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SUMMARY

A rapid, reproducible ultramicro-enzyme linked
immunosorbent assay (umELISA) for the detection of
antibodies to insulin in serum was developed and
characterized, to be used in the study of insulin-treated
diabetic, non-insulin-dependent and recently diagnosed
diabetic patients.

In this assay, the ligand is immobilized on a solid phase
(ultramicroplates) and bound antibodies are detected by
a human immunoglobulin antibody conjugated to alkaline
phosphatase. As a final step, the enzyme activity bound to
the immune complexes is measured after addition of the
appropriate substrate. The umELISA requires only 10u«l
of sample and is completed in less than 3 hours.

Practical advantages of this assay include speed,
sensitivity and reproducibility without needing
radioisotopes and is recommended to be used for routine
screening in a clinical laboratory.

This assay can also be used in more complex
immunological studies.

RESUMEN

Se desarrollé y validé un ultramicroELISA (umELISA)
para la deteccién de anticuerpos anti-insulina en suero
con el objetivo de estudiar pacientes diabéticos tratados
con insulina, no insulino dependientes y de reciente
diagndstico. En este ensayo los anticuerpos unidos al
ligando inmovilizado en la fase sélida (ultramicroplacas)
son detectados por la adicién de un conjugado de
anticuerpo anti-inmunoglobulina humana-fosfatasa
alcalina. La actividad enzimdtica del inmunocomplejo se
mide después de la adicién del sustrato apropiado. El
umELISA se realiz6 en menos de 3 horas y requiere
solamente 10ul de muestra.

Entre las ventajas prdcticas de este ensayo no isotépico se
encuentran la rapidez, la sensibilidad, la reproducibilidad
y puede ser utilizado para pesquisaje de rutina en
laboratorio clinico. Por su especificidad este ensayo
ademds puede ser empleado para estudios inmunolégicos
mds complejos.

INTRODUCCION

La respuesta inmune a la insulina exdgena fue
descrita por vez primera en 1938 (Bauting et al.,
1938) y posteriormente estudiada, en términos mas
amplios, cuando se estandariz6 un ensayo para
detectar anticuerpos anti-insulina (AI) en pacientes
diabéticos tratados (Berson y Yallow, 1959).

Los anticuerpos anti-insulina circulantes pueden
producirse como respuesta a la terapia con insulina
(AI) (Berson'y Yalow, 1959; Kurtz y Nabarro, 1980)
y como parte del proceso autoinmune que provoca
la diabetes (AAI); estos ultimos se han encontrado
en el 32% de los pacientes tipo I (insulino-
dependientes) antes del debut. Actualmente su
determinacién constituye parte del proceso de
diagnostico precoz y/o prevencion de la enfermedad
(Palmer et al., 1983).

El principal objetivo de este trabajo fue el
montaje y estandarizacién de un método
inmunoenzimdtico rdpido y simple para la
deteccion de Al 'y AAIL El método utilizado es un
ensayo inmunoenzimatico en fase solida, que se
caracteriza por el uso de pequeiios volimenes de
reactivos (10ul). Las muestras de suero se
incubaron en placas de polivinilo recubiertas con
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el antigeno (insulina humana o porcina) y la
presenciade AlyAAlsereveldconunconjugado
anti IgG humana- fosfatasa alcalina y su sustrato
fluorigénico.

MATERIALES Y METODOS
Equipos

Se utilizé un analizador foto-fluorémetro-nefelémetro
automdtico para lecturas discretas de fluorescencia,
dispersién de la luz o transmisién en volimenes de 8-300
#l, SUMA 121b (marca registrada) y multipipeta
computarizada de 96 puntas, ERIZO 101 (marca
registrada). (Centro de Inmunoensayo, Habana, Cuba).

Reactivos

Se utilizé la insulina porcina de 80 Ul (Actrapid MG,
Novo, Dinamarca), insulina humana de 100 Ul (Actrapid
HM, Novo, Dinamarca) altamente purificadas y un
conjugado comercial de fosfatasa alcalina - anti IgG humana
obtenida de cabra (Sigma, EEUU). Como sustrato se
empled 4-metil-umbeliferil fosfato (Koch Light, Inglaterra).
Los demds reactivos comunes fueron puros para andlisis
obtenidos de Merck.

Sueros controles

Como control positivo se trabajé con un pool de sueros
de pacientes diabéticos tipo I con terapia insulinica. El
control negativo se obtuvo de un pool de sueros de
individuos no diabéticos, donantes de banco de sangre.
Los controles fueron alicuotados y conservados a -20°C
hasta su uso en ¢l ensayo.

Tampones

Tampén A: fosfato-salino, 0.1 mol/l, pil 7.4 que
contenia tween 20 (0.05%) y suero normal de carnero
(5%) tratado 1 h a 56°C

Tampén B: idéntico a tampén A, pero sin sucro normal
de carncro.

Muestras

Se ecnsayé un gran numero de sucros de donantes de
banco de sangre con edades entre 18 y 56 aiios, de ambos
sexos (n=200), asi como sucros de pacicntes diabéticos
tipo I con ecdad entre 5-18 afos, con tratamiento
insulinico (n=25) y de recién diagndstico (n=15).

También se estudiaron 35 sueros de familiares de
primer grado de diabéticos tipo I en un rango de edades
entre 2 y 14 afos, y diabéticos clasificados clinicamente
como insulino no dependientes (n=70), separados en
tratados con (n=19) y tratados con
hipoglicemiante oral (n=52), cuyo rango de edad
oscilaba entre 25 y 77 afios, y con un tiempo de duracién
de la diabetes entre 1 y 35 afios. Todas las muestras se
conservaron a -20° C hasta ser analizadas.

insulina

Dilucién de las mucstras, controles y
conjugado

Los sueros analizados y controles fucron diluidos 1:25
y el conjugado anti-IgG humana-fosfatasa alcalina
1:1500 con tampén A.

Estudios de inhibicion

El estudio de inhibicidn se realizé adicionando insulina
(humana o porcina) a sueros de diabéticos tipo I con tratamiento
y de recién diagnéstico (debut), asi como al control negativo. Las
muestras fueron pre-incubadas 16 h a 4°C con igual dosis de
insulina a la presente en la solucién de recubrimiento y a dosis
de 10 y 100 veces superiores (0 - 2,5 - 25 - 250 mUI de
insulina/pozo).

Inmovilizacién de la insulina

Las soluciones de insulina porcina o humana en tampdn
carbonato-bicarbonato 0,1 mol/l, pH 9 a concentracién de 10
pg/pl (0.1 ug/pozo o 2.5 mUI/pozo) fueron inmovilizadas por
adsorcién sobre placas de cloruro de polivinilo (10ul/pozo)
durante 16 h a 4°C. Posteriormente las placas fueron lavadas 4
veces con 30 ul/pozo de tampén By estabilizados con BSA (1 ug/l)
y sacarosa (0.14 mol/l), (Gonzilez et al., 1991).

METODOS

Procedimiento del ensayo

Se adicionaron 10ul/pozo de las muestras y controles diluidos
en las placas recubicrtas con insulina. Las placas fueron incubadas
durante 1 h a 37°C en cdmara himeda. Posteriormente se lavaron
4 veces , se secaron con papel no fluorescente y se le adicionaron
10 1/pozo del conjugado anti- IgG humana diluido. Las placas se
incubaron nuevamente 1h a 37°C en cdmara himeda, se lavaron de
igual forma y se les adicionaron 10ul/pozo de sustrato.
Inmediatamente fueron incubadas 30 min a 37° C en cdmara
himeda. La fluorescencia obtenida fue leida en el SUMA.

El indice UME (IUME) se definié como el cociente obtenido de
la respuesta fluorescente del suero control negativo o muestras y
la del control positivo.

Procesamiento estadistico

Los valores de IUME obtenidos para los sueros de donantes de
banco de sangre fueron procesados por la opcién Estadistica
Descriptiva del software Microstat, para el establecimiento del
rango de valores de referencia.

El Iimite de valores negativos (no patoldgicos) del IUME, se
calculé como la x + 1.65 DS de la distribucién gaussiana
(Thiclmann, 1973).

RESULTADOS

Optimizacién de las condiciones del ensayo

El montaje y la estandarizacion dcl ultramicro-ELISA
(umELISA) para la determinacion de anticuerpos
anti-insulina se realiz con insulina porcina y humana.
Los mcjores resultados se obtuvicron con las condicioncs
descritas (ver materiales y métodos), las cuales
produjeron un método rapido, preciso y reproducible
para la deteccion de AAl 'y Al de clase IgG.
Precision

Los coeficientes de variacidon intraensayo
(n=20) para las placas rccubicrtas con insulina

porcina (IUME =0.15) y humana (IUME =0.13)
fucron de 7% y 8%, y los interensayos (n=10),

BIOTECNOLOGIA APLICADA VOL. 10 No.2, 1993 139




G.Garcia et al.

IUME
2

1UME

/
/.

7
/

Insulina (mUl/pozo)

Fig. 1- Inhibicién de fos AAI en suero de un diabético tipo 1
de recién diagndstico (debut). Imubacnon con dosis de insulina
humana o porcina (16 horas, 4 °C), se adadié 10 ul de suero
pre-incubado a ultramicroplacas recubiertas con ambas insulinas.
Ultramicroplaca recubierta con insulina porcina: Curva I-
Pre-incubacidn con insulina porcina. Curva 2- Pre-incubacién con
insulina humana. Ultramicroplaca recubierta con insulina humana:
Curva 3- Pre-incubacidén con insulina porcina. Curva 4-
Pre-incubacién con insulina humana.

de 16% y 15%, con valores de TUME de 0.11y 0.12
respectivamente. Estos recsultados son
comparables a los reportados en otros ensayos
(Dean et al., 1989).

Rango de referencia

Los valores de IUME de los sucros de donantes
de banco de sangre utilizando insulina porcina y
humana adsorbida a la fase sélida, presentaron una
distribucién log-normal. El limite de valores
negativos incluye el 90% de la distribucién gaussiana.
El ensayo con cualquicra de las insulinas
empleadas dio un valor de ITUME limitc para la
normalidad de 0,2.

Especificidad

La inmunoespecificidad del método sc estudid por
inhibicion de los sueros de los diabéticos tipo 1
(tratados y no tratados), y ¢l control ncgativo con
difcrentes dosis de insulina (ver matcriales y
métodos). La disminucién de la fluorescencia
obtenida es una medida de la inhibicién, y la
adsorcién preferente de los anticucrpos
en la solucién con respecto a la inmovilizada cn la
fasc solida demucstra la especifidad del cnsayo. En
no sc obscrvé inhibicién. La

a la insulina

¢l control necgativo
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Fig. 2- Inhibicién de los Al en suero de un diabético tipo
I tratado con insulina exdgena. lmuhacxon con dosis de insulina
humana o porcina 16 horas, 4 ° °C se anadié 10 ul de suero pre-
incubado a ultramicroplacas recubiertas con ambas
insulinas. Ultramicroplaca recubierta con insulina porcina:
Curva 1- Pre-incubacidén con insuiina porcina. Curva 2-
Pre-incubacién con insulina humana. Ultramicroplaca recubierta
con insulina humana. Curva 3- Pre-incubacién con insulina porcina.
Curva 4- Pre-incubacién con insulina humana.

figura 1 muestra la inhibicién del suero de un
paciente diabético tipo I antes de la terapia insulinica
(debut); el valor del ITUME (dosis cero) calculado
fue mayor que 1.

La adicién de insulina a dosis equivalentes o
superiores a la del recubrimiento (2.5 mUlI/pozo;
0.1 ug/pozo) provocd inhibicion evidente de los
anticuerpos presentes en la muestra, obteniéndose la
curva caracteristica de pendiente ncgativa.

La inhibicién tipica en el caso de un paciente
diabético tipo I (IUME1) con tratamicnto insulinico
(figura 2), se manificsta a dosis 10 veces superiores
en solucién.

Indice UME en pacientes diabéticos

El anilisis de los resuitados de las mucstras de
diabéticos tipo I con tratamiento demostré que ci
44% (11/25) presentd Al. En las muestras de
diabéticos de reciente diagnoéstico, el 60% (9/15)
presentd AAL y se encontrd ¢l 23% (8/35) cn
familiares de primer grado de diabéticos
insulino-dependientes.

Las mucstras de diabélicos tipo 11 sc estudiaron
con insulina porcina adsorbida. En los tratados con
hipoglicemiante oral, el 33% (17/51) fue detectado
por ¢! umELISA, micntras quc ca los tratados con
tcrapia insulnica sc detectd el 52% (10/19).
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La evaluacion de los trastornos inmunoldgicos de
la diabetes representa un aspecto importante en el
estudio y prevencién de la enfermedad. Entre estas
alteraciones inmunoldgicas se cncucntran la
presencia de AAI y Al, que han sido incorporados
cada vez mas en los estudios de poblaciones con alto
riesgo de padecer la diabetes y en la evaluacion de
la terapia aplicada (Zancheta et al., 1987).

El umELISA estandarizado en este trabajo para la
determinacién de Al y AAI tiene como ventajas el
poco consumo de reactivos, la rapidez, precisién y
el no empleo de is6topos radiactivos.

Al igual que otros ELISA reportados, la frecuencia
de los Al detectados por umELISA en diabéticos
tipo I y tipo II con tratamiento insulinico no es tan
elevada en comparacién con los hallados por los
métodos isotopicos (Wajchenberg et al., 1986). Estos
resultados coinciden con lo reportado por otros
autores en cuanto a la desventaja del ELISA para
detectar anticuerpos de alta afinidad prescntes en
diabéticos tratados (Sodoyez-Goffaux ef al., 1988).

En diabéticos tipo 1 (debut), los resultados
coinciden con los encontrados por métodos
isotOpicos e inmunoenzimiticos (Zancheta et al., 1987;
Vardi et al., 1987). No ocurrié asi con los familiares
de primer grado de diabéticos tipo I, en los cuales
la frecuencia es mayor para los métodos
inmunoenzimaticos (Ziegler et al., 1989).

En diabéticos tipo II tratados con hipoglicemiantes
orales se detectd el 33% de AAI; cste valor es
elevado cuando se compara con el 10% dctectado
en ELISA (Bodansky et al, 1989). Probablemente,
algunos de los AAI detectados por el umELISA,
como ocurre generalmente en los ELISA, sean
anticuerpos de baja afinidad producto de infecciones
virales, de una reaccién cruzada de los anticuerpos
a un antigeno o de una configuracién molecular
comin de determinados virus insulinotrdpicos
(Bodansky et al., 1986), y no debido a una causa
autoinmune de la destruccion de las células betas.

La aplicacion de métodos rdpidos y confiables,
como ¢l umELISA reportado en este trabajo
contribuird al estudio de estos trastornos
inmunolégicos pudiéndose evaluar una gran cantidad

dc muestras debido a las ventajas del SUMA, o cual

facilitard los estudios en poblaciones dec ricsgo
diabético.
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