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La basqueda de métodos cada vez mias sensibles, rapidos y capaces de ser
automatizados, constituye una tendencia creciente en el campo del andlisis cuantitativo
o semicuantitativo, y en especial en ¢l diagnostico biologico (Avrameas, 1978).

Los inmunoensayos no isotépicos de tercera generacion contindan en la tendencia
de encontrar nuevos sistemas de amplificacion de la actividad enzimatica, ya sea por el
uso de ciclos de reaccién manteniendo el principio colorimétrico de deteccion o
cambiando radicalmente el concepto de evaluacion de la actividad de las enzimas
involucradas en el ensayo. En este altimo caso se encuentran los métodos
fluorimétricos, luminométricos, amperométricos y potenciométricos.

La potenciometria en general como método de anélisis en ¢l laboratorio clinico, tiene
la ventaja de ser independiente de la turbidez de la muestra, pudiendo utilizarse muy
pequena cantidad de reactivos. Esto hace que cada vez se le dedique mas atencion y
se busquen insistentemente sistemas REDOX que cumplan los requerimientos para una
determinacion analitica (Borrajero y Pascual).

En este trabajo se ha explorado ¢l cromégeno ABTS® (di-amonio 2,2'azino-bis
3-ctilbenzotiazolino-6-sulfonato) cuya formula molecular es C\gH(N,O(S,(NH,), para
revelar potenciométricamente un inmunoensayo directo que detecta al subtipo "ad" del
HBsAg, que responde a la ecuacion general de Nernst:

E = E*-RT In aG’aH® a25°C
‘nF aA®aB®

y que esta basado en las siguientes medias ecuaciones de oxidacién-reduccion:
H,0, + 2H* + 2e~ = 2H,0
CyH N,OS(NH,), + H,0 = C;gH;N,0;S,(NH,), + 2H* + 2e-
Con una resultante:
ABTSgep + H,0, EEROXIDASA ABTSy; H,0
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El inmunoensayo disefiado a tales efectos constd, sumariamente, de los siguientes
pasos:

Placa de cloruro de polivinilo (PVC)

1) 100 ul de anticuerpo monoclonal CN-A1 (Otero, A., 1987) que reconoce al HBsAg

“ad". Una hora a 37°C.

2) 150 pl de suero de carnero al 10 % en tampo6n fosfato conteniendo Tween 20 al

0,05 % (PBS-T20). 15 min a 37°C.

3) 100 wl de muestras de suero a ensayar ademds de controles de PBS-T20, sucro
humano normal y suero humano positivo al HBsAg "ad". Una hora a 37°C.

4) 100 wl de conjugado CN-A1 peroxidasa 1:200 en PBS-T20 conteniendo suero fetal
bovino al 4 %. Una hora a 37°C.

S) Sustratos:

A. 150 ulde ABTS 0,2 mM/l; H,0, 0,004 %, citrato de sodio 100 mM/I, fosfato de
sodio dibdsico 100 mM/l y perborato de sodio 1,5 mM/l, pH 5 (lectura
potenciométrica seglin se describe mas adelante).

B. 150 pl de ortofenilendiamina (OPD) 40 mg/100 ml, H,O, 0,04 %, tampdn
fosfato-citrato de sodio 200-100 mM/1, pH 5 (lectura colorimétrica en lector de
microplacas MULTISKAN MCC).

En ambos casos, el contenido de los pocillos fue transferido a placas no reactivas
para detener asi la reaccién enzimdtica.

Para la lectura potenciométrica, el elemento sensor consistié en un electrodo de
platino RADIOMETER 1312 PT de seccion planade !/, cm? colocado horizontalmente,
sobre el que se deposité un volumen de lectura de cada muestra de 20 pl
Perpendicularmente y haciendo contacto con la gota se instalé un electrodo de
referencia de calomel. Las lecturas s¢ efectuaron en un pHmetro RADIOMETER
tipo PMH 28 (Borrajero y Pascual).

La figura 1 muestra los resultados del ensayo potenciométrico en delta (A)
milivolts con respecto a las muestras de suero HBsAg "ad" positivo diluido v controles.
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El potencial electroquimico para la solucién de sustrato ABTS en un pocillo virgen no
reactivo fue de alrededor de 315 mV (durante la primera media hora) con respecto al
electrodo de calomel lo que permite considerarlo como potencial Eo de referencia para
este sistema. A partir de este tiempo, la influencia de la reduccion del H,O, por causas
diferentes a la accidn de la peroxidasa fue significativa.
El fondo del ensayo eliminado con la consideraciéon Eo = 315 mV representa un
potencial electroquimico de base con respecto a la solucién de sustrato en equilibrio
*con una proporcién del producto de la reaccién enzimitica que definiria el verdadero
fondo inmunoquimico del ensayo. La lectura para la dilucién 1:200 del suero HBsAg
"ad" *+ es diferenciable del valor obtenido para el suero humano normal (control
negativo) tomando como criterio 2DS (desviacién tipica). La razén positivo/negativo
resulté 1:5 para esta misma muestra y el maltiplo de la actividad normal (MONA)
(Voller, A. y Bidweel, D., 1980) concebido como [Amv (muestra)/[Amv (muestra
negativa)]” (donde n representa el exponente parabolico de la curva dosis-respuesta de
la muestra positiva), no fue mayor de 3,0. El coeficiente de variacion (C.V.) para cuatro
réplicas utilizadas fue 2,1 %.

La figura 2 muestra un ensayo en las mismas condiciones revelado con OPD en el
que la lectura para la dilucién 1:200 del suero HBsAg "ad" s dos veces mayor
(razén = 2) que para el control negativo y el valor de MONA para esa misma muestra
fue de 3,9. El C.V. para ¢l mismo niimero de repeticiones fue de 4,1 %.
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FIG. 2. Inmunocnsayo Colorimétrico muestras
. PBS-T20

@ NN
~ NN
S NN

AN
N

450nm G @
2

1
2. Suero humano normal

3. Suero humano HBsAg toadn 11
4. Suero humano HBsAg * vad" 1:20
5. Suero humano HBsAg ' *ad” 1:50
6. Suero humano HBsAg * "ad” 1:100
7. Suero humano HBsAg * wad* 1:200

En otro experimento utilizando una placa de PVC tipo SUMA
(Fernandez Yero, ¢t al, 1985) de 10 pl de volumen de reaccidn se obtuvieron resultados
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similares en cuanto a sensibilidad del ensayo potenciométrico con un C.V. de 3,8 %.
En este caso no pudo realizarse la comparacién por la via colorimétrica por no contarse
con la sensibilidad necesaria para 10 pl.

Estos resultados indican que ¢l ensayo potenciométrico IPELI basado en el sistema
de revelado peroxidasa-ABTS pudiera representar una alternativa para los
inmunoensayos de tipo enzimético sobre todo cuando se disponga de una basc
tecnolégica de medicién automética mas adecuada para evaluar ensayos con ultramicro
volimenes que representan una ventaja importante con respecto a los colorimétricos
con volimenes nunca menores de 100 pl.
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