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RESUMEN

En este trabajo se establecen las condiciones optimas para la deteccién de anticuerpos IgM al
glicolipido fenélico-1 (GF-I) en muestras de sangre en papel de filtro utilizando el UltramicroELISA
HANSEN y la tecnologia SUMA. Se estudiaron 300 donantes de sangre y 58 pacientes leprosos. Para
estas dos poblaciones se compararon los resultados de muestras de sangre seca colectadas en papel de
filtro SS-2992 con los de suero, y se obtuvo una correlacion de 0.919 para donantes de sangre, 0.969
para pacientes y 0.954 para el total de las dos poblaciones. Se obtuvo una coincidencia de 98% en
pacientesy 96% en donantes. En la poblacién de pacientes la sensibilidad fue de 93% y laespecificidad
de 100% para las muestras de sangre seca cvaluadas por el UMELISA HANSEN, con respecto a las
muestras de suero analizadas por esta misma tecnica.

UNITERMOS: Lepra; [gM anti-glicolipido fenolico-I (IgM ANTI GF-I) UltramicroELISA; Sangre

seca en papel de filtro.

INTRODUCCION

El diagndstico temprano y la intervencién
quimioterapéutica constituyen un prerequisito
esencial para un decremento de las deformidades
asociadas con la lepra 273 Nosotros producimos un
estuche de reactivos (ultramicroELISA HANSEN) para
la deteccién de anticuerpos IgM Mycobacterium leprae
(M. leprae), destinado fundamentalmente al diagnds-
tico de la lepra lepromatosa, pues es en este tipo de lepra
donde se encuentran los niveles mas altos de IgM, en
correspondencia con la alta carga bacilar. Esta técnica
ademds de presentar las ventajas propias del ELISA,
como son, su alta sensibilidad y su capacidad dec ma-
nejar gran numero de muestras simultdneamente, tiene
la ventaja de trabajar con volumenes minimos de mu-
estras y reactivos (10 ul). En el UMELISA HANSEN,

(1) Centro de Inmunoensayo. Apart 6945. Ciudad Habana. CUBA.

se emplea como recubrimiento de las placas de reaccion
un disacdrido sintético componente del glicolipido
fendlico-1 (GF-1), que como ya ha sido reportado *1°,
produce una respuesta de anticuerpos IgM que es el
indicador mas sensible de la multiplicacién bacteriana
temprana, mucho antes de que la bacteria pueda ser
detectada en la piel; de ahi la im-portancia de la
detecci6n de esta classe de anticuerpos de forma precoz.

En la actualidad, muchos ensayos que emplean
muestras de suero han sido adaptados para muestras de
sangre seca colectadas en papel de filtro, debido a las
ventajas inherentes a esta variante. Nosotros estable-
cimos los pardmetros dptimos para la elucién de las
muestras de sangre seca en papel de filtro y su utili-
zacién en el UMELISA HANSEN, porque este método

(2) Hospital Especializado Dermatolégico: G. Fdez. Hdez-Baquero Rincoén, Ilabana, CUBA.
Direccién para correspendencia: Lic. Adriana Torrella. Centro de Inmunoensayo. Apart 6945, Calle 134 y Ave 25, Playa, Ciudad Habana, Cuba.

131



TORRELLA, A.; SOLIS,R.L.; RODRIGUEZ, N,; MEDINA, Y.; PITA,M; PEREZ, . & LICOURT, N. - UltramicroELISA parala deteccién de anticuerpos

IgM al Mycobacterium leprae utilizando muestras de sangre seca.

Rev. Inst. Med. trop. S. Paulo, 36(2):131-138, 1994,

de coleccion de muestras simplifica el transporte y alma-
cenaje de las mismas (las muestras secas en papel de
filtro son ligeras, ocupan espacios pequefios, no se
derraman), se abarata el proceso, y disminuyen los
riesgos de contaminacion para el personal que las ma-
nipula &2 1%, Estas ventajas adquicren una particular
importancia en el caso de la lepra >, pues al facilitarse
el transporte de las muestras desde zonas rurales (las
zonas endémicas casi siempre son rurales), sc evita la
pérdida o mezcla de las muestras, y se garantiza la
confiabilidad de los resultados.

En este articulo describimos los criterios seguidos
para el establecimiento de los parametros 6ptimos en la
coleccion de muestras de sangre en papel de filtro. En
las condiciones seleccionadas, comparamos los resulta-
dos de sangre seca con los de suero para el UMELISA
HANSEN en una poblacién sana y una poblacién de
pacientes, con el objetivo de analizar la factibilidad del
uso de muestras de sangre seca o sueros indistintamente,
para un mismo estuche de reactivos.

MATERIALES Y METODOS

Muestras estudiadus:

- Donantes de Banco de Sangre (300).

- Pacientes con lepra lepromatosa, del Hospital Es-
pecializado Dermatologico: Guillermo Fdez. [1dez.
Baquero (58): 10 pacientes con baciloscopia posi-
tiva y tratamiento quimioterapéutico; 48 pacientes
negativos (baciloscopia negativa) que terminaron
el tratamiento quimioterapéutico y se encuentran en

- fase de observacidn.

Coleccion de muestras de sangre en papel de filtro

Se colectaron muestras de sangre del dedo de cada
paciente o donante en circulos de un centimetro de
didmetro en papel Schleicher & Schuell - 2992, teniendo
en cucnta que la gota penetrara igualmente en ambas
caras del papel.Después de secarlas a temperatura am-
biente (20-25°C), se guardan en pequefias bolsas de
nylon bien selladas y sc almacenan a 4°C hasta que son
evaluadas. En el momento de efectuar ¢l andlisis de las
mismas, se realiza un ponche de 6 mm didmetro del
centro de la mancha.

Coleccion de muestras de suero

Se colectaron muestras de sangre venosa de cada
paciente o donante, al que le fue tomada una muestra de
sangre cn papel de filtro. Estas fueron procesadas y
llevadas a suero.
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Establecimiento de las condiciones éptimas de elucion
de la sangre en papel de filtro

Para establecer la dilucion 6ptima primeramente se
midié el volumen de sangre absorbido por un disco de
6 mm de papel de filtro, mediante el método de pesadas.
Este volumen fue de 10.3 ul equivalentes aproximada-
mente a 5.15 pl de suero. Se probaron miltiples varian-
tes para determinar el tampdén mas adecuado, el volumen
a utilizar del mismo, el tiempo y la temperatura de
elucion. ‘ ’

La poblacién de pacientes, con casos positivos y
negativos por baciloscopia, se evalud en suero con sus
muestras corrcspondientes en sangre seca, utilizando
tres tampones diferentes en la elucidon: Tris-Tween (Tris-
T) 15 mM con Tween al 1.25%, Tris-T conteniendo suero
de camecro al 5% y Soluciéon Salina Tamponada con
Fosfato (SSTF), pll 7.2. Estos tampones se probaron
en difcrentes volumenes: 50, 100, 150 y 200 pl, bus-
cando la dilucidn de las muestras de sangre en papel de
filtro en la que se obtuvieran los resultados mas simila-
res a los obtenidos para la dilucién 1/40 de las mucstras
de sucro.

Paralclamente fueron evaluadas tres variantes para
el tiempo y la temperatura de elucién: 18 horas a 4°C,
1 hora a temperatura ambiente (20-25°C), y media hora
a esta misma temperatura, para los diferentes tampones
y volumenes dc elucién.

Se seleccionaron como 6ptimos aquellos pardme-
tros donde sc obtuvo una mejor corrclacién y coin-
cidencia, sin pérdida de la sensibilidad y la espe-
cificidad, para las muecstras de pacientes, en suero y
sangre c¢n papel de filtro. Con las condiciones selec-
cionadas, se realizé la evaluacién de una poblacién
supuestamenie sana (poblacién de 300 donantes de san-
gre) cn suero y sangre en papel de filtro, para comprobar
si los pardmetros establecidos en la elucién de muestras
de sangre scca fueron los adecuados, y analizar asi la
factibilidad de usar muestras de sangre seca en papel de
filtro para la deteccién de anticuerpos IgM, con El
UMELISA HANSEN.

Umelisa Hunsen

Es un ensayo heterogénco inmunoenzimitico de
tipo indirecto en el cual se utiliza como fase solida una
placa de ultramicroELISA (10 ul por pocillo). Estas
placas fucron recubiertas previamente con 2.5 ug/ml de
un disacarido del glicolipido fenédlico - I, unido a la
suero albumina bovina (SAB), sintetizado y suminis-
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trado por el Laboratorio de Quimica de los Carbo-
hidratos de la Universidad de ia Habana, Cuba, diluido
en tampdén carbonato-bicarbonato pH 9.6.

Las muestras de suero y los sueros controles posi-
tivo y negativo se diluyen 1:40 y se aplican 10 ul por
duplicado en los pocillos de la placa de reaccidn, se
incuba 30 min a 37°C, formandose el complejo anti-
geno-anticuerpo en el caso que las muestras sean posi-
tivas. Las muestras de sangre seca en papel de filtro se
eluyen por duplicado en las condiciones seleccionadas y
se tranfieren 10 pl del sobrenadante de la elucién a la
placa de reaccién, incubando en las mismas condiciones
que las muestras de sucro. Se afiade entonces un conju-
gado formado por la fosfatasa alcalina y la fraccion IgG
purificada de un antisuero anti IgM humana, elaborado
en ¢l Centro de Inmunoensayo y diluido 1/10000, el cual
se unird a los anticuerpos fijados en la reaccién anterior.
La realizacion de lavados intermedios con Tris-T, elimi-
na los componentes no fijados. Después de la incubacion
del conjugado, 30 min a 37°C, se afiade un sustrato
fluorigénico (4-metil umbeliferil fosfato), que serd
hidrolizado por la enzima del conjugado, y la intensidad
de la fluorescencia emitida es leida en un lector auto-
matizado SUMA, para detectar la presencia de anti-
cuerpos 1gM al M. leprae.

Los resultados se expresan como una relacion de la
fluorescencia de la muestra con respecto a la
fluorescencia del suero control positivo. Se consideran
positivas las muestras que exceden el valor del nivel de
corte (0.3), el cual fue establecido por estudios
poblacionales realizados para la normalizacién del
UMELISA HANSEN en muestras de suero.

Equipos

Fue utilizado un lector automatizado SUMA, mo-
delo 321, acoplado a una microcomputadora. Ademas
s¢ empled una multipipeta de 96 posiciones computa-
dorizada (ERIZO 101), asi como otros accesorios es-
pecificos para el procesamiento de muestras y reac-
tivos en el rango ultramicroanalitico. Estos equipos y
accesorios, pertencen a la tecnologia SUMA, y son
elaborados en el Centro de Inmunoensayo, Ciudad
Habana, Cuba.

Andlisis estadistico

Mediante el programa de computaciéon STAT-
GRAPIHIICS, se realizé un analisis de la distribucién de
frecuencias para la poblacion de donantes de sangre, en
sucro y en muestras de sangre. Ademds, mediante cste

mismo programa, se determiné el coeficiente de
correlacion entre los dos métodos de coleccién de
muestra, para la poblacion de donantes de sangre, la
poblacién de pacientes, y el total de la poblacién.

La coincidencia entre los resuitados de las muestras
de sangre seca y las muestras de suero para el UMELISA
HANSEN, se expresé como el nimero de sujetos en la
poblacién en estudio que fue positivo en suero y en
sangre, mas el nimero de sujetos que fue negativo en
suero y en sangre, dividido entre el niimero total de
muestras ‘¢,

Estabilidad

Se almacenaron muestras positivas y negativas
colectadas en papel de filtro a 4°C, -20°C, temperatura
ambiente (20-25°C) y 37°C, y se analiz6 el porciento de
recuperacion de la relacion fluorescencia de la muestra
con respecto a la del control positivo al compararlas con
los sueros correspondientes y con los resultados iniciales
de estas muestras de sangre en papel de filtro, a diferen-
tes intervalos de tiempo.

RESULTADOS

Se establecieron las condiciones éptimas para la
elucion de las muestras de sangre seca en papel de filtro.
Las mismas se relacionan a continuacién:

Tiempo de elucién: 30 minutos
Temperatura de cluciéon: Temperatura ambiente (20-
25°C)

Tris-T 6 Tris-T conteniendo
suero de carnero al 5%.
100 ul

Dilucién de las muestras: 1/20

Tampon de elucion:

Volumen de elucidn:

En estas condiciones sc realizé el estudio de una
poblacién de donantes de sangre. Al analizar la dis-
tribucion de frecuencias para esta poblacién se observéd
un 4% de individuos seropositivos en suero, mientras
que en muestras de sangre se encontrd sélo un 0.7% de
seropositividad (Fig. 1). En la Tabla 1 se muestran los
resultados del UMELISA HANSEN en la poblacion de
donantes de sangre utilizando muestras de sangre seca 'y
muestras de suero, con una especificidad de 100% para
las muestras de sangre seca con respecto a las muestras
de suero.

Para los parametros de elucion seleccionados, al
comparar los resultados de la dilucién de las muestras de
sangre en papel de filtro (1/20) con los de su dilucién
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Fig. 1. Distribucién de frecuencia de las lecturas por ultramicroELISA de anticuerpos IgM Anti-GF-I en una poblacién sana.

TABLA 1

Comparacion entre los resultados de las muestras de suero con las de
sangre seca en una poblacién de donantes de sangre

Suero Positivo Negativo Total
Sangre Seca
Positivo 2 0 2
Negativo 10 288 298
Total 12 288 300

equivalente en suero (1/40), se obtuvicron los siguientes
coeficientes de correlacién:

Pacientes: 0.969 (Fig. 2)
Donantes de sangre: 0.919 (Fig. 3)
Total de Muestras:  0.954 (Fig. 4)

El porciento de coincidencia entre ambos métodos
de coleccién de muestras fue 98% para la poblacion de
pacientes y 96% para la poblacion de donantes.
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En la poblacién de pacientes encontramos una
sensibilidad de 93% y un 100% de especificidad para el
UMELISA HANSEN con muestras de sangre seca al
comparar los resultados con los obtenidos para las
muestras de sucro evaluadas por la misma técnica (Tabla
2). De 10 pacientes positivos por baciloscopia que estan
recibiendo tratamiento, 8 resultaron positivos por el
UMELISA HANSEN en suero y en sangre, para un 80%
de seropositividad.

TABLA 2

Comparacidn entre los resultados de las muestras de suero con las de
sangre seca en una poblacién de pacientes con lepra lepromatosa.

Suero Positivo Negativo Total
Sangre Seca
Positivo 13 0 13
Negativo 1* 44 45
Total 14 44 58

* Muestra Negativa en Baciloscopia
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Fig. 2. Correlacion entre los resultados de las muestras de sucro y las de sangre seca para una poblaci6n de pacientes con lepra lepromatosa.
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Fig. 3. Correlacion entre los resultados de las muestras de suero y la de sangre seca para una poblacién de donantes de sangre,
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Fig. 4. Correlacion entre los resultados de las muestras de suero y las de sangre seca para el total de muestras de ambas poblaciones: pacientes con lepra

lepromatosa y donantes de sangre.

En los pacientes con baciloscopia negativa encon-
tramos S casos con valores positivos para UMELISA
HANSEN, que indican una posible recaida de la enfer-
medad.

En el analisis de estabilidad de las muestras
colectadas en papel de filtro los resultados obtenidos
hasta el momento nos muestron una recuperacioén de la
seropositividad de 50% para 7 dias a 37°C, 72% para 15
dias a temperatura ambiente y la conservacién de la
actividad IgM en un 100% para 6 meses a -20°Cy a4°C.
En ninglin caso se observé variacién apreciable en los
valores de las muestras negativas.

DISCUSION

Ha sido reportada por otros autores * la pérdida de
sensibilidad en la deteccién de anticuerpos IgM al M.
leprae, cuando se intenta analizar las muestras de sangre
seca en la misma dilucion que se analizan los sueros.
Nuestros resultados confirman esta afirmacion, pues los
mejores cocficientes de correlacién y los mayores
porcientos de coincidencia, sin pérdida de sensibilidad
y especificidad se obtuvieron entre la dilucién 1/20 de
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muestras de sangre en papel de filtro y la dilucién 1/40
de suero, lo que hace que las mismas sean consideradas
equivalentes.

El 4% de seropositividad encontrado en muestras
de suero no se corresponde con el esperado para esta
poblacion supuestamente sana, ademds este resultado se
habia reportado ya en estudios realizados con nuestro
ensayo para esta misma poblacion, y es poco probable
la persistencia de este valor de seropositividad en el
tiempo para una zona no endémica, por lo que pensamos
que este 4% podria estar dado por los falsos positivos de
la técnica en sucros. Asi, el 0.7% de seropositividad
observado en el ensayo con muestras de sangre en papel
de filtro no es un indicio de pérdida de sensibilidad, sino
que parece deberse a un aumento de la especificidad
logrado con este método de elucion de las muestras.

Los coeficientes de correlacién y porcientos de
coincidencia entre los dos métodos de coleccién de
muestras son mas bajos en la poblacion de donantes de
sangre que en la poblaciéon de pacientes. Esto pudiera
estar relacionado con lo planteado anteriormente acerca
de los problemas de especificidad del ensayo para
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muestras de suero que se hacen mds evidentes en una
poblacion sana.

La sensibilidad de 93% para muestras de sangre
seca en la poblacién de pacientes, estd dada por una
muestra que resulté positiva en suero y negativa en
sangre en la evaluacién por el UMELISA HANSEN.
Esta muestra discordante pudiera ser un caso de
infeccién subclinica (presencia de bacilos que aln no
son detectables en piel y producen la elevacién de la IgM
en suero), pero si tenemos en cuenta que la muestra
pertenece a un paciente que es considerado negativo por
el examen clinico especializado y presenta baciloscopia
negativa (Indice Bacilar=0), no se debe excluir la
posibilidad de que éste sea un resultado falso positivo
del UMELISA HANSEN en suero.

Consideramos que se obtuvo un buen porciento de
seropositividad (80%) a IgM anti GF-I en pacientes
tratados, teniendo en cuenta que con tratamiento
disminuyen los bacilos con la consiguiente disminucién
de la repuesta IgM, hasta que ésta desaparece. El hecho
de que 5 pacicntes con baciloscopia negativa pre-
sentaron resultados positivos en el UMELISA HANSEN
por ambos métodos de coleccion de las muestras, nos
hace pensar en una reaparicioén de la respucsta 1gM por
una recaida de la enfermedad antes de que los bacilos
sean detcctados en piel, lo que ha sido reportado ante-
riormente por otros autores ' 3.

Los resultados de la prueba de estabilidad a 37°C
y a temperatura ambiente se corresponden con lo repor-
tado por otros autores, con rclacién a la inestabilidad de
los anticuerpos IgM en papel de filtro * '%. De acuerdo
a ésto, cl transporte a temperatura ambiente no debe
exceder los 15 dias. El estudio de anaquel a 4°C y a
-20°C solo llegd hasta 6 meses dc almacenaje con bucna
recuperacion, y en estos momentos se continia realizan-
do el mismo. Basandonos cn los resultados obtenidos y
en lo reportado en la literatura, recomendamos rcalizar
el almacenaje de las muestras a 4°C hasta 6 meses y si
es hasta un ano almacenarlas a -20°C.

Por todo lo analizado podemos concluir que es
factible el uso de muestras de suero o de sangre, indis-
tintamente para un mismo estuche de reactivos, con lo
cual cumplimos nuestro objetivo principal, al lograr la
utilizacion de muestras de sangre seca en el UMELISA
HANSEN para la deteccioén precoz de la lepra lepro-
matosa.

SUMMARY

UltramicroELISA assay for the detection of IgM
antibodies to Mycobacterium leprae using cluates of
dried blood spots.

In this work the adequate conditions for the detec-
tion of IgM antibodies to PGL-I in eluates from dried
blood spots using the UMELISA HANSEN and the
SUMA technology are established. A total of 300 blood
donors and 58 leprosy patients samples were studied.
For both populations, in the previously established con-
ditions, we compared the results of the eluates from
dried blood spots with the serum samples, and was
obtained a correlation 0£0.919 in blood donors, 0.969 in
patients, and 0.954 for the total of both populations. It
was also oblained a level of agreemnet of 98% in pa-
tients and 96% in blood donors. In the patients popula-
tion was found a sensitivity of 93% and an specificity of
100% for the eluates of dried blood spots evaluated by
the UMELISA HANSEN in the comparison with the
serum samples analized by the same assay.
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