarazo, tienen una sensibilidad aproximada de 0.5 1.0 UI/ml. A estos -
ensayos se les denomina cualitativos y se ccnsidera cuantitativos a aquellos
que poseen una mayor sensibilidad y que son utilizados para determinar HCG en
procesos patolégicos (10). En la tabla I se enlistan algunos ejemplos de en-
sayos cualitativos existentes en el mercadc para la determinacién de HCC; se

indica el principio en que se basan y su sensibilidad.




Los inmunoensayos contenidos en-la Tabia 1,-utilizan como soporte s6lido
eritrocitos de carnero o partlculas'de létex. En ensayos de aglutlnacién di-
recta, las particulas de ldtex tienen sobre su superficle anticuerpos contra
"HCG unidos en forma covalente. Esta suspensi6n de partfculas de l&tex al ---
reaccionar ccn HCG de una muestra de orina, produce una aglutinacién de ldtex
visible, que no se forma en el caso de una muestra de orina negativa a HCG --

(fig. 2).

A
L /
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Q oo —P
Particulas de l&tex Muestra de Aglutinaciér
orina

ccn Ac. contra HCE.

o Y
QQ ' X QQ

Mo hay aglutinacidn

Fig. 2. Ensayo cualitatlvo para HCE por: aglutlnacidn de parttculas de latex

A prueba positivaj ruebs a necétiva.; Dcrde.




Inmunoensayos cUaiifétiyd§{b§?é;ia determinacion de HCE

TBLA 1

Fabricante y

Nombre del producto

Método

Sens

ibilidad

Carter Wallace

Diagnoton UCG Test

Merck
Merckotest

Organon
Pregnosticcn

Laffon
Pron-Tex

Laffon
Prenatest

Carter Wallace
UCG Slide Test

Merck
Prueba Directa
de embarazo

Inhibicién de hemaglutina-
cién

Inhibiciér de Aglutinacion -

de 18tex

Inhibicién de Hemaglutina-

cidn

‘Inhibicién de la aglutina-

cibr de partfculas de litex

Inhibicion de la Hemagluti
nacién

~Inhibicibén de Aglutinacién

de partfculas de Litex

Aglutinabibn de Litex

Qo
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Los métodos de inhibici6n, de aglutxracién -y hemaglut1nac16n constituyen

procedimientos en dos pasos. En el primero} anticuerpo ti HCG se 1ncuban

con la meestra de orina, que sf contiene HCC se comblnara con"‘os anticuerpos,

en caso de no contener HCG los anticuerpos quedan libre 'u 'segundo paso

se adiciona a la mezcla anterior, una suspensxbn de p t! asfde létex o eri
trocitos de carnero, los cuales estdn recubiertos con‘HCG Si la muestra de -
orina es positiva no habrd anti-HCG libres que reaccionen ‘con los eritrocitos
o l4tex, habiendo ausencia de hemaglutinacién o aglutfnacibn. En un caso ne-
gativo, la muestra de orina no contiene HCG, permite entonces que haya anti -
HCG libres que puedan combinarse con eritrocitos o partfculas de 18tex recu--
biertas con HCG, produciéndose hemaglutinacifn o aglutinacién visible.

Los ensayos de partfculas de l&tex son r&pidos y requieren solamente dos
minutos para st realizaci6n, la incidencia reportada de resultados falsos po-
sitivos oscila entre 1-3 %, con un 2-6 % aproximado de resultados falsos nega
tivos.

Las gfq§b95Mq§1inhibici6n de la hemaglutinaci6n requieren de ura incuba-
ciér de 1;2 ﬁr§,7la$ incidencias descritas de resultadcs falsos positivos os-

cilan entré 0.5-2.0% con valores negativos falsos ertre t. y 4.0% .

INMUNGENSAYOS PARA LA DETERMINACION CUANTITAT

(VA DE HCG -

En la deterninacién cuantitativa de HCG

cificos dirigidos contra la subunidad beta-H

tiene con LH. . Segln algunos autqres,‘Si;Sefuti, t1cuerpos contra la

moléenla completa de HCG, lafréacquﬁ?erzadalton' H.
3% (1), o

ser-: hasta del -n
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Los métodos m&s confiables para la determinaciton cuantitativa de HCG son los
radioinmunoensayos (RIA) y el inmuno enzimo ensayo o analisis 1nmunoen21mati
co (AIE). Estos procedxmxenfos son los gue se describlran a contxnuacibn

RADIOINMUNOENSAYOS PARA LA DETERMINACION DE HCG.- Los RIA estdn basados
en la propiedad que tienen los anticuerpos y algunos antfgenos o haptenos de
poder ser “marcados" o unidos ccn is6topos radiocactivos en forma covalente,
sin que se afecten sus propiedades bioldgicas o inmunol6gicas. Las medicio-
nes de las radiaciones emitidas por los isétopos radioactivos en los inmuno-
ensayos permiten detectar cantidades del compuesto que se desee hasta el or-
den de piccgramos.

Existaen dos tipos de RIA para determinar HCG; el método competitivo y -
el método de "emparedado" (sandwich).

El RIA competitivo estd basado en la capacidad de una cantidad limitada
de sitios activos de anticuerpo anti beta-HCG para unirse a una cantidad fi-
ja de HCG radjomarcada (HCG-’ZSI) y la inhibiciér de esta reacci6n por un an
tigeno no marcado, es decir HCG de la muestra (fig. 3A). El porcentaje de -
HCG-'ZSI disminuye como una funcibn de el incremento de la concentraci6n de
HCG no marcado en ]a muestra de prueba. La separaci6n de HCG-1251 libre y -
unido es necesaria para determinar la cantidad de HCG en la muestra. Esto -
puede estar acompafado por insolubilizaci6n de los complejos antfgeno-anti--
cuerpo ya sea por medios quimicos, por ejemplo: precipitaci6n con polietilen
glicol o por la adici6n de un segundo anticuerpo dirigido hacia la inmunoglo
bulina presente en el suero original, o por una combinacién de estos dos mé-
todos. La cantidad de HCG no marcada en una muestra desconocida es entonces

determinada al comparar la radfoactividad de el precipitado, después de cen-

L trifugaéién‘ con:valores establecldos usando esténdares conocidos en el mis-

Mo sistema de ensayo (12)
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En el método de emparedado, los antlcuerpos especificos contra beta -HCG
estdn inmovilizados sobre esferas o tubos de poliestireno a los cuales se --
les ad1c1ona la muestra a probar y después de un tiewpo de incubacién se la-
van las esferas o tubos para eliminar el material no unido en forma especifl
ca, después se adiciona otro anticuerpo especifico contra la subunidad beta-
HCG, pero &ste estd marcado radioactivamente (fig. 3B). Si la muestra con--
tiene HCG, ésta es capturada por el Ac. inmovilizado a la fase s6lida, des--
pués el otro Ac. marcado radioactivamente reccnoce a la HCG y se une a ella,
se hacen lavados y se mide la radicactividad asociada a las esferas, tubos -
de poliestireno 6 ¢l material que haya servido como soporte s6lido. A mayor
centidad de radioactividad mayor concentracidn de hormona. El resultado se -
extrapola en una curva estdndar obtenida con concentraciones conocidas de --
HCG (12).

Los métodos anteriores utilizan anticuerpos especificos contra la sub--
unidad beta-HCC de origen policlonal, sin emtargo hay disponibles métodos ---
que utilizan anticuerpos monoclonales. E1 TANDEM és un método tipo empareda
do, en donde un anticuerpo monoclonal, dirigido ccrtra un epitope de la sub-
unidad beta-HCG, es fijado al soporte sélido, (esferas de poliestireno) y el
anticuerpo marcadc que forma el sandwich es otfo monocional dirigido contra
una regibr diferente de la subunidad beta, que no es reconocida por el pri--
mer anticuerpo monoclonal (12).

La ventaja de utilizar monoclonales. es eluaumento de espec1f1cidad en

con monoclonales, cero una menor afinidad con respecto a los Ac policlona--

las (16, 17).



Sobrenadante
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UTILIZACION DEL ANALISLIS INMUNOENZIMATICO PARA DETERMINACION DE HCG.-
El andlisis inmunoenzimdtico se fundamerta en la propiedad de las enzimas de
ser conjugadas o unidas a los anticuerpos, antfgenos o haptenos en forma co-
valente, sin que el conjugado’resultante (antfgero-enzima o anticuerpo-enzi-
ma) pierda sus cafacteristicas de reactividad inmunolégica o enzimdtica. La
caracterfstica de las enzimas para catalizar Ia conversién de un gran nimero
de moléculas de sustrato, proporciona la base para amplificar y detectar in-
directamente una reacciér. Ag-Ac. Asf mismo en casi toccs estoc sistemas la
accibn de la enzima sobre los sustratos genera productos ccloridos lo que --
permite la realizaci6n de pruebas cualitativas interpretadas por la intensi-
dad en el color desarrollado y de pruebas cuartitativas utilizando un espec-
trq‘otbmetro.

Los métodos imnunoenzim&ticos (AIE} han substituido en muchos casos al
RIA, por las desventajas que presenta este Gltimo como'gbn su alto costo, vi
da media corta de los reactivos, pelig;o por las radiaciones, y equipos de -
mecicibn caros. Los métodcs inmuncenzimdticos no presentan estas desventa--
jas, los reactivos utilizados son meros costosos y estables por mucho mayor
tiempc. Existen en el mercado ensayos inmunoenzimdticos para determinacibn -
de HCG, que son bdsicamente los mismos que los descritos para RIlAs, con la -
difeirencia en el marcador.utilizado. que son enzimas en lugar de los radio--
isotopos. Es por esto que se prefiere utilizarmétodos inmunoenzimdticos en
los laboratorios clinjcos. Sin-embargo, tanto los equipos de RIA ccmo de AIE
son de tecnologfa extranjera, situacién que los hace menos accesivles-a los

laboratorios,clfnicdsﬁdeﬁpocbsarecursos. Es por ello que se hace necesario

encontrar téhﬁi" Sféb¢g51bl§§_al_labcratorlo clfnico. Una de ellas pue-

de ser la coaglutinacién,



COAGLUTINACION, UNA ALTERNATIVA PARA DETERMINACION DE ANTIGEMD

La determinacién de hormonas como HCE, LW, TSH, algunos medicamentos y -
material derivado de agentes infecciosos, hacen necesaria la utilizacién de - .
inmunoensayos para la bGsqueda o determinaciér. de un antfgeno. Hay diversas -
técnicas existentes para la determinacién de éstos, entre ellas hay una técni
ca denominada coaglutinacién, Esta ha sido utilizada en los laboratorios de
Bacteriologfa en la identificaciér. de antfgenos bacterianos como Streptoco- -
ccus pneumoniae, Neisseria meningitidis (18), Saimonela tiphy (19), Haemophy
lus influenza (20).

El método de coaglutinacién consiste en el uso de la bacteria Staphyloco
ccus aureus cepa Cowan I, cuya pared celular contiene Proteina A, ésta tiene
la capacidad de fijar anticuerpos IgG de algunas especies, por su porcién ---
cristalizable (Fc), en forma espontinea. Si a una suspensién de estafiloco--
cos inactivados la recubrimos con anticuerpos especificos contra un-antigeno .
determinado y luego la suspensibn la enfrentamos con dicho antfgeno, la reac-
cién subsecuente se visualiza por aglutinaci6n del estafilococo, este procedi
miento se esquematiza en la figura 4 (20).

En el comercio existe la prueba para la identificacién de Stregtococcu
pneumoniae, y para la identificacidn diferencial de estreptocccos beta hemolf
ticos pertenecientes a los grupos A, By ¢ (18).
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spersibn de estafilococos - Ag. bactérlano Aglutinacién de estafilocccos
cubiertos ccn anticuerpcs el
recificos contra Ag.bicte

iano. S j(::j[ B
o012

+

No hay aglutinaci6r de estafilo-
cos.

Fig. 4.- Esquema representandc la cceglutinaci6r. para vn antfgero bacteriaro
er. 1a parte cugerior el caso de poner en ccntacto la suspensidn de
estafilococos con un¢ miestra positiva de ccntener dicho Ag tacteria

no y en 1a parte inferior el case de una muestra negativa.
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Thirumoorthi y €ol. (2!). compararon la cnaglut(narxén. la aglutinacxdn

en latex y la contrainmunoelectroforesi"para la: deteccién de antigenos solu

es que su cbtencién en grandes cantidades a bajo cdéfb'

La coaglutinacién es una técnica muy sxmple Yy ré
cién de antfgenos bacterianos y puede proporc1ona"
determinacién de otros tipos de antfgenos d1f

En la parte siguiente se describen algunas aracterfstica gengrg)es,dé;

los estafilococos, productores de p[gtétha A:in ca

CARACTERISTICAS GENERALES DE ESTAFILOCOCCS PROCUCTORES DE PROT. A~

Los estafilococos son cocos grampositivos que crécenyagfuﬁadd

mes. Son organismos inméviles que no‘fqrman‘eSpqras{‘Sd
entre 0.7 y 1.2 uc. (22). Lol e
La produccién de protefna

aureus, un 95% de las éepdsfdefs;aureus
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Jado la cepa Wood 46, no produce protefna A y se ha observado ademds que --
aproximadamente el 50% de las cepas resistentes a meticilina de S. aureus --
sor productoras o cer solo prot. A, extracelularmente esto es, la producen -
pero no 1a unen er. forna covalerte a la pared celular y queda libre en el me:
dio de cultivo, un ejemplo es la cepa A676 que e5 resisterte a meticilina y
produce solo protefna A extracelular (24).

Se han hecho intertus para determinar el efecto de prctefna A sobre la

resptest2 in vivc a S. aureus, sin embargo no se ha logradc demostrar ur pa-

pel derinante o altamerte significetivo en la virulercia de la bacteria que
lo ccrtiene, auncue estudios in vitro sugieren que las interacciones Prot.4A
1g6-Cenplererto pudieran ser importartes ya que inhiber la opsonizacifn y fg
gocitosis junto ccr depresidn de la respuesta quimiotictica (24).

La prctefna A ha sido aislada mediarte croratograffa de intercemtio i6-
nicc y gel filtracién, isoelectroenfoque y la electroforesis en gel de poli-
acrilarida (25), tamtién se he empleadc a la lisozima para liberar prctefna
A de 1a superficie de S. aureus, pero los rerdimientos son variables y los -
procuctos gereralmente son heterogéneos, en ccntraste cuardo se¢ erplea la di
gestidr. cor lisostafina que produce protefne A més homcgénez (26,27), el ais
lamierto en un paso se lleva a cabe en medio de cultivo ce la cepa Cowan I,de
cepas resisterntes a meticilina €815 y A676, que producen altos niveles de --
prot. A extracelular, Gnicamente la cepa P676 da 33 mg/l de medio de cultivo

(28).

PRCTEINA A Y SU UNION A FRAEMENTOS Fc DE INMUNOCLCBULINAS

La protefna A de la pared,ﬁeldlar de-los estafilocccos fué primerc estu

diade y ccracterizade por_Jenién’énLigsgﬁ (293;"Réagcioneéfde precipltacion



directa fueron detectades entre la protefns A y todos los sueros humaros nor
males, se pensaba que cichas reacciones represertaban anticuerpos antiestafi
1ococo en los sueros humaznos normales. Sin emtargo, estudios sutsecuertes --
har indicadc que la protefna A reacciora ccn estructuras Fc de cadene pesada
de las gemmaglotulinas. Basdndcse en la actividad de unibn de fragmertos y -
subfragmertos mcleculares y datos de cristalograffa de rayos X, se observé -
que el sitio de unibn estd localizadc en la interfase CH2 - CH3 en la IgG --
hunana, er la de cerdo y protablemente tembién er. la de otras especies (30).

En huménos, la protefna A reacciora ccn varias subclases de IgG: lgG,.
19G,, I1gG,. Todzs las IgG de conejo se unen a la protefna A (25). Estucios -
recientes hén mcstradc gue la proteina A reacciona con las subclases de IgA
e IgM tumaros. Solo algunas clases de anticuerpos de cabra, rata y ratén son
reactivos a protefna A (30).

La protefne 2 es una cadena pclipeptidica dnica, felativahente elongada,
ccn PM de 42 000, el ar&lisis quimicc de aminoicidos sugiere qﬁe la protefna
A estd hecta de uridaces repgetitivas y que ccntiene paco o nade de azGcares
{24). La conformacibr se mantiere Intacta scbre un rarge de pH de 0.95 a --
11.8, la prctefna tiere un punto isoeléctrico de £.1. Es funcionalmente bi-
valerte (27,31), aunque la proteina A tiere 4 sitios de unién, solo dos scn
nermélmerte expresados en reacclores cor Ig€ (24), se han demostrade cemple-
jos ccrtenierdc diferentes relaciones de 1g€ y protefna A, incluyerndo ur df-

mero ccn la férmula molecular (IgG)2 Prot. A ,
La protefna A reacciona er forme aniloga a ciertos receptores para 196
de superficie en ciertas cepas y tipos de estreptocccos (A,C-y-G), aurque la

evidercia sugiere sitios diferertes de uriér sobre la molécﬁla;dé:tge (32).
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APLICACIONES DE LA PROTEINA A EN INVUNCENSAYOS

ccs ceme Tween 20 y Tritér X- 100 (35)

Gracias a: la esrec1ficidad de- Lnién entre;la proteina A

se ha utilizadc pcra la jarificacién de IgG (36) La proteina A hc

cade con varlos trazadcres incluyerdo isotogcs radioactives, enzimcs, coﬁpuecr
tce flucrescertes y metales. La mcrcac16n cen peroxidasa de rabanc, fpsfatasé
alcalina e invertasa por une variedad de métoccs quimiccs da deriVéébsxdév}igi -
telné A para inmiroersayos enzimdticos directos o corpetitivos (35.37).

Se hen utilizadc tartiér. suspersiores de estafilococcs inaCtivades 7pera
separar corplejos inmunes, come ura especie de segunco Pc., er iNMUNOErSaycs
para determinir alfa fetoprotefna en suerc (23), para cuentificar ccncentra--

ciores de 1g€ humera (34),: Kessler en 1976, la utiliz6 para separer complejos

er: el aislariento de cntlgerc= e:wentranc. cere inmuncglobulinas de ratdn y

huménc er. llnfocitcc y aloantigeros de teta2 m.crcglobulina (38).
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Le determindéi
du tarto fara’l

tectar o segLif

les de F(E estar: alterados comm er'lé mel iformerc enbaraios ect&biccs.

Exister en el mercadc nétoCc' ccnfiable para su deterninaciér CLalita-

tiva como cuantitatxva. sin enbargo todc llo# operan ccn eqLipoc de impor-

tacién de zlto ccsto. El propocito de st trabaJo es la de desarrollar téc

nices pera la determinacibn de FCC, que eecn s sccesibles al labcratorio -
clinico de poces recirsos y cen sensibilidad ardloga basdndcse en la progpie-

ge¢ ce la pretefna A, contenida er la pared celular del Staphylcccccus aureus

cepa Ccwar I, de poder fiJar anticuerpos especificemente por su porcién Fc,
aderds utilizande ¢ la célula bacteriame ccrpleta come soperte s6lido en di-

ctas técricas.



~ OBJETIVOS -

Ottencion y purifica

ria inecfi‘urm

Recutr imferto

tra HCE.

Ensayo cualit

de estafilo

Elaboracién de Eg;{oﬁjugéé K

inrurcensayo cuentitativo.

Estandarizacién de ccrdicion

minécién de HCE. R o
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MATERIALES 'Y-METOCCS

OBTELCION CE:ANTISUERC DE CCNEJQ CCNTRA‘KCE

la cuzl se le fij6é HCG, medlante 1a fécrica repcrtada por Camtiaeo (48)
Purificaciér. de articu:rpcc especificcs contre P(C Se lavé la cclumna

de afinidad Ce aminohexil-serhercsa 4B, ccr una soluc*Or salina reguladora -

de fosfatos (PBS), 0.15M, pH 7.2, hcsta qLG la lectura de absorbancia a --

28C nr, del lquidc de lavade fué mencr a D OL'“iSe le adicioraron 5 ml del

suero ce cqngjqf"

Lnizado tin titular ccntra;H(C. se inCLbo 30 min. a tem--

peratura amtieﬁte,y seﬁtavb ccn PES, hcsta,qLe l;liqLidc de lavadc dio urc
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260 rm, y las fraccnones con D.0..meyor-a 0. Od,use recolectarcn er un solo -

tube de ensa)o.ylnnetlatamente las fracciores ecclectadas se. d:alizarcn ccr

tra PES y péitéridrh Tefmincdc la diéllSls se --
comprebo la réﬁét: n antisuero ccntra H(GVdc
laboratarios G AQ’??iS; Finalmenté loe Acs. s
Liofilizercn L i

CULTIVO:

el ersayo. imuncerzimético -

cepe de Staphy lococcus aureus --

Ccwan I otterida d Ameri TYpe le 1 cultxvo y preparaciér de -

los estafilbcocoéféékrnl; eras modificaciones de la técni-

ca reportada per Jonchr:(a :\yr‘arrollé ern wedio triptlcacelna

Soya Agar {TSA) (Bioxon Mex ’ubo a 37°C durarte 18 hrs.. posterxor
merte ce cosechd ad1c1orardo Ln awortiguador salino de fosfatos (PBS) 0.02 -
M,pH 7.2, para desprender las capas de crecimierto bacteriano. £l lfquido -
de cosecha se lavé ccn PES hasta aclaramiento Cel sotrenadante,rel,paqyete -
celular se resuspencié er formaldehidc 2l 0.5% y se incuborpor 2 hrs. a tem-
peratura ambierte cor agitacibr, pcsteriormente se lavbh cen PES y se calentd

a 8 OC en bafo marla cor agitacién durante una hera. Le SUSpEnSléh asf obte

nidc se lavé cor PBS y se ajustd la concentraciér. 1: (v/v) ccn PBS..

RECUBRIMIENTO CE ESTAFILCCCCOS CON-Acs. A 1

Para el recnbrimiento,dékiéé £

fices cortra HCE, sefcthSTUé? x .
e inctivada y di
recubrintento -

la sus-
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pensibn de estafiloccces inactivades, diluciér 1:10, se tomb 0.5 ml. y se le
adicioné .2 m} del anticuerpc ce cerejo (4 mg/ml), cortra HCE. La mg;cla;se
dejé incLtarde 2 hrs, a temperatura amtierte ccr’agitaéibn.‘desphé; se‘!évé,
3 veces cen FBS y este paquete se resuspendib cern 4.5 ml. de PES, de-écta'--
suspersibr uné mitad se ctiliz6 para el ensoyo CLalxtatxvo de HCC y la otra
perte se diluyd com PBS hasta ajustarla a ura absorbencxa de 1.5 a ‘40 rn ,
para usarla en el ensayo cuantitativo de HCG, sierdo este \alor arhitrario.
ya que ro existen antececertes del emplec de 1arbccteria en este tipp‘de en-
sayos. ' 7 R

ENSAYO CUFLITATIVO FARA LA DETEFMINACION DE_HCC

Moestras.- El estudio se realizé er 4C muestras de crina de mujeres j6-
venes er ecades que variarcn ertre 18 y 26 cfics, cor scspecha de emtérazo y
cor. una amerorrea de 10 & 32 cdfas, que acudieron a ccreulta 2] Hospital de -
Ginecc Cbstetricia No. 2 del Certrc M&licc Nacioral 1.M.S.S. y ccme testige
10 miestras de crina de mujeres pott-meropalisicas del mismo hospital y 10 --
mis de estudiantes varores de la Escuela de Medicine del L.P.N. Toces las -
muestras fueror centrifugadas a 5CC X G durarte 10 min y ccnservades 2 4 .

Procecimierto.- En un pertaotjetos se cclocd une gota de crine prebleme
ccr ura geta de la suspensibn de estafiloceces recubiertos cor los Acs. espe
cificce certra HCC (E-anti-H(G), se mezclan cor un agitader y los resultados
de coeglutinzciér se observaron e 1 a & min, desptés cor urna limpara de luz
indirecta. Para corroborar los resultados se aralizaron las m.estras de ori

na por el métode Ce inribici6n de 1a hemeglutinaci6n de laboratorios Laff6n
(Mex),
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ELARGRACION CE CCNCUGADC FCG-FOSFATASA ALCALINA PARA LA

Le fosfatéSa'élca!ih p 8 orma cova--
lente a la H(C (Roussel_ ;ig endo la técrnca descrxta pcr Enqull -~
{39). La fosfatasa alcalina (FA) 5.ml se resuspendié ccn 0.85 ml. de ure so-

luciébn de HCC en PBS (2 mg/ml) y se dializ6 ccrtra PBS durante 24 hré.'a 49
C, ccr 4 camtios de C.5 1. El corteridc de la bolsa de didlisis se transfi-

rié a un tuto ce ersayo y se ajusté a 1.0 ml ccn PES y se adicioraror 10 u!
de glutaraldehide (Sigme E.E.U.U.) al 20%. SE reposé por 2 hrs. a témpéfatu-
ra arbiente. Después se dializd centra des cemtios de PBS. El conjugadc fbg
madc se guarcd en alicuctas después de haberse ajustadc e 4.85 ml con PES y
anadido C.15 ml de azidz de sccio al 0.1% y 5C g cde albOmina sérica bcvina

- (sigme E.E.U.U.). Este ccnjugado se guard6 a 4 °C.

TITULACION CE CONCUGACC HCE-FA

Se llev6 a cabo ur procedimiento dencrinadc titulacién de tablero de -
ajecrez (40) de ciluciores del artigero (HCC-FA), titulado cortra una serie
de diluciores del articuerpo (Ac anti HCG) (fig. 5).

a).- Diluci6én del Ac. de ccrejo anti HCE.

i).- El Ac. de corejo ¢e ccncentracior de 4 mg/ml, se diluy6 er un
amortiguedcr de recubrimiento*. Se prepararon 8 éiluciones -
detles; en €l mism¢ zmcrtiguader de recutrimiento, estcs fue-
ror:: 1:256, 1:500, 1:10C0, 1:20CC, 1:40CC 1:80CC, 1:16C00 y -
1:3200C.

i1).- Se coioc6 0. 2 ml de cada dilucion en los pozos de una mlcro

placa de pclivinllo (Dynatech ELE.U.U. ) de manera qLF cer la.

* VYer apéndice



iii).-

b).- Dllucién del canugadc HCCrF de:-prueb

i).-

ii).-

“it).-

iv),-
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¢iluci6n menor (1:250) se. llené la serle de ;:ozpc de Al a A6 la

siguiente solucién (1: SGC) en lo pozo”’B1:' B6 'y asl se ccrtinﬁa

hasta llegar a lo= pozos H1 He'
Se cutrid la micrcplaca y se.
lavé 6 veces ccr EBS-TweenﬁZQf'S' 1 de --
PES-Tween albamina durante 2ihrs +Liego -

se le. hiciércn tres'laVaGOS

El ccnjugado P(C FA se_diluyo
ciores 1 25. 1 50 l IOC '

Se adicioncron 0.2 ml de cada dilucx
dilucibr. més baja se cgrego a la ccfumra
la colunra A2 a H2, asf hasta AS'aFEé.
3 hrs, a temperatura ambienie.

Se lavé 3 veces ccn PBS-Tween, Se adicior6 0.2 ml. dé‘una solucitn
de sustrato parc la erzima FA; p-nitro fenil fosfato (p-NFf), en -
una coencentracién de 2 mg/ml er emortiguader de ﬁustrato*. Se de-
j6 incubardc 30 min a temperatura ambierte.

Se detuvc la reaccién afadiendc a czda pozo 0.2 ml de NaCh 0.25 N.
La lectura se tizo er ur. lector Titertek M.ltisken a 4C5 nm. El -
titulo se ccrsiderd corc la mds alta dilucién de conjugadc que de-

tecta la mis alta dilucibn de anticuerpo.

* Ver apéncice.
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diluciores de

Ac. anti HCE.

Diluciores del ccnjugadc KCG-FA

Blancc
1:25 1:50 1:100 1:200 1:400 0.0

1:250

1:500

1:10C0

1:2000

1:4000

1:800C

1:1600C

1:320CC

Fig. 5.- Esquema de diluciones empleadas de Ac. ccrtra HCE y HCG-FA
para la.titulaciér.del ccnjugado HCE-FA, ..
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ENSAYO DE UNION DIRECTA PARA LA DETERVINACIOK CUANTITATIVA DE HCG

Pare 1a obterci6n de f& cL fVa dé n e h éionéf,lé;e'
suspersion ce E-anti-HCG, que previamen absorbancia de 1. 5'
a 540 nmr, cor diferertes dlluciores dal ccnjugadc HCG-FA (fig 6), cada dily
cibn se hizo por triplicadc, el procedimiento fué el siguiente.
1.- Se mezcl6 en tubos de ensayo 50,ul,de_la suspensi6r E-anti-HCE y --
100 ul de la dilucibr, de ccrjugade HCG-FA.:SéTEhCubO a temperatura ambjente
durante 20 min. ¢cr agitacion. R
2.- Se kicieron tres lavadcs ccn PBS, centrifugandc a SOCXG durarte 15
min, por cada lavado, descirtando el sobrenadante.
3.- Se adiciorercn 10C ul de sustrato p-NFF, ccn ura cencertracién de -
1 mg/ml. ¥ se incut6 30 min. a temperatura amtiente ccn agitacién.
4.- Se cetuvo la reacciér enzimstica ccr un ml. de NeCH 0.25 N. la lec

tura se tom§ er un espectrofotdmetro a 4C5 nm.
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Fig. 6.- Ensayo de unifn c¢irecta ertre la suspersién e E-anti-H(G y HCCG-FA. Se adicioro a la suspencion
de E-arti-HCE, diferertes diluclones de HCG-FA, después de incubarla se lavé la suspersién y se
revel6 la activided enzimdtica, Lo representacion de los simtcios es la siguiente:

BE; HCG-F»
,?(: E-ant1-HCE
; Sustrato (p-NFF)

@ : Producto (p-nitrofencl)
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ENSAYOS. DE. DESPLAZAMIENTO CE HCE-FA, PCR HLG, PARA LF o

. DETERMINACION CUAN1ITAT[VA DE HCG

Para los ensayos de desplazamiento, cucndo

gedc aura enzima o isotepc radioactivo, el lncrem to ,seps;pil}déd?se --

lleva & czbo frecuentemente por la adiciér del—antigero ncxccrjugédb y antf-

gerc ccrjugade sectencial a el articeerpo, en lugar de’w clarlos simelténea
mente, i desplazemiento del artigeno uridc per el ant!geno cenjugade recién
adiciorzdc, tora mucho rds tiempo que el rGQLeridCqura la uri6n de los si-- .
tios libres del articierpo cén el artigero céhju@adc. Pcr Yo tarto un rayor
gradc ce inhibici6n se puede obterer ccr la misme centidad de antfgero nc --
cerjugade por la adicién secuencial que per édicin sim.lténea.

En nuestre case se utilizaron des procedimientos, uro de tipo cempetiti
Ve €R un solo pasc dorde la acdicitn de los artigenos (HCG y HCG-FA) al E-antj
H(E, es simultdnea ccn el fin de disminuir el tiempc tctal del ersayo (fig 7)
y otro cempetitivo er cos pesos {fig. 8) dorde hay ura adici6n secuercial de
antfgencs al E.anti-H(C.

Para estos procedimiertos se diluy6 MCC estirndar (U.5.P.C. INC Eethesde
U.S.A.}, a 5 UI/ml de orina de sujeto mesculina y a pertir de esta se hicie-
rcn diluciones en PBS péra la obtencidn de las siguientes concentraéiones: -
1000, 20C, 62, 15, 3.5 y 0.8 mil de'HCG/ml. Ceda dilucibr se protd por tri-
plicedc. La descripeitn de amtos métodos se enimera a ccrtinuecion.

a).- Enzayo cempetitivo, en un paso.

1.- Se mezcl6 £G ul de la suspensidn E-anti-H(G, m&s 50 ul de mues
tra. Se incub8 la mezcla durante 1 hr. a temperatura amhiente .
con agitacionm, ' -

2.- Se hicfercn tres lavadcs ccn PBS, certrifugando a §0CXG, per -
1S min.
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3.- Se adicion§ el sustrato p-NFF, 0.2 ml a coricertraciér de un --
mg/ml, er amortiguador de sustrato. Se incub6 durarte 30 min.
a‘temperatura arbiente ccn agitacién.

4.- Se detuvo la reaccibn ccr ur ml, de MNaCk 0.25 N y se leyd a --
4CE nn.

" b).- Ensayo ccmpetitivd er. dos pascs. ‘
t.- Se mezclarcr £C L1 de la suspensiér E-anti-HCE mds SC L1 de la
_ ¢iluci6n de PCE. Se incubb dirante 15 min atemperatura amblen.
te - 7 .

2.- Después se aciciorarcn 50 L1 de ccrjugadc HCG-FA y toca la mez
cla se incub6 durarte 1 hr, a taweratura attierte ccn agitacion.

3.- Se hiciercn tres lavades con FES, ceririfugandc a 500XG por 15
minutos.

4.- Se adicior6 el sustrato p-NFF, 0.2 m! a ccncentracibn de un --
mg/ml, arortiguador de sustrato. Se¢ incubé durante 30 minutos
a temperatura ambierte cer agitaciobn.

5.- Se cetuvc 12 reaccifn ccn ur ml de NaGk 0.25 N y se tomeror --

las lecturas de abscrbencia a 4CE nm.,
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Fig. 7.- Ensayo inmunoenzimiticc ccmpetitivo de un paso para la determinaci6n cuantitativa de HCE.
En este procedimierto se acicionan al misro tiempo la muestra a prober y el ccnjugado HCE-FA
a la suspensién de E-anti-HCG y pesteriormente se incubaron. La simbologfa es la siguiente:

O ; HCG de la mestra
OHe 5 HCG-FA

,§( ; E-anti-HCE

Q i Sustrato (p-nFF)
@ Producto (p-nitrofencl)

€€
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Fig. 8.- Ensayo inmuroerzimético ccmpetitivo de dcs pasos para la determinaci6n cuantitativa de FCG. Aquf existe
una preincubacién de la muestra a probar con el E-anti-H(C antes de la adiciOn de HCG-FA, después el --
prccecimiento es de la misma forma que el ersayo inmunoerzimstico en un paso. El significadc de lot sim
bolos es el siguiente.

G ; HCE de la muestra Q Sustrato de la enzima (p-nFF)
O ; HCC-FA @ Producto de la erzima (p-nitrofencl)

,§(: E-anti-HCE

e
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OPTIMIZACION CEL ENSAYO INVUNOMETRICC PARA LA DETERMINACION DE HCG

Conc el e 16 un. ortamierta

de 15,

de FCE, por medio del ens §i§uiehtéipr§cé?_

dimierto.

1.+ Se mezclaren 10C ul de la, _;de Ciferentec

125 25C,

cencentraciores de HCE. Las corcentracione adas fueron
50C, 750 y 100C mtl de HCE/ml en PBS-Tweerif

ambiente durarte 30 min. ccn agitacién. Cada ccrcentracién del estanCar =

Esto ce_ ncubb atemperatura

se hizo ccr triplicado g 7
2.- Despuds se adiclorarcn 100 ul del conjugado KCE-FA y toca 1a niezcla se -

incuté €0 min. a terperatura ambierte y cor agitacidn -

3.- Se kicleron tres lavades cen FBS-Tween al 0;55 ﬁehtrifugaé§§f§\ ) §:dﬁ~
rante 15 nin. ““l‘iw  ; t , :

4.- Se adiciond €.2 m) del sustrato p-NFF (1rmg[ml{;is‘JiﬁéutO;aolhin a';;; '
terperatura antiente cen agitacién. L

5.- Se detuvo la reaccibn enzimdtice dcriithi;fd:f,v::Lj:

las lecturas de absorbancia a 40% na.
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~RESULTAROS

CBTENCION CE ANTICLERPOS ANTI-HCE-

Cinco ni de ar

cromatografia de

tas se dializaror cen des catrbioe de PE< y'luego 3 cambios . ccn‘agLa destfla-

de, después se liofilizarcn, Se cttuviercn 8 mg.fd artiéuerpcs de cerejo --
contra HCE, a estos se le corprobé su reactividad iontra H(G y empleardo tam
bién un antisuero arti-HCG de labcratorios Caprel mediante inmunoelectrofore
sis. El resultade muestra une binde de precipitacibn Gnica pars los anti- -
cuerpcs purificadcs por croratografia de afinidad, er cemtio para el anti H(G

de Cappel aparecen otras bardes de precipitacién {fig. 10).
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Vol. de Levigado
en ml,

Perfil de levigado del Ac. de ccrejo anti HCG de 1a colurna de efini
dad de H(E-arinchexil sephercsa. En 1fnea cortfnue la ta. levigacitén
y er. 1inea punteada la 2a. levigaciérn de los anticuerpos que no se -

urieron a la cclunré en el primer paso del artisuero.
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Fig. 10: Inmunoelectroforesis para derostrar la reactividad de los anticuer
pos arti HCG.
Dende: A; Anti HCG purificades por crormitografia de afinidad
8; Antisuero ccrtra HCo de laboratorios Cappel U.S.A.
1: HCG de laboratorios Rcussel.
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ENSAYO CUALITATIVO PARA. LA DETERNINACIOR LE HCC 4

‘sé,tratg

(a1), encar

Los resultados

aparecen er. larfésié;l

Métoco
Cczglutinecibn
Inhibici6r. de la
Hemaglutinacitn

En 1a figira 11 se muestra un resultade positivo:

prueba de coaglutinacién para determinar HCG.



Fig. 11: Resultades de prueta de ceaglutin§Pi¢ﬁvparavdétéfﬁiggr HCE.

Laminilla A.- Prueta neggtivgf lémiﬁil)é38 Prueba,béiltiva.

40
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TITULAZION CE CCNJUGADO KCG-FA PARA LA DETERMINACION CLPNHTI\TIVA DE - HCE

Los datos que aparecer en la tabla;lil;_sq

obtenide: de la titulaci6n er "tablero de’éjedrgz

sensible, perc su uso disminuirta.rel_nﬁner g

Eibn. pof esto se opté por la diluc16n71§i00

Tabla I1I.- Resultadcs de absorbzncias. para la txtulacxdn delrcanugado

HCC-FZ cor anticuerpos antx HCC.

Diluciones del ccnjugado,HCé{fP;;f_,ff Lo ;;;_

1:28 1:50 1110 1:200  1:400  Blance

@

2 1:250 ¢.748 0.509 0.524 . 0.463:::22-.0,527  0.0C€E
.é 1:500 0.70t  1.330 0.130 0.18¢ 0.212  0.0C7
o 11000 0.21 0.32¢ 0.130.  C.o3t 0.061 0.079
'z 1:20€0 6.055 0.327 0.0£5 0.045 0.031  0.109
E; 1:4CCC 0.005 0.133 0.517 0.0C1 0.057  0.024
_§ 1:80CC C.0€EE 0.026 0.M2 0.053 0.0€1 0.0¢2
Eé 1:16 000 6.054 0.0¢2 0.009 0.026 0.063 0.013
a 1:32 oLC 0.052 0.029 0.010 0.002 0.076  0.044
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ENSAYO DE UNIOK DIRECTA DE E-ANTIL-H(E Y HCE-FA

Les lecturas de absorbéncias
entre HCG-FA y 12 suspersién de E-a

a ura absorbancia de 1.5 a'540 nn.)

rd cemc el 10CX de unibn la adicién,(e}

12 se grafican los resultados,dé-est@

Tabla IV.- Lecturas de absorbencias de di

en esayo de unién directa p

y expresadés_en”pokcéntajé,:

Vol. de Vol. de Vol. de

E-anti-H(E PBS HCG-FA - S
{ul) (ul) () AL A2 ‘% Unién
5.0 10C.0 co 60 0.0 0.0
50.0 9.0 10.0 0.3 C.32 0.3 0.34 19.6
50.0 8.0 20,0 0.5 0.47  0.73 0.56 28.4
£0.0 70.0 30.0 0.8t 091 0.9 .87 49.4
50.0 6C.0 8.0 1.2 .21 1.09 1.18 67.0
50.0 50.0 56.0  1.57 1.39  1.63 1.53 87.0
5¢.0 4¢.0 §0.0  1.72 1.86  1.78 1.79 101.7
50.0 1.0 70.0  1.90 1.8¢  1.86 1.8% 10€..1
56.0 20.0 8.0  1.85 1.58 191 1.78 _  101.1
50.0 0.0 6.0 1.90 172 1.93 1.8 1051

50.0 €.0 10¢.0 1.82 1.68 1.79  1.76 10C.0
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10r
% unibn

100 b

a t

“ao b ,”7”:7 ;4;;

20 | -40 ‘6C 80 “:100
- ul de Corjugadc HCEC-FA

Fig. 12: Gréfica de ensayo de unidn directa, se indican los volGmeres -~
adiciorados de HCG-F# a 5C ul de la suspersién ce estafilococe
anti HCG, la mezcla se incub6 30 minGtos, se lav6 y se aciciorn6
el sustrato, la reeccién se detuvo ccn | ml. de Na Ok 0.25 N.
Cada ptnto represerta el provedio Ce muestras arelizadas pcr --
triplicade,
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ENSAYOS DE DESPLAZAMIENTQ DE HCG-FA POR hCE PARA LP CLANTIFICACION DE HCC

——

Los resqltédﬁédobtenidqs

er. un pasc, ccmo en dos

rbancias
A3 A D.E. % Unién
0.47 o0.81%.05 50.6

mul de HCE LOQ,OCe a1
adicionadas por ml, de HCG

0.40

1000.0 2.0

250.0 23 - 031 048 030 0.35%0.07 -42.2
62.0 1.7~ - 0.53 0.65 0.74 0.64*0.10 79.0
15.0 1.17 0.38 0.35 0.3 0.3%.01 44,0
3.5 0.54  0.42  0.43  0.44 0.43%0.005 53.0
0.8 0.09 0.5 0.66 0.38 ¢.54%0.1 6€ .6

0.¢ 0.0 0.66 0.83 0.95 0.81%.1 100.0

ENSAYG CCMPETITIVC EN DCS PASOS

1000.0 3.0 0.15 0.1 0.07 0.11%0.03 23.9
250.0 2.3 0.21 0.35 C.17 0.28%0.09  52.1
62.0 1.7 0.21 0.23 0.32 o0.25%0.0t  54.3
15.0 1.1 0.31  0.28 0.2¢ 0.29%.005 63.04
35 6.54 0.27 0.27 0.41 0.31%0.08 67.34
0.8 0.09 0.47 0.4¢ .39 0.42%0.08 91.3
0.0 0.0 0.52 0.39 0.46 0.46%0.0€ 100.0

Derde A; absorbancia promedio
D.E. : desviacibr estdncar
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£l conportamiento glotal de desplazamierto del corjugade HCG-FA per. la
adicién de ccncertrocxones de HCG esténdar, se ob:ervb mejor:en-el ersayo --
cenpetitivo en ces pasos (fig. 13). Er el enSoyo &n-un sol paso,ésteude_plg
zariento es més 1rregular. Por lo tarto se pre usan k
tivo er dcs pasos para la deterwlnac1én CLantx

1004y

% ur.iér.

60 1

401

20 1

e

,fLOQ de mui‘de
Hce}&

Fig. 13: Ensayos de desplazamiento ce HCG-FA por adic16n al sistem— de di-
ferertes cantidades de PCG est&nder. En 1inea. continLe (= ”), el
ensayc competitivo er dus pascs'y er lInea punteada~(- e ~);'éi
ensayo competitivo er un paso. Se okserva ur meJor CONportawlento
de desplazamiento en el métode en dot pascs. -
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ENSAYO COMPETITIVO EN DOS PASGS PARP. HCC CCM DIFERENCIA-EN TIEMPC

CE PREINCUBACION-

En la tabla VII muestra los resyltﬁdtsf’

cior se rezliz6 por cuadruplicads

tos se hizo rer triplicade

Log,ode mil A1'~

T 06 pEINCRACIOS

K DE % unibn

de_FCE/m] A M

3.0 0,077 0.0e4  0.08z  C.104  C.066%0.0c: 28
2.9 0.07  0.06¢  0.072 0.070 c.079%0.002 25
2.7 . 0.112 0.136  C.073  0.076  C.0¢50.030 32
2.6 ¢.115  C.138  0.106  0.168  0.132%.0z¢ 42
2.3 C0.151  0.182  o0.14¢  C.151  0.15¢%C.001 ae
2.0 €.200 0.157  0.176 0.217  0.187%.026  6C

C.3¢5  0.261  0.307%0.027 100

0.0 €.30C €.330

ENSAYO CCMFETITIVO EM DOS PASOS CCN 30 MINLTOS OE FREINCLEACION

3.0 €.0¢ 0.094
2.9 amine 0.10C
2.7 —nee 0.106
2.6 - 0.141 0.152
2.3 0.164 ¢.174
2.0 ¢.28c  ©.251
0.0 C.4%6  C.456

0.057
0.104
c.102
(. 156
C.156
0.220
0.422

Dorce;--: Miestras nc cCeterninades

A : Absorbencia proredio

0.053%0.002
0.10z%.0c2
0.104%0.0c2
C.14420.007

0.164%0.0C9 -

0.25040.020 . 6

4 :
0.458-0.037
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En la fig. 14 aparecer las curvas de des tiewpes de praincetacidn er el er-
tayo ccrrpetntlvo en. dcc pasos para la deternmacxén cn.ar'txtatlva de HCC Se
ctserva que hay: mé y r
de HCG, er el ,
trabajé ccr el pr it 0-min de preinctbecior nti-HCE, antes
de 1a adxciér c o

EC 0\:'
% uniér. »

101

20

Fig. 14: Encayo Ce Ccs diferente
mdticc cempetitivy
l{nea cc-rt!nua se'repreter. -
dtsccrttnb 20.ain,

en Ifnea -~

15 min. de preincubacién
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%

CONTROLES OF UA

Come:“se- ol

lixietilens&ﬁitani

nuye a mencs gel

a aC% nr, son éiv‘re'sul'ta



Control

Tabla VI.- Inhibici6n de la unifr inespecffica por el uso de Tween

20, en €l am¢crtiguador de ensayo, expresados en por - -

ciento de uridn.

vol. de esta-
filococes an-
ti-HCG (ul)

Vol. de esta-
filocccos sin
anti-HCE (ul)

PBS Vol.de
(ul)  HCE~FA{ul)

PBS PBS-Tween
A %U A 3

100 % de Unidn
tnién inespecifica

a vidrio

Uniér inespec{fica
a estafiloccco

G % de Uni6n

Cornde: A; absorbencia promedio de ruestras por'trlplicadc.

- 50

50 .-

100 50
150 50
100 50

150 --

.12 26~

02t 47

0.45 10C 0.8% 100.0

.05 6.6

0,081 9.1
0.0 00 0.0 GO

6V
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OBTEMCION CE CURVA ESTANCAR PARA DETERVINACION CE HCG - '

Lot resulta@o ottenide baraiiércurva'estandar; aparecéhﬁe

\l’a;téb’i‘af‘ -

VIII, tantién se m los resultadcs del procesamierto de

cor. ¢l sistem logit-log; para linearizar la curva (42).°

Tatla VIII.- Resultados de la cttercién de curva éSféndg

minaciér. cuartitativa.de KCE, medianté'ahdifﬁ

miticc competitive en des peses, ©

Ul de HCE/ml  Legyq de mUT - Absorbancia - Yéﬁ,::-«
de KCE/ml T tunien
125 2.0¢ [ )
Cowe
.82 w1
25¢ 2.3 o 94.52 77.46 2.8¢  1.08
es15 6798 075
 0.5% 65.9¢ 0.0¢
56C 2.68 0,308 40.22  37.37 -0.39  -0.56
0.258 34.03 -0.66
0.26¢ 37.83 - -0.49
756 2.8 0.145 2546 27.56 -1.84  -1.09
0.203 32.0¢ -0.35
0.191 25.19 -1.,0¢
100¢ 3000 Tcadt a1 1745 -156 -1.85
| 0.140° . 18.46 -1.48

.28 16449 -1.62
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Dorde: . Abscrbancia de la mtectra 'f
% Unitn e S R X 100

-
(1]

REPRODUCIB]LID#D
Para ctservar la reproducnbilndad del erSuyo innLnoen kmatlcc se ‘preser-
ta er la tabla IX el premecio de las lecturas de abtorbcnc as:o enidad ce --
des desis, ure baja y otra alta. Por sextuplicado pera lo< 1ntraensayos y de

tres dfas: 1,5y 6, para lot interensayos.

Tatla IX.- Resultadcs de repfbdﬁcibilidé@rcél ehsﬁy@riﬁqqhoéhéihaticc.

Corcentraci6n 0o ' _~‘intka4Ensayo lhte(;Ensayo

Ul de PCE/m] bR, C.V.% AR
256 C.326  €.048 - TR 13.0
750 211 0.011 5.2 4.8
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En la figura 15 se muestra la curva estdncar obterxda para 1a determxnecién -

crantitativa de HCE, en-el” rangc de 20C a 1000 mLI/ml

Er la figura 16 se grafican lqs resultadce de la curva estahdaffpe&olsﬁmgfidcs

al proceso logit-log.

. 100
% unibn

0T

€0

S L e 'S

0 " 600 800 1000

mul de PCE/ml.

Figura 15: Curva eétaﬁd"

.desis- reepuesta para la determinacidn de H(G, per

el métb¢c;ibnu enzimatlcc de tipo cempetitivo en des pasos.
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3.0
Logit y

c.0¢

=1.C 1

 Logyq m1 de HCG/m)

Fig. 16: Curva es;&hdqy'dpsi tikal mediante

el §i§i@@q ;o9§t{1og.
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PLSCUSTON

Ccr: base @ lbsﬁréédltSdéa&oﬁfénidc=”e :la‘édébfiéiéﬁ>dé1ldfCCAglutiha:--

cibn para la determnnacién de Hcc se dc estra QLE es tar ccnfiable cempéra-
da ccn los, métodces CLalltativo< existertes ccmercialmerte ccre la téenica de
inhibici6n de la hem:glutlnacibn. Sin embargc la aglutinacibr que se ctservd
nc es tan intersa como la de aglutinacidn de 1&tex. Lac razores para este ---
corpertarierto posiblemerte se ceban a que la MCE, e¢ unt protefn: de PV bajo
y que €sto sea la causa de gue las bacterias de E-anti-HCG no formen grandes
aglutinadcs visibles, ccwe se formaron cuance er-ur experimerto dlferente se
elabcrd una suspersifr. de estafiloccees cern ar-ticm.erpcc arti-lgG hLWch y lue
gc se efectud una prueba de ccaglutlnacién para la deternlnccién de lgG hLWd-

ne.

Cor. respecto a la especificidad se ccrsldera qLe écta deperde,delkantx--
svero vtilizado. El anticuerpo utilizadc en la cc;glutinacibn come en la téc-
nica inruncenzimdtice, fué purificédc per croretografia de afinidad y nc fue
tan especifico ceme lo hubiera side el pcseer el arnticuerpo especifico contra
12 subunidad beta de HCG, o mejor aln ccntra la porci6r carbexilo terminal de
esta subiridad, que ccmgrence 20 amincécides aproximedamenfe ¥ Que rezlmernte
€$ 1a regi6n mds especifica de la hcrmona, esto pccria haber disminuidc alge-
ncs resultacdos falsos positivos, aunque aumertarfa el cesto de la prueba. Los
falscs positivos obtenidos reportaron cortamineci6r. tecteriara (examer del se
dimerto urinario) y al parecer esto interfiere ern la ccaglutinaci6n y en la -
hereglutinaci6r. Otras causas de pruebas falsas pceitivas pueder ser la pre-
sercia de ferotiacines o sus derlvadcs,;érj;rgcltos 0 2ltos niveles de protef

na er orina (1). La pcsibilidad,fe‘Uh{ffgééélbn,cruzada cen LK es minime ya -
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que las ccrcentraclone= normale= rcportadas ;ara esta hcrmcnc er orine son de
0.25 ¥ 0.14 ut/ml para muJercs pcst : ; |
jeres er ecac férti[ﬁ(l‘

nuestra prueta.

Una vez eftablecida

quierte consisti6 en a ‘pt
de HCG, utilizando la mlsmn
HCE, para lo ctal se elabc
taraldetidc. Se ccmerzé protar
ve: er. ur solo paso y en doe
mierto de deeplaZomiento del ccnju adc'PfG -Fp. Por

el métodc més viatle y se ccrtinL6 su estapdarizaclér;:56&éh¢§'se soreti6 a -
des tiempes diferentes de preinCLtacién de la mLest Céj;ktén la suépensién

de E-anti-HCE, se ctservd mejor sensibilidad cuqnﬁo se reincuﬁéijr 30 minu-

tos en vez de 15 minitos. S
En cuarto a las reacciones inespec!ffcas.fhﬁtﬁésmdé;eilas son dadas por
interacciones hidrofébicas entre protefnas y vidrio'c plasticc, detergentes -
nc ioricos previenen este tipo de interacciédm, éunque nc 1a revierten. La in
cerperacidn de bajas corcertraciones de un cetergente en el amcrtigueder de -
incubeci6n ayuca a eliminar er. mcho la reeccibn inespecifica y nc interviene
cer la reaccibr. antigerc anticuerpo (43). Alguncs investigadcres adicionan -
protefnas no relacionadas ccmo albamina sérica bovina o gelatina, para minimi
zdr estas interacciones inespecifices, En nuestre caso la reaccién inespect-
fica del ersayo se cismintyd hasta mercs del 10¥ con la adicidn del detergen
te ro i6ricc Tween 20 al 0.5% en el amcrtiguader emplecdo (PRS), aurque se in
tertd disminuir aGn mds la reaccidr. incspecifica avmertardc el nlmero de lava

dos hasta cincc er. luger de los tres que se¢ empleatan o transfiriendo la sus-
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pensibn de,estafilothcé layadggtqgvl s tuk 'iAcdba@iénia»tubcs3limpios.-

precisas. F§f¢ejq cu
que sé fgpbf
y ELISA. -

Esta- falta de 1 del 7el‘corjugadc H(G-FL. se --
hizo cer glutaraldehidc un agente acoplante honctifuncional ‘El glutaralde-~
hidc es un dialdehidc dcnde sus® grupos carbonilo se continan con log grupes -
epsilon amino de las protetnas Los resultados obtenidocs er ctres trabajos -
han demcstrade que el glutaraldehide es unc de los reactivos mds efectivos y
conveniertes para producir conjugades proteiné-enzima gque retengzn en gran --
perte su activided erzimética e inmunclégica (44), sin embarge los grupos al-
dehfdo reaccionan indistintamente ccn los grupcs aminc grimarios, inclusive -
de la mismz proteina, procuciéncese ura potlacibr heterogénea de ccmplejos y
polimeros de las proteinas que se quiere ccnjugar (45,4€) en nuestro caso de
HCE y FA. Ademds es necesario también utilizar algln procedimiento de purifi
cacibn del cerjugade elabcradc, para que &ste ro certergz enzime (activa o -
desnaturalizada) y hormcra sin cenjuger. El use ce agertes acoplantes hetero
bifuncionales ccmc: Tolilen-2,4-diisocianzto (47). 6 N-(m-maleimidcbenzoil--
oxi) succinimida (48), junto car procesos de purificacidn del conjucado, comc
pLede ser una certinaciér de crometograffa de afinidad y gel filtraciér, pue-
der. dar resultadcs mds satisfactorios en 1a elabcracibn de inmuncensayos mds
sersibles,

Lu reproducibilidad representada pcr las determinactores inter e intra--

ensayo, demcstré ser baja. Esto se podria ekpllcar por ura posible libera---
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ciér. gradual de Ig€ de la parec celular del eftafilocccc aunque no se han --

hect.c estudlos al resp cto

rse puede inferlr ecta liberac16n°por resultado< -

chteridce por Kes 'dche su<pensx’“

damente~42 ug:d

1n1c1almente_unia

n.ia aprokiﬁadameht un.10%. después-de:tre

Supcr.iendo qué es

el ceso del:fgc
esta ccntihﬁaff
esta misme pérdlda'de gt
tatho. Una alternatlva pcsible para.

de 1levar a cabe la un16n espcnténea

usar ertonces algfn reactlv
la suspensi6n en determi

Este procedlmierto pued

preparar er. grendes cartidades, se al(cucta. e !iofiliza y luegc puede reri-

dratarse y recubrir ccr anticuerpos especiflco' o el mcmerLo qLe se reQLiera
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CONCLLSION '

La detelninaciér de hCG es un

de las ruébas m5sfﬁfilizada$jptrhel la-
bcratorio de Cxagrésticc St ren”dos téc

¢ para su dete;cxéy'ta

mejorar la estabilidad de la Suépensiéﬁrdé'éstéf{?dt

cuerpcs pera su uso rutinario en el lsboratcrio.



~ APENDICE

KHEE I
NaZHF04..

rNﬂZCc3""'T"'fiZf,
Nch03...........;;....
NaN3 ........ Cresereciane oee 0.2 g,
HZO hasta aforar a.......... 1.0 1.

Arortiguader de sustrato

Nazcc3...................... 1.34 g,
NaHCOq.eeenvvinannns. vededsd 127 g0
MaClyHo0uuesienn veeren 0.20 g,
Ht hasta aforar a.......... 1.0 1. -~
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GLOSARIO DE_TERMINOS MELICCS ONCOLOEICCS

Carcinome; crecimierto malignc de tejido epidérmicc (p.ej.ﬂpiél;jmembrana)

mucosa) y derivades comc 1as‘glanCLlés.

Coriocarcincma; un tunor'altametté‘meligno origindrccse de células ceri6-
nicas, usualmerte Cespués de Ura mola hidatidifcrme, pero prede secuir --
aborto ¢ afic prefiez ncrmal, rdpidamente hace metastasis especialmerte ---

hacia los pulmores.

Mcla hidetidiforme; una cpndicién er. cue ¢l vello ceridnice ce la placen-
ta sufre una degencracifn cistica y el fetc e¢ absorbidc. Un¢ propcrcidn
de las molas son ectivas y se certindan remanertes cartios maligres pue--

der. centinuar dardo crigen @ un corioepitelioma.
Seminome; ur tumcr maligno de los testfculos.

Teratoma; un tumcr de origen emtrifnicc y ccmpuesto Ce varias estructuras
incluyenco tejidcs tanto epitelial ccmec cenectivo, mds cemurmente ercor--

trado er los'O\arlos y testfculos, la meyorfa sor maligrces,
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