Rev. Inst. Med. trop. Sdo Paulo
33 (6): 491-495, novembro-dezembro, 1991

ULTRAMICROELISA PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS IgM ANTI M. leprae
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RESUMEN

La disponibilidad del sistema Ultramicroanalitico (SUMA) y de un antigeno especie-
especifico del M. leprae obtenido mediante sintesis quimica, permitié la normalizacién y
validacién de un ultramicroELISA para la deteccion de anticuerpos IgM especificos a esta
micobacteria. El andlisis de 433 sueros de banco de sangre y 265 sueros usados para
validar el método y clasificados en un grupo control de donantes de banco de sangre
(100), un grupo de pacientes tuberculosos (50), un grupo de enfermos de lepra (65) y un
grupo de contactos de estos enfermos (50), mostré la especificidad del ensayo para evi-
denciar la infeccién con el M. leprae.

Los resultados obtenidos del estudio adicional de 140 muestras de suero de contactos
de enfermos estuvieron estrechamente correlacionados (r = 0,98) con los resultados obte-
nidos por la técnica de microELISA convencional.

La utilizacién del SUMA no solo permite un notable ahorro de reactivos si no ademds
facilita la lectura, célculo, validacién y almacenamiento automadtico de los resultados.

UNITERMOS: UltramicroELISA

INTRODUCCION

La lepra es una infeccién crénica causada por
un parasito intracelular obligado: el Mycobacte-
rium leprae, esto determina que los mecanismos
de defensa en las personas infectadas sean funda-
mentalmente de tipo celular y no de tipo humoral.
A pesar de esto se ha observado una corresponden-
cia entre la carga bacilar y el nivel de anticuerpos
presentes en un individuo infectado, detectandose
generalmente niveles considerables de anticuerpos
en las formas multibacilares de la enfermedad y
niveles mds bajos en las formas paucibacilares'.

Estudios realizados recientemente han demos-
trado la validez de los ensayos dirigidos a detectar
anticuerpos especificos al M. leprae, lo que repre-
senta una valiosa ayuda en la identificacién tem-
prana de personas infectadas, en alto riesgo de en-
fermar y quizds también de individuos infectados
que adn no presentan signos clinicos y constituyen

diseminadores silenciosos de la enfermedad. La lo-
calizacién precoz de estos individuos es importante
para lograr el corte de la cadena de transmisién™®.
Una contribucién importante a la realizacién prac-
tica de estos ensayos lo constituyé el aislamiento y
la caracterizacién de un antigeno especie-especifi-
co del M. leprae: el glicolipido fendlico 1'": 2 cuya
utilizacidn en la técnica de ELISA demostré la pre-
sencia de anticuerpos (fundamentalmente de tipo
IgM) al mismo en pacientes con lepra’7- 1> 16,

El andlisis de los determinantes antigénicos de
esto glicolipido utilizando anticuerpos poli y
monoclonales, mostré la inmunodominancia del
residuo terminal® ¢ di-o-metil glucosa'" 7 y estos
elementos sirvieron de base para la elaboracién de
antigenos sintéticos, los cuales acoplados a una
proteina portadora (seroalbimina bovina) ofrecie-
ron similares resultados que con el ant{geno natu-
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ral en la técnica de microELISA*#89.10. 13,

En este trabajo se presentan los resultados ob-
tenidos en la normalizacién y validacién de un
ultramicroelisa para la deteccidn de anticuerpos
IgM especificos al M. leprae, que puede constituir
una valiosa ayuda para el pesquisaje masivo en las
dreas endémicas y como instrumento para el con-
trol de la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos

Antigeno. Fue obtenido sintéticamente'® y dona-
do por el laboratorio de quimica de los carbohidratos
de la Universidad de la Habana, Cuba.

Conjugado. Para su preparacion se utilizé un
antisuero, anti IgM humana monoespecifico que
fue donado por el Centro de inmunoensayo Ciudad
de la Habana, Cuba. La fraccién IgG de este
antisuero se obtuvo mediante un proceso de purifi-
cacidn de la fraccién gamma obtenida por precipi-
tacién salina y fue entonces utilizada para la
conjugacién con la enzima beta galactosidasa
recombinante de E. coli, seglin el método del
glutaraldehido en un paso® Esta enzima fue sumi-
nistrada por el centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia Ciudad de la Habana, Cuba.

Sustrato

Se utilizé el 4 metillumbelliferyl beta D
galactopirandsido (sustrato fluorigénico) que fue
suministrado por el laboratorio de quimica de los
Carbohidratos de la Universidad de la Habana,
Cuba. Como solucién fluorescente de referencia se
empleé la 4 metilumbelliferona obtenida de la
Koch Light Limited, Harvehill, Suffolk, England.

Los demds reactivos quimicos empleados en
las soluciones tampén comiines fueron de la BDH.

Muestras

Se procesaron un total de 838 muestras de sue-
ros, el grupo control (533 sueros) fue obtenido de
donantes de un banco de sangre de Ciudad de la
Habana. Los sueros del grupo de pacientes
tuberculosos (50) fueron obtenidos en el hospital
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antituberculoso de Ciudad de la Habana, los sueros
de enfermos de lepra (65) y de contactos de enfer-
mos (190) fueron donados por el Instituto de Medi-
cina Tropical “Pedro Kouri” y el Centro Provincial
de Higiene y Epidemiologia de Guantdnamo,
Cuba.

Equipos

Fue utilizado un equipo SUMA modelo 121-B
consistente en un espectrofluorimetro-nefelémetro
automdtico acoplado a una microcomputadora y
una multipipeta de 96 posiciones computarizada
(ERIZO 101). Se utilizaron ademads otros acceso-
rios especificos para el procesamiento de muestras
y reactivos en el rango ultramicroanalitico. Centro
de Inmunoensayo. Ciudad de la Habana, Cuba.

UltramicroELISA

Las placas PVC-SUMA de 96 cavidades fue-
ron sensibilizadas con el antigeno a una concentra-
cién de 2 Ug/ml en tampén carbonato-bicarbonato
pH 9.6. La conservacién de las mismas se realizé a
4°C hasta el momento de su utilizacién,

Las muestras y sueros controles se diluyeron
1:100 en tampdén TRIS-Tween (TRIS-T) 15 mM,
conteniendo suero de carnero al 5%, se distribuye-
ron a razén de 10 microlitros por cavidad en la
placa de reaccién con el empleo de la multipipeta
ERIZO 101 y se realizd la incubacién durante 1
hora a 37°C en cdmara humeda. Al término de este
tiempo se procedié a realizar el lavado con tampén
TRIS-T 15 mM vy posteriomente se adiciond el
conjugado anti IgM humana betagalactosidasa, di-
luido 1:1600 en tampon TRIS-T 15 Mm, conte-
niendo suero de carnero al 5%, se realizd la
incubacién durante 1 hora a 37°C y posteriormente
el lavado en las mismas condiciones anteriormente
descritas.

Con la ayuda de la multipipeta de 96 posicio-
nes se dispensaron 10 microlitros de la solucion de
sustrato por cada cavidad de las placas de reaccién
y se incubaron durante 30 minutos a 37°C. La
fluorescencia resultante fue estimada en el
espectrofluorimetro automdtico SUMA 121 y los
resultados fueron expresados por la relacién (F-B)/
(P-B), donde:

F: unidades de fluorescencia de la muestra.
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P: unidades de fluorescencia del control positivo.
B: unidades de fluorescencia del blanco.

El criterio de seropositividad fue determinado
previamente sobre la distribucién de una poblacion
sana, sin contacto conocido con el M. leprae, utili-
zando el criterio del 98 percentil recomendado por
la OMS. Los resultados obtenidos en la evaluacién
de la respuesta analitica de 433 muestras de suero
de esta poblacidn, se ilustran en la Figura 1. Se
seleccioné 0.135 como criterio de seropositividad
del ensayo.

Figura 1. Frecuencia de distribucién de las respuestas
analiticas en 433 muestras de suero de una poblacién nor-
mal. Se seleccioné 0.135 como criterio de seropositividad
del ensayo (98 percentil).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las concentraciones de los reactivos y las con-
diciones de la reaccién fueron determinadas medi-
ante titulacién cruzada, seleccionandose aquellas
que dieron los mejores resultados en el ensayo (Fi-
guras 2-4). Para cada caso (antigeno de
recubrimiento, dilucién del suero y dilucién del
conjugado) se escogié aquel punto en la curva de
titulacién donde la relacién positivo-negativo fue
superior a 10 y el nivel de fondo fue bajo. En el
caso particular del antigeno de recubrimiento se
selecciond la concentracién de 2 pg/ml como la
adecuada para el trabajo la cual corresponde al
punto minimo de saturacién en la curva de
titulacion (Figura 2).

Figura 2. Titulacion del antigeno de recubrimiento. Se
selleccioné la concentracién de 2 microgramos por mililitro
como la optima para la sensibilizacién de las
ultramicroplacas.
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Las placas de reaccién sensibilizadas en estas
condiciones fueron estables a 4°C durante un pe-
riodo de 12 meses, lo cual significé no solo un
ahorro de tiempo y reactivos, sino ademds una dis-
minucién de la variabilidad de la técnica por este
concepto.

Solo un 2% de los individuos del grupo con-
trol presentaron una respuesta que excedid al limi-
te normal establecido para el ensayo (Tabla 1). A

diferencia de esto los porcientos obtenidos en et

grupo de enfermos fueron muy superiores, especi-
ficamente en el grupo afectado con las formas
multibacilares de la enfermedad (93%). En este
grupo generalmente se detectan niveles elevados
de anticuerpos IgM especificos al M. leprae'®.

TABLA 1.
Resultados obtenidos en la deteccién de
anticuerpos IgM al M. leprae en grupo de sueros
mediante el ensayo de ultramicroELISA.

N2 >0.135 %
CONTROLES 100 2 2’
TUBERCULOSOS 50 0 0
CONTACTOS 50 12 24
LEPRA PAUCIBACILAR 25 8 32
LEPRA MULTIBACILAR 40 37 93

No se observo reactividad cruzada en ninguno
de los 50 sueros de pacientes tuberculosos ensaya-
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Figura 3. Curvas de titulacién de los sueros controles. La
dilucién 1:100 fue seleccionada para las muestras.
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Figura 4. Curvas de titulacién del conjugado anti IgM hu-
mana Bgalactosidasa. La dilucién 1;1600 fue seleccionada
para el ensayo.

FLUORESCENCIA (%)
250 "
200
150F
100 |
so o
0 L o . $ =¢
0 1:400 1:800 1:1600  1:3200 1:6400
DILUCIONES DEL CONJUGADO

dos y el estudio de un grupo de contactos de enfer-
mos de lepra reveld la presencia de anticuerpos
IgM anti M. leprae en un nivel superior al grupo
control. Bsto podria ser de utilidad para la identifi-
cacién de individuos presumiblemente infectados y
con riesgo de enfermar en las reas endémicas.

Las respuestas de 140 muestras de suero de
contactos de enfermos de lepra, procesados parale-
lamente por microELISA y ultramicroELISA (Fi-
gura 5) mostraron un alto grado de corresponden-
cia entre los resultados (r = 0,98).
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Estudios posteriores podrian igualmente valo-
rar la utilidad préctica de esta técnica en el
monitoreo de pacientes bajo tratamiento, lo cual ha
sido reportado para el sistema microELISA del
mismo principio®.

Figura 5. Correlacién del microELISA y del
ultramicroELISA en la deteccién de anticuerpos IgM al M.
leprae en 140 muestras de suero de contactos de enfermos.

MICROELISA

ULTRAMICROELISA

El Sistema Ultramicroanalftico (SUMA) ha
sido usado con éxito en diferentes programas de
control en Cuba (alfafetoprotefna, hipotiroisdismo
congénito, deteccién de anticuerpos al virus de la
inmunodeficiencia humana, deteccién del antfgeno
carcinoembrionario, deteccién del antfgeno de super-
ficie del virus de la hepatitis B, etc), siendo adecua-
do para el procesamiento de un gran niimero de
muestras y empleando solo de 5 a 10 microlitros
como volumen de reaccién. Se obtiene ademés un
incremento de la sensibilidad debido al uso de un
sustrato fluorigénico y la utilizacién de una
microcomputadora acoplada al espectrofluorfmetro
facilita el procedimiento de lectura, cdlculo, valida-
cién y almacenamiento automético de los resultados.

La utilizacién de esta tecnologia unida al em-
pleo de la enzima betagalactosidasa aportan aspec-
tos novedosos a los ensayos serolégicos relaciona-
dos con el M. leprae permitiendo ademés disponer
de un sistema répido y econémico para emprender
estudios masivos en las reas endémicas.

SUMMARY

UltramicroELISA Assay for the Detection of
Human IgM Antibodies to M. leprae.

The availability of an ultramicroanalitic sys-
tem (SUMA) and specie-specific antigen of M.
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leprae obtained by chemical synthesis, have made
possible the standardization and validation of an
ultramicroELISA assay for detecting specific hu-
man IgM antibodies to this mycobacterium. The
specificity of this test to demonstrate the infection
with M. leprae was corroborated through a screen-
ing of 433 blood bank serum samples and other
265 from diferent groups (100, control group, 50
tuberculosis patients, 65 leprosy patients, 50 from
household). The results obtained in the aditional
study of 140 household sero showed a high corre-
lation (r = 0.98) with the conventional
microELISA method. The use of SUMA allows
saving reagents and time since sample handling,
plate reading, print out and storing the data are
computer assisted.
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