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RESUMEN

Se normalizé un ultramicroELISA indirecto para la deteccién de anticuerpos a
Citomegalovirus (CMV) humano (UMELISA CMYV). Se determiné la concentracion 6pti-
ma de antigeno en 30 ug/ml, la dilucién de los sueros fue de 1:40 y la dilucién de trabajo
del conjugado fue de 1:1500. El UMELISA CMYV fue comparado con las técnicas de
aglutinacién de latex para anticuerpos anti-CMV (Dupont de Neumors) y la
inmunofluorescencia indirecta (IFI). Los resultados mostraron un alto grado de concor-
dancia y elevada copositividad y conegatividad del UMELISA con respecto a estos dos
ensayos. El método es vdlido para el pesquisaje de anticuerpos en banco de sangre asi
como para el diagndstico de la infeccion mediante sueros pareados.
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INTRODUCCION

Las infecciones por herpes virus y en especial
por Citomegalovirus constituyen un grave proble-
ma de salud en muchos paises por las afecciones
que producen en recien nacidos e
inmunodeprimidos*'®!1-2,

La prevalencia de la infeccién por CMV medi-
da por la presencia de anticuerpos especificos varia
de un 40-90% en los diferentes estudios, siendo
mds elevada en los grupos con nivel
socioeconémico mds bajo's.

La serologia de CMV es de utilidad en: a) di-
agnostico de la infeccién por seroconversion o au-
mento del titulo de anticuerpos de 4 veces o mds,
b) conocer el estado inmunitario de una poblacion
en riesgo o no a este agente, c) selecién de donan-
tes seropositivos para la producién de
gammagobulinas hiperinmunes, d) creacién de un
banco de sangre o hemoderivados provenientes de
personas seronegativas a CMV para proteger de la
infeccidn a pacientes inmunodeprimidos o recepto-

res de sangre por cualquier tipo de cirugia, trastor-
no o enfermedad'~. La deteccién de anticuerpos a
CMV ha sido realizada por diferentes técnicas
como la Inmunofluorescencia Indirecta (IFI),
Inmunofluorescencia Anticomplementaria (IFC),
el ELISA, Radioinmunoensayo (RIA) y la técnica
de Aglutinacién de Latex, probando todos estes
métodos ser utiles para el pesquisaje de
anticuerpos a CMV689.13,

El sistema ultramicroanalitico (SUMA) descri-
to originalmente para el procesamiento de mues-
tras en laboratorio clinico!? ha sido modificado y
adaptado para la realizacion de ensayos
inmunoenzimdticos con diversos fines como han
sido su utilizacién en el pesquizaje de anticuerpos
monoclonales's.

En el presente trabajo se describe la norma-
lizacién y aplicacién del SUMA a la deteccién
de anticuerpos totales a CMV (UMELISA
CMV).
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MATERIALES Y METODOS
Muestras de suero

Se colectaron 215 muestras de donantes de
sangre obtenidas del Banco provincial de Ciudad
Habana y 202 muestras enviadas al Laboratorio de
Diagnéstico Virologico del Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri” de pacientes con sospecha
de infeccién citomegdlica de las cuales 140 prove-
nian de pacientes infectados con Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH), 52 muestras de
pacientes del Instituto de Nefrologia
(hemodializados o sometidos a transplante de
rifion) y 10 muestras de recién nacidos con posible
infeccién congénita por CMV.

Se obtuvieron ademds donaciones de banco de
sangre con resultado positivo y negativo respecti-
vamente al ensayo de aglutinacién de latex para
anticuerpos (Dupont de Nemours), las cuales fue-
ron utilizadas como sueros controles de referencia
en el ensayo de ultramicroELISA.

Aglutinacion de latex (CMYV)

La deteccién de anticuerpos a citomegalovirus
en el Banco de Sangre se realizé por un kit comer-
cial de aglutinacion de latex (Dupont de Nemours),
interpretdndose los resultados de acuerdo a las
intrucciones del fabricante.

Inmunofluorescencia Indirecta

En los sueros del laboratorio IPK la deteccién
de anticuerpos se realizé por la técnica de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) segiin LANDI-
NI y cols®, considerdndose positivos aquellos ca-
sos con una fluorescencia nuclear caracteristica de
CMV a partir de una dilucién 1:20.

Sistema Ultramicroanalitico (SUMA)

El sistema SUMA esta compuesto por un
espectrofotémetro-fluorimetro automadtico (SUMA
121} acoplado a una microcomputadora, en el cual
se realizan las lecturas de las placas y una
multipipeta computarizada de 96 posiciones (ERI-
Z0O 101) con la cual se realizan las diluciones de
las muestras y distribuyen los volumenes de los
reactivos. Se utilizan ademds otros accesorios ade-
cuados para el trabajo con el sistema tales como
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cubetas de dilucién para las muestras de suero y
multicuvetas de cuarzo de 96 posiciones utilizadas
para la lectura de la reaccién (Centro de
Inmunoensayo. Ciudad Habana, Cuba).

Purificaciéon de antigeno para UMELISA CMV

Las células diploides humanas de pulmén
(PH) obtenidas en el Laboratorio de Cultivos Celu-
lares del Instituto ‘“Pedro Kouri”, fueron infectadas
con la cepa de CMV ADI169 a una multiplicidad
de 100 unidades formadoras de placa (UFP/ml). La
extraccion se realizé cuando el 80-90% de las célu-
las presentaron un efecto citopdtico. Las células se
desprendieron mecanicamente en una solucién de
KCI al 0.4% se lavaron y homogenizaron con
Nonidet P 40 al 0.5%.

El homogenizado fue centrifugado a 2000 rpm
en un colchén de sacarosa 0.25M, el pellet se
resuspendié en PBS/TRIS pH 9.6 y se realizaron
tres ciclos de congelacién-descongelacién. Posteri-
ormente se realizé la sonicacion en tres ciclos de 30
segundos, con una intensidad de 20 hz. La misma
metodologia se siguié para la preparacién del con-
trol celular (C). La conservacion del antigeno (Ag) y
del control (C) se realizé a -80°C hasta su utiliza-
cién. La concentracién de proteinas en ambos casos
se determin6 mediante el método de Lowry'“.

Conjugado

Un conjugado anti inmunoglobulinas humanas
totales con Bgalactosidasa fue obtenido el Centro
de Inmunoensayo. Ciudad Habana, Cuba.

Sustrato

El sustrato  fluorigénico de la
Betagalactosidasa (4 metillumberyl beta D
galactopiranosido) fue suministrado por el Labora-
torio de sintesis quimica de la Universidad de la
Habana, en el ensayo se utilizé a una concentra-
cién de 0.4 mg/ml en tampén TRIS 15 mM pH 7.8.
Como solucién fluorescente de referencia se utilizé
la 4 metillumbelliferona (Koch Light Limited,
Harvehall, Suffok, England).

Normalizaciéon del UMELISA CMV

Las placas de ultramicroELISA de cloruro de
polivinilo (Centro de Inmunoensayo. Ciudad Ha-
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bana, Cuba) se sensibilizaron con el antigeno de
CMYV (Ag) y el control celular (C) previamente di-
luidos en buffer carbonato-bicarbonato pH 9.6 du-
rante 18 horas a 4°C, y estas se conservaron a 4°C
hasta el momento de su utilizacién. La dilucién de
las muestras y sueros controles se realizé en buffer
tris-Tween 15 mM conteniendo suero de camero al
5% con la ayuda de la multipipeta ERTZO 101. Pos-
teriormente se distribuyeron 10 ul por pocillo de
estas diluciones en paralelo contra el antigeno y el
control y se incubé durante 30 minutos a 37°C en
camara himeda. Al término de este tiempo se reali-
zaron 4 ciclos de lavados con buffer Tris Tween 15
mM vy se adiciond la dilucién de trabajo del conju-
gado (1:1500) preparada en el mismo diluente de las
muestras. La incubacion y el lavado se realizé de la
misma forma que el paso anterior.

Utilizando la multipipeta se dispensaron 10 ul
de solucién de sustrato en cada pocillo y se realizé
la incubacién durante 30 minutos a 37°C, termina-
do este tiempo todo el contenido de la placa de
reaccion fue transferido a una multicuveta de cuar-
zo de 96 posiciones y se realizé la lectura en el
espectroflorimetro. Los resultados fueron expresa-
dos por la relacién Fm/Fp donde:

Fm = Fluorescencia de la muestra (Ag-C)
Fp = Fluorescencia del control positivo (Ag-C)

RESULTADOS

En el presente trabajo se logré normalizar un
ultramicroelisa para la deteccién de anticuerpos to-
tales a CMV. Las concentraciones optimas de
recubrimiento para el antigeno y el control celular,
asi como las diluciones adecuadas de los sueros y
el conjugado se establecieron titulando por separa-
do cada uno de los componentes del sistema
selecciondndose aquellas condiciones que permi-
tieran una adecuada discriminacién entre los sue-
ros controles negativos y positivos utilizados. Me-
diante estas pruebas se decidié utilizar una concen-

“tracién de antigeno de 30 ug/ml, una dilucién de
suero de 1:40 y el conjugado se utilizé diluido
1:1500. En Ia figura 1 se muestra la titulacién de
antigeno de recubrimiento utilizando las diluciones
establecidas de suero y conjugado. El valor de cor-
te se ajusté mediante el estudio de sueros negati-
vos, positivos y altos positivos obtenidos por la
técnica de latex CMV. Se consideraron positivos
por UMELISA CMYV aquellos sueros en que la re-
lacién Fm/Fp era > 0,2.
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Figura 1. Determinacién de la désis 6ptima de antigeno de
recubrimiento en el UMELISA CMV utilizando dilucién del
conjugado 1:1500 y dilucién de los sueros controles 1:40.

Comparacion con latex CMV

La evaluacién de un método de anticuerpos a
CMV puede ser dificil por la falta de pruebas de
referencia existentes, no obstante el kit de latex
para la deteccién de anticuerpos a CMV (Dupont
Nemours) ha sido evaluado por diferentes autores
con buenos resultados*$'”. En este estudio se eva-
luaron 215 muestras de suero provenientes de un
banco de sangre provincial de Ciudad Habana, las
cuales han sido previamente analizadas por la téc-
nica del latex que se refiere. La seropositividad
general fue de un 79% para el UMELISA CMV y
de un 78% para el latex. Ambas técnicas presenta-
ron un 95.8% de coincidencia y UMELISA CMV
con relaci6n al latex presenté un 96.4% de
copositividad y un 93.3% de conegatividad (Tabla
1). Se obtuvieron 9 sueros con resultados
discordantes, 6 positivos por latex y negativos por
UMELISA CMV vy 3 positivos por UMELISA
CMYV vy negativos por latex. Los valores de estos
sueros discordantes siempre fueron al rededor del
valor de corte fijado (Vc = 9,2) de forma que la
media de los 6 sueros discordantes negativos por
UMELISA CMV fue de 0,192 y la media de los 3
sueros discordantes positivos por UMELISA CMV
fue de 0,205. Estos 9 sueros fueron estudiados por
IFI y los resultados obtenidos coincidieron plena-
mente con el UMELISA CMV.

Comparacion con IFI CMV

El estudio comparativo del UMELISA CMV y
la técnica de IFI para la deteccién de anticuerpos a
CMV se realizé utilizando 202 muestras de suero
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pertenecientes al laboratorio del IPK. El
UMELISA CMV con respecto a la técnica de IFI
presenté un 99.4% de copositividad, un 98.5% de
coincidencia y un 80% de conegatividad (Tabla 2).
Se obtuvieron solo 3 muestras discordantes que
presentaron valores muy cercanos al valor de corte
del UMELISA CMYV, resultando una muestra ne-
gativa por UMELISA CMV vy positiva por IFI y
dos muestras positivas por UMELISA CMV y ne-
gativas por IFL

Tabla 1.
Comparacion del UMELISA CMV vy la técnica de
aglutinacion del latex en 215 muestras de suero de
donantes de sangre

UMELISA CMV
Positivo  Negativo
Positivo 164 6 170
Prueba de
aglutinacién
del latex
Negativo 3 42 45

215
Copositividad: 96.4%

Conegatividad: 93.3%
Coincidencia: 95.8%

Tabla 2.
Comparacién del UMELISA CMV vy la técnica de
inmunofluorescencia indirecta en 202 muestras de
pacientes con sospecha de infeccién citomegalica

UMELISA CMV
Positivo ~ Negativo
Positivo 191 1 192
IFI
Negativo 2 8 10

202
Copositividad: 99.4%
Conegatividad: 80.0%
Coincidencia: 98.5%

DISCUSION

Numerosos autores han descrito la transmisién
de CMV a traves de transfusiones de sangre, lo
cual puede afectar de manera importante la evolu-
cién y el prondstico de los pacientes que necesiten
transfusiones frecuentes>’'%!%, Diversos sistemas
han sido aplicados para prevenir la transmision de
CMV por transfusiones sobre todo en los progra-
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mas de transplantes de 6rganos y uno de los méto-
dos mas exitosos consiste en aplicar a los recepto-
res seronegativos a CMV hemoderivados prove-
nientes de donantes también seronegativos, por
tanto el UMELISA CMYV puede ser iitil para el
pesquisaje de anticuerpos a CMV en bancos de
sangre, facilitando la manipulacién de un gran ni-
mero de muestras y permitiendo la seleccién apro-
piada de los donantes para la creacién de un banco
de hemoderivados seronegativos que permita pro-
teger la infeccion por CMV a los pacientes con
mayor riesgo de adquirir la infeccidn.

El UMELISA CMV concordé mejor en sus
resultados con la técnica de IFI y los 3 resultados
discordantes pueden explicarse por la subjetividad
de la lectura de los ensayos de inmunofluorescen-
cia, lo cual ha sido referida por otros autores'.

El UMELISA CMV present6 altos niveles de
copositividad, conegatividad y concordancia al
compararlo con sistemas ya establecidos de forma
que la técnica ultramicroanalitica representa una
novedosa alternativa para afrontar la deteccién de
anticuerpos totales a CMV, con fines epidemiol6-
gicos, diagndsticos o preventivos, presentando un
nivel de automatizacién de los procedimientos que
permite una elevada productividad.

SUMMARY

Indirect Ultramicroelisa assay for the detection
of human antibodies to cytomegalovirus using
human serum samples

We have standardized an indirect ultramicro
ELISA assay for detecting antibodies to human
Cytomegalovirus (CMV) using human serum
samples (UMELISA CMV). The optimal concen-
tration of coating antigen (30 ug/ml), serum dilu-
tion (1:40) and anti-human conjugate working di-
tution (1:1500), were determined by a check board
titration method. The UMELISA CMV was com-
pared with the latex agglutination test for antibod-
ies to CMV (Dupont de Nemours) and with an
indiret immunofluorescent method. The results
have showed the high coincidence, sensitivity and
especificity of the proposed assay regarding the
two methods compared with, and supporting its
use either for a blood donors screening or in the
serological diagnosis of this infection by paired se-
rum samples.
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