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constituye un elemento ventajoso para el empleo de este
soporte en la purificacion de AcMs con fines terapéu-
ticos.

Las capacidades dinamicas de los preparados inmo-
vilizados resultaron satisfactorias e idoneas para el pro-
ceso de purificaciéon. No debemos pensar en una degra-
dacién de los soportes durante la oxidacién e inmovili-
zacién, ya que las microfotografias electronicas mues-
tran que se mantiene la estructura esférica de las parti-
culas de celulosa, es decir, que son estables durante
ambos procesos, lo cual resulta muy provechoso.

En base a nuestros resultados recomendamos €l uso
de 1a celulosa activada por el método de periodato de
sodio o del glicidol como matrices de inmovilizacion,

en sustitucion de Sefarosa-4B, con el objetivo de em-
plear los sistemas inmovilizados en la purificacién de
AcMs de uso diagnéstico y terapéutico.
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INTRODUCCION

La infeccidén por el Virus de la Hepatitis C (VHC),
es la causa fundamental de las hepatitis NANB adqui-
ridas por la via parenteral (1,3). Estudios realizados de-
muestran que el VHC se transmite a través de la sangre
y productos sanguineos contaminados, transfusiones y
contactos personales cercanos (2). La infeccion por el
VHC persiste durante afios después del episodio inicial
de la hepatitis aguda, siendo la tasa de hepatitis cronica
muy elevada. La cronicidad, en la mayoria de los casos,
es asintomadtica, pudiendo ser causa de cirrosis y cancer
hepdtico (2,4). La presencia de anticuerpos al HCV, en
suero, plasma o sangre de un individuo, indica que el
mismo ha estado expuesto al virus, y por tanto, consti-
tuye un transmisor potencial de la enfermedad. Para de-
tectar estos anticuerpos, hemos desarrollado un estuche
diagnostico (UMELISA HCV), basado en una técnica
de los ELISA. Con el objetivo de facilitar el transporte,
almacenaje y disminuir los riesgos de contaminacion
del operador se han empleado las muestras de sangre
colectadas en papel de filtro. En este trabajo, estable-
cemos los pardmetros Optimos para la elucion y la eva-
luacién de estas muestras.

MATERIALES Y METODOS

Muestras estudiadas

Se involucraron en este estudio un total de 361 mues-
tras de donantes de sangre procedentes de Bancos de
Sangre de La Habana y 17 muestras de pacientes asis-
tentes a la consulta especializada en Hepatitis C del
Instituto de Gastroenterologia de Cuba.

Colecciéon de las muestras de sangre en papel de
filtro

Se tomaron muestras de sangre de 1 cm de didmetro
del dedo de cada individuo, en un papel Schleicher &
Schuell - 2992. La sangre debia impregnar ambas caras
del papel. En el momento de la evaluacidn, se realizd
un ponche sobre la mancha de sangre, con un ponchador
auxiliar, obteniéndose discos de 5 mm de didmetro. Se
tomaron muestras de sangre de la vena de cada uno de
los individuos, la que fue procesada hasta obtener el
suero.

Se midi6 el volumen de sangre absorbido por un disco
que fue de 3,5 pL. Este disco se eluyd en un volumen
de 70 uL de solucion diluente para una dilucion final
de 1:20, coincidiendo con la dilucion final de las mues-
tras de suero. Se realizé un estudio de estabilidad con
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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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