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13 muestras de sangre en papel de filtro positivas al
VHC, las cuales se¢ colocaron a 4°C y a temperatura
ambiente (hastga 32°C).
Técnicas empleadas
El UMELISA HCV es un ensayo inmunoenzimdtico
de tipo indirecto que utiliza como fase sélida una placa
de Ultramicro ELISA recubierta con péptidos sintéticos
del VHC. Se emplea un conjunto anti-IgG Humana/Fos-
fatasa Alcalina y un sustrato fluorescente. Se emplearon
ademds 3 técnicas de referencia que fueron ORTHO
ELISA HCV, UBI HCV EIA y ORTHO (RIBA) para
el estudio de la poblacion de pacientes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se establecieron las condiciones 6ptimas para la elu-
cion de las muestras de sangre colectadas en papel de
filtro, que debe realizarse en una hora a temperatura
ambiente. El primer paso de incubacidn de las muestras
ya eluidas obtiene la mejor correlacion respecto a los
resultados de las muestras de suero, si se realiza durante
1 hora, también a temperatura ambiente. En la distribu-
cion de frecuencias para la poblacion de donantes se

obtuvo un 1,38% de individuos seropostivos en suero y
en sangre colectada en papel de filtro, para el 100% de
coincidencia entre ambas formas de coleccién de la
muestra y fueron positivos los 17 pacientes asistentes a
consulta de Hepatitis C.

En los andlisis de estabilidad de la IgG en el papel
de filtro, hemos obtenido un 100% de recuperacion de
la seropositividad para las muestras almacenadas duran-
te 3 meses a 4°C y este valor se mantiene si s¢ almacenan
a temperatura ambiente (hasta 32°C) por un tiempo no
superior a los 15 dias. Estos resultados demuestran que
la utilizacion de las muestras de sangre.en papel de
filtro, como forma de coleccion de muestras, brinda
grandes posibilidades de trabajo, debido al elevado nivel
de coincidencia de sus resultados respecto a los obteni-
dos empleando las muestras de suero, ademas de brindar
posibilidades para el almacenamiento.
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INTRODUCCION

La presencia de Anti-HBsAg en suero o plasma hu-
mano, indica el restablecimiento de una infeccién aguda
o cronica por el virus de la Hepatitis B y el desarrollo
de la inmunidad, asi como la seroconversion obtenida
después de una inmunizacién de forma activa.

Para la deteccién de Anti-HBsAg es conveniente el
desarrollo de un método cuantitativo y de determinacion
que sea capaz de evaluar la respuesta inmunitaria y la
duracién de la proteccion inmune (1, 2, 3, 4).

MATERIALES Y METODOS

Con el objetivo de determinar niveles de anti-HBsAg
en suero humano, se desarrollé un inmunoensayo enzi-
matico tipo sandwich, utilizando antigeno recombinante
para el recubrimiento de la fase sélida y para la conju-
gacion con fosfatasa alcalina. La concentracién optima

de antigeno recombinante utilizado para el recubrimien-
to fue calculada a partir de la determinacion de su me-
seta, para lo cual se recubre entre 0,1 y 4 pL. La con-
jugacion se llevé a cabo por el método del glutaralde-
hido en un paso. La sensibilidad y especificidad fueron
evaluadas con 700 muestras de donantes de sangre y
utilizando un método comercial de referencia (Hepanos-
tika).

RESULTADOS Y DISCUSION

La fijacion mds eficiente a la fase sdlida del antigeno
recombinante se logr6 a una concentracion de 0.25 pg/mL.
La conjugacion con fosfatasa alcalina fue efectiva y
mantuvo buena estabilidad.

Fue posible la cuantificacion de anti-HBsAg entre 10
y 200 UI/L con una especificidad del 98,9% y una sen-
sibilidad del 100%. :
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INTRODUCTION

The role of different bacteria-derived agents and cy-
tokines on the anset and development of immune and
inflammatory responses has been broadly studied.
Gram-negative bacteria LPS binding to inflammatory
cell membranes is related to the activation of a cytokine
cascade constituting a central pathogenic mechanism on
sepsis, and also related with activation of HIV replica-
tion in monocytes and acute graft-vs-host diseases (1).
Therefore the design of anti-LPS molecules as drugs
may be useful in the profilaxis and treatment of LPS-
mediated diseases. At the same time, based on some
natural proteins that fungtion as cytokine antagonists
maintaining basic structural features of receptor ligands,
some groups have engineered cytokines to™“dbtain both
partial agonists or antagonists. Studies based on struc-
ture-activity analysis of IL/2/IL-2R interactions, indi-
cating that binding and activation events can be sepa-
rated or modulated to elicit a subset of IL-2 responsgs
excluding other (2), open the possibility to engineer IL-2
proteins with potential use as immunosupressing drugs
(antagonist) or improved igmunotherapeuticals (partial
agonist). We briefly described herein preliminary results
in using different approaches to obtain molecules modu-
lating immune/inflammatory responses: (a) LPS neutral-
izing peptides, considering a charged cluster along the
sequence of different LPS binding proteins, (b) IL-2
antagonists and partial agonists, using the phague dis-
playing technology to expose hIL-2 and to select desired
analogues obtained by random mutagenesis.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Peptides were synthesised using the tea bag method
(3) and purified by RF-HPLC. Peptides were derived
from: bovine BPI (KIRGKWKARKNFIK), human LPB
(RVQRWKVRKSFFK), rabit CP18 (RKRLRKFRNK-

IKEKLKKIGQK) and anti-LPS factor from L. poliphe-
mus (CHYRIKPTFRRLKWKYKGKFWC). A polymyxin
B (PMB) LPS-binding peptide(CKKLFKCKTK) and a
HPV/E7 peptide (DMVDTGFGAMNFADLQPNK
SDVPIDI]) were also used. PBMC were cultured in the
presence of P. aeruginose LPS 20 ng/mL and equimolar
concentrations of the different peptides (1.25 and 100
nM). TNF concentrations of 18-24 h PBMC cultures
were determined using 1.929 target cells as described
(4). All DNA manipulations were performed essentially
as previously described (5). The biological activity of
human IL-2 was tested using the IL.-2 dependent murine
T lymphocyte cell line CTLL-2 (6).

RESULTS AND DISCUSSION

Peptides corresponding to particular highly positive
charge clusters of the sequence of different LPS-binding
proteins were all able to inhibit in a dose-depending

3000

mbLBPI
o 0 ahLBP
g 200 NCP18
§ 1500 WLALF
Z 100
k= ° mHPV/ET
500

1M 25nM

100nM

Fig. 1.-Effect of peptides on LPS induction of TNF production in
PBMC
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