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RESUMEN

Se describe el desarrollo de un ensayo inmunoenzimatico para la cuantificacién de la inmunoglobulina E (IgE) total
en muestras de sangre colectadas sobre papel de filtro, con el empleo de los reactivos del estuche UMELISA IgE
para muestras de suero humano. Se estandarizaron las condiciones éptimas del ensayo y se determiné su precision,
exactitud, detectabilidad y especificidad. Se obtuvo una curva esténdar con comportamiento sigmoidal en el rango
de 0 a 200 Ul/mL, con un limite de deteccion de 0.7 Ul/mL y un coeficiente de correlacién de 0.9999 con el
Estandar Internacional. Los coeficientes de variacién intra-ensayo e inter-ensayo son inferiores al 10%. El método
desarrollado se considera exacto, con una desviacién no mayor que 5.6% y el 97.86% del material recobrado. La
correlacion de los resultados del ensayo del UMELISA IgE para papel de filtro con los del Enzymun-Test IgE de la
firma Boehringer Mannheim, mostré un indice de correlacién igual a 0.9583.
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ABSTRACT

Immunoenzymatic assay for total IgE quantification of blood spot on filter paper. In this work, the development
of an immuno-enzymatic method for quantification of the total IgE in samples collected on filter paper, using
UMELISA IgE Kits for human serum is described. We standardized the optimal conditions of the assay and we
determined its analytical characteristics taking into consideration the: precision, accuracy, detectability and specificity
of the monoclonal antibody. The standard curve 0 to 200 Ul/mL had a sigmoid behaviour. The limit of detection
was 0.7 Ul/mL and a correlation coefficient of 0.9999 with the International Standard. The variation intra and inter-
assay were less than 10%. The accuracy was very good, the average of the recuperation test was 97.86 + 5.6. The
results from the method using the UMELISA IgE Kits were compared with the commercial kit (Enzymun-Test IgE,

Boehringer Mannheim) and the correlation found was r=0.9583.
Key words: immunoenzymatic assay, quantification of total IgE, allergy, blood spot on filter paper

Introduccion

Las enfermedades alérgicas tienen un impacto signi-
ficativo enlaprécticaclinicapor su elevadaprevaencia
En Cuba, ésta se calcula en arededor del 10% de la
poblacion[1], pero hay cifrasalin méselevadasen paises
desarrollados, las cualestienden al incremento [2].

Laimportancia clinicade la cuantificacion delain-
munoglobulina E (IgE) se debe alanecesidad de lograr
una discriminacion objetiva entre su hiperactividad,
causante de sintomas alérgicos, y las enfermedades
ato-picas clésicas, ya que €l diagndstico certero y
temprano de estas af ecciones, junto con su tratamiento,
adecuado y precoz, reduciria el riesgo de inflamacion
cronicay de destruccion histica[3-5].

Ademas de las enfermedades atopicas, otras al-
teraciones de la salud pueden elevar 10s niveles séricos
de IgE. Entre ellas sobresalen las infestaciones por
helmintos [2], la enfermedad de Hodgkin [6], & mie-
loma IgE [7], la enfermedad de injerto contra huésped,
asi como los estados de inmunodeficiencias causados
por e sindrome de Wiskott-Aldrich y € sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) [8], en € cua los
va oreselevados de |gE sirven como marcador prondstico
del avance hacia la enfermedad [9]. Varios factores
ambiental es pueden provocar unavariacion delosniveles
de IgE, aunque se destaca la polucion [10]. También se
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han visto variaciones de la IgE segiin € sexo y la edad.
Sus niveles séricos son ligeramente més elevados en
hombres que en mujeres, y se gprecia un incremento
hastalos 15 afiosy unadeclinacion delosvaloresapartir
de la tercera década de la vida [11, 12]. Por tanto, la
cuantificacion de | gE debeinterpretarse cuidadosamente
end contexto delasmanifestacionesclinicasy seginlos
resultados de otras pruebas de diagnostico [5, 12-15].

A lolargo demuchosafios se han desarrollado varios
métodos[16-21] paralacuantificacion delgE, loscuales
deben cumplir determinados requisitos en cuanto a
precision, exactitud, limite de deteccidn, estudios de
especificidad y otros, regulados por las Normas del
Comité Europeo para L aboratorios Clinicos (European
Committeefor Clinical Laboratory Standards, ECCLS),
a partir de las cuales se han logrado sistemas de
diagndstico de lamés alta calidad [22].

Como sistemacol ector demuestrasde sangre, €l papel
defiltro hamostrado superioridad con respecto a otros
sistemas, por su sencillez, su facil transporta-cion [23-
25], porque puede conservarse a4 °C 0 atemperatura
ambientey por su estabilidad [26-28]. Estas caracteristicas
lo hacen un método aternativo muy confiabley certero
[29] para cualquier ensayo [30] y sobre todo en los
sistemas de pesguisa neo-natal [31-38].
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El objetivo deestetrabajo esel desarrolloy validacion
de un ensayo inmunoenzimético paralacuantificacion
de lalgE total en muestras de sangre colectadas sobre
papel defiltro, con el uso de los reactivos del estuche
UMELISA IgE parasuero humano.

Materiales y métodos

Muestras

De 58 adultos y 42 nifios se obtuvieron muestras de
sueroy de sangretotal colectadas sobre papel defiltro
por puncion digital. Estas provinieron del Banco de
Sangrede El Vedadoy del Hospital Pediétrico Docente
“Juan Manuel Mérquez”, respectivamente.

El papel defiltro utilizado fueel SS-2992, producido
por la firma Schleicher & Schuell. La toma de la
muestra de sangre serealiz6 segun lo normalizado por
el Comité Nacional de Referencia para Laboratorios
Clinicos delos Estados Unidos (National Committee
for Clinical Laboratory Standards, NCCLS) [23]. Se
dejaron secar las muestras durante 3 h a temperatura
ambiente (TA entre 20 y 25 °C), en un dispositivo
creado paraestosfines. Luego se guardaron en sobres
de papel, correctamente identificados, y se conserva-
ron a-20 °C hasta su andlisis.

Sistemas de diagnéstico

Los reactivos quimicos y biol6gicos usados en la
normalizacion de este ensayo fueron suministrados
en e estuche UMELISA IgE, producido por el Centro
de Inmunoensayo (CIE), identificado con el nimero
de Registro Sanitario 9401-06, parala cuantificacion
de IgE total en suero humano, el cual contiene:

- Tres placas de ultramicroELISA recubiertas con
anticuerpo monoclonal anti-1gE (96 pocillospor placa).

- Solucion reguladora TRIS 0.371 mol/L, pH 7.8.

- Sueros esténdares con concentraciones de 0, 5,
13, 32, 80 y 200 Ul/mL, calibrados frente a patrén
internacional 75/502 delaOrganizacion Mundial dela
Saud (OMS).

- Suero control de concentracion conocida de IgE
(58.32 UI/mL).

- Conjugado policlonal anti-1gE/fosfatasa alcalina
(FA).

- Sustrato fluorigénico 4-metilumbeliferil fosfato.

- Soluciénreguladoraparael sustrato, dietanolamina
0.92 mol/L, pH 9.80.

El estuche para e diagndstico de referencia fue el
Enzymun-Test IgE de la firma Boehringer Mannheim,
el cual es un inmunoensayo enzimético colorimétrico
para la determinacion de los niveles séricos de IgE
total en el suero humano.

Equipos

En la investigacion se emplearon los equipos y
accesorios del sistema ultramicroanalitico (SUMA).

Estatecnologia, creaday desarrolladaen €l CIE, utiliza
solamente 10 nL de muestra y reactivos para los
ensayo0sinmunoenzimaticos, y estd compuestapor el

lector de placas PR-521, un lavador automético MAS
301, unamultipipetaERIZO 101y un perforador p-51.

Ademas, se utiliz6 un agitador de microEL1SA (Abbot,
Estados Unidos) y unaincubadorade 37 °C (Retomed-
Sakura, Cuba-Japon).
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Estandarizacién del ensayo para sangre total
colectada sobre papel de filtro

La estandarizacion del ensayo para sangre seca sobre
papel defiltro serealizd segiin los siguientes estudios:

- Estudio de las condiciones éptimas de elucién:
para determinar las condiciones de elucién de las
muestras se probaron dos formas de agitacion: manual
esporadica y constante en un agitador de placas de
microEL1SA. Ademés se probaron dife-rentestiempos
deducidn: 1h,2hy 3h,aTA (entre20y 25°C). Estos
ensayos serealizaron, repetida-mente, por variosdias.
Los valores promedio se muestran en los resultados.

- Estudio delascondicionesdeincubacion del eluato
y € conjugado anti-IgE/FA: para determinar estas
condiciones se probaron diferentes temperaturas de
incubacion: 37 °Cy TA (entre 20 y 25 °C), asi como
diferentes tiempos de incubacién: 2 h, 4 h'y 18 h.
Estos ensayos se realizaron en camara humeda,
repetidamente, por variosdias. L os val ores promedio
se muestran en los resultados.

- Estudio de las condiciones de incubacion del
sustrato: paradeterminar las condiciones deincubacion
del sustrato se probaron diferentestemperaturas: 37 °C
y TA (entre20y 25°C), asi como diferentestiemposde
incubacion: 30min, 1 hy 2 h. Estosensayosseredlizaron
en camara hiimeda, repetidamente, por variosdias. Los
valores promedio se muestran en |os resultados.

Validacién del ensayo para sangre total
colectada sobre papel de filiro

Las caracteristicas analiticas del ensayo se determi-
naron segun las Normas del Comité Europeo para
Laboratorios Clinicos, ECCLS [22]:

- Comparacion del estandar de IgE elaborado en €
CIE con d estandar internaciona (El) de IgE (75/502)
de la Organizacion Mundia de la Sdud (OMS): para
esto se reconstituyd un dmpula del El, que contiene
5000 Ul en 1 mL deaguadestilada, y sediluyd 25 veces
para llevarlo a 200 Ul, que es € punto méximo de la
curvade estdndar del CIE. Luego sediluy6 1:2.5 veces
hasta obtener los 5 puntos de lacurva: 0, 5, 13, 32, 80
y 200 Ul/mL. Por otro lado, cada punto de la curva del
estandar del CIE se reconstituyé en 500 mL de agua
destilada. Después se compararon ambos estandares,
por duplicado, mediante el ensayo UMELISA IgE. Este
procedimiento serealiz6 durante tres dias, por técnicos
diferentes. Los resultados se promediaron y se obtuvo
el coeficiente de correlacion entre ambas curvas.

- Precisionintraensayo einterensayo: el estudio de
precision serealiz6 con 4 muestras en diferentes rangos
delacurva. Se evauaron 5 réplicas para cada muestra
en 2 placasy 2 dias diferentes.

- Linealidad: se tom6 una muestra con una con-
centracion elevada de IgE (654 Ul/mL) y se diluyo
1:2.5, demaneraseriada. Paralelamente, seevalud junto
con € estandar del CIE. Luego seredlizaron dosensayos
y se promediaron los valores. Con la media de ambos
ensayos, se hizo un estudio deregresion contralacurva
esténdar y severifico si lacurvaobtenidaapartir dela
muestra mantenia un comportamiento sigmoidal .

- Recuperacion: a 5 muestras conocidas se les
adiciono unacantidad definidade IgE y seinterpolaron
los valores de fluorescencia obtenidos en la curva
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esténdar del CIE. Con estos valores se calcul 6 € por-
centaje de recuperacion para cada punto:

Porcentaje de recuperacion = Vaor obtenido (Ul/mL)/
valor esperado (UI/mL) x 100%.

- Valor obtenido: valor de concentracion de IgE
obtenido por la interpolacién de la fluorescencia de
la muestra enriquecida con IgE, en la curva estandar
del CIE.

- Vaor esperado: valor de concentracion de IgE
que debe tener la muestra después de afiadirle una
cantidad definida de IgE, calculado tedricamente.

- Paralelismo: setomaron 4 muestras de diferentes
concentraciones de IgE y se diluyeron 1:2, de manera
seriada4 veces. Losvalores de fluorescenciaobtenidos
seinterpolaron en lacurvay losresultados de concen-
tracion de IgE para cada dilucion se multiplicaron por
el factor de dilucién correspondiente. Si existiera
exactitud, todas las diluciones deberian dar la misma
concentracion para cada muestra, con un coeficiente
de variacion menor del 10%.

- Especificidad delosanticuerpos del ensayo: para
este estudio se utilizaron dos técnicas:

* Inmunodifusién doble de Ouchterlony [39] a
anticuerpo policlona anti-lgE ddl conjugado, paraprobar
s habiareactividad entreestey lasproteinasplasméticas
analizadas (inmunoglobulinas G, M, A y seroalbimina
humana), suministradas por el Laboratorio de Purifica-
cion de Proteinas del CIE y evaluadas en €l rango dela
concentracion séricanormal.

- Para evaluar la especificidad del anticuerpo
monoclonal anti-IgE del recubrimiento, se utilizé un
ELISA indirecto, a cua se le afiadieron las mismas
proteinas plasméticas del ensayo anterior, con la
misma procedenciay concentracion.

- Correlacién entre e Enzymun-TestIgE (suero) y el
UMELISA IgE (papel defiltro): con el objetivo de co-
rrelacionar el nuevo ensayo UMELISA IgE para papel
defiltro con e Enzymun-Test IgE de la firma Boehrin-
ger Mannheim, se analizaron 100 muestras de sangre
denifiosy adultosy secalcul6 € indice de correlacion.

Analisis estadistico

L os datos se procesaron en una hoja de célculo Excel,
programa de la compafiia Microsoft Corporation,
version 2000. Se calcularon lamedia, las desviaciones
esténdares (DE) y los coeficientes de variacion (%),
para las variables que lo requerian en cada ensayo.

Resultados y discusién

Estandarizaciéon del ensayo para sangre total
colectada sobre papel de filtro

Estudio delas condiciones éptimas de elucion: losvalo-
res promedio delos resultados de lacinéticade elucion
de las muestras de sangre se presentan en la tabla 1.
Con 2 h de elucién con agitacion manual esporadica,
entre20y 25°C o con 1 h deelucion aagitacion constante
se obtienen valores de fluorescencia homaélogos a los
del suero, por tanto, ambas formas de agitacion pueden
ser utilizadas. Aun cuando lostiempos de elucion sean
mayores, no se observan cambios sustanciales que
justifiquen la prolongacién de este tiempo.

Estudio de las condiciones de incubacion del eluato
y e conjugado anti-IgE/FA: los resultados del estudio
semuestran en latabla2. A TA y con 18 hdeincubacién
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Tabla 1. Resultados de fluorescencia de las muestras de sangre para diferentes condiciones

de elucion.

Muestras de sa

ngre seca en papel de filtro (F)

Concentracién Muestras de Agl'reclsﬂz:\ég;g:uul Agitacién constante
IgE (Ul/mL) suero (F) T h in Th oh I in
0 4 3 ) 5 5 5 6
5 14 10 15 17 14 13 16
13 29 21 30 32 32 30 32
32 58 43 61 70 57 60 63
80 98 79 102 99 105 106 103
200 145 113 150 140 147 139 151

* F: fluorescencia

se obtienen los mejores resultados, pues con menos
tiempo, la reaccién no se completa adecuadamente. A
37 °C y con 4 h de incubacion se logran resultados
similaresalosanteriores, pero con masaltos coeficientes
de variacion (incluso por encima del 10%, limite que
recomienda la literatura estudiada) [22], o cual puede
deberse a la evaporacion que sufre la mezcla durante
esetiempo, pues apenas son 20 por pocillo. Por esa
razon, esrecomendableincubarlosdurante 18 haTA en
una camara himeda, para asi disminuir laevaporacion.

Estudio de las condiciones de incubacion del
sustrato: los resultados de este estudio se muestran
enlatabla3. Con 1 hdeincubacion aTA o durante 30
min a37 °C se obtienen resultados similares; pero es
importante tener en cuenta que la incubacion a esa
temperatura sube el valor de los blancos del ensayo
y, por tanto, se pudiera afectar la exactitud de las
muestras con valores bajos de concentracion de IgE.
Se recomienda incubar el sustrato durante 1 ha TA
en camara hiumeda.

Validacién del ensayo para sangre total
colectada sobre papel de filtro

- Comparacion del estandar de IgE elaborado en
el CIE con el Estandar Internacional (El) de IgE
(75/502) de la OMS: a correlacionar los sueros
estandares 0, 5, 13, 32, 80y 200 Ul/mL, con €l estan-
dar internacional 75/502 de la OMS, se obtuvo un
coeficiente de correlacion de 0.9999. La pendiente de
larectafue de 1.0115 y €l intercepto, de -0.825. La
curvaestandar mantuvo un comportamiento sig-moidal
en el rango de 0 a 200 Ul/mL. El comporta-miento
lineal obtenido a bajas concentraciones mostré un
limite de deteccion de 0.7 Ul/mL, que se obtuvo del
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meeting. June 11-12;1999.
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2002;13:241-7.

27. Marrero N, Gonzdlez Y, Frémeta A,
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1998;26:50-60.
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specimen. J Pediatr 1985;107:757-60.
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Health1998;3(1):41-5.
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Tabla 2. Resultados de fluorescencia de las muestras de sangre para diferentes condiciones

de incubacion del eluato y del conjugado anti-IgE/FA.

Muestras de sangre seca en papel de filtro (F)

Temperatura ambiente 37 °C
Concentracién Muestras 18 h ih
IgE (Ul/mL) de suero (F) 2h 4 h 2h

F ] cviw F ] v

0 4 3 3 5 9.1 4 6 15.3

5 13 6 9 14 7.2 8 12 23.2

13 32 11 14 29 5.3 14 26 16.5

32 65 24 30 58 6.1 32 52 11.1

80 100 49 55 97 4.4 62 96 7.9

200 135 69 81 142 3.9 96 140 12.5

*F: fluorescencia
*CV: coeficiente de variacién
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Tabla 3. Resultados de la fluorescencia de las muestras para diferentes condiciones de incubacién del sustrato.

Muestras de sangre seca en papel de filtro (F)

Concentracién IgE Muestra Temperatura ambiente 37°C

(Ul/m) de suero (F) somn | 1n [ 2n 30 min 1h 2h

0 5 3 4 8 7 10 12

5 12 7 12 16 13 15 21

13 24 13 26 31 27 32 44

32 50 28 49 64 52 65 87
80 90 54 92 119 95 115 134
200 138 72 139 164 141 156 177

*F: fluorescencia

andlisis del primer punto de la curva: 0 Ul/mL
+2 DE (desviacion estandar) figura 1.

* Precision intraensayo e interensayo: los re-
sultados del estudio de precision se muestran en la
tabla4. Los valores paralos coeficientes de variacion
(CV) intra-ensayo e interensayo son inferiores al
10%, pardmetro establecido para sistemas similares
[30-33, 36].

+ Linealidad: los resultados del estudio de li-
nealidad a una muestra con concentracion elevada de
IgE (654 Ul/mL) se aprecian en lafigura 2. El estudio
de regresion indica que el ensayo presenta buena ca-
pacidad analitica, con un indice de correlacion de
0.9951. Se verifico el comportamiento lineal de la
curvay se confirmo la exactitud del ensayo, como en
otros ensayos reportados [14, 16, 32].

- Recuperacion: en lafigura 3 los porcentajes de
recuperacion se encuentran entre 80 y 120%, que es
el rango recomendado, la media de la recuperacion
fue de 97.86 £ 5.6%.

Estandar CIE
& Estandar OMS

180 -
160
140
120
100
80
60
40
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Figura 1. Correlacion entre el estandar primario de la OMS y el
estandar secundario del CIE.

Tabla 4. Precisiéon del UMELISA IgE con muestras de sangre
seca en papel de filtro.

. Intra-ensayo Inter-ensayo
Concentraciéon (n=10) (n = 40)
IgE (Ul/mL)
DE* CV (%) DE* CV (%)
22.3 1.6 7.8 2.2 8.1
46.3 22 4.1 2.6 5.2
95.8 4.8 6.7 5.7 6.5
142.6 6.1 7.4 7.9 7.3

DE*: desviacién estandar
n: nomero de muestras

105

- Paralelismo: ladilucion seriadade 4 muestrasen e
rango del ensayo, no tuvo efecto notable en la determi-
nacion de la concentracion de IgE cuando se multiplico
por el factor de dilucion utilizado, y € coeficiente de
variacion estuvo entre 2.8 y 9.9% (figura4).

- Especificidad de los anticuerpos del ensayo:

» Los resultados de la técnica de inmunodifusién
doble de Ouchterlony [39] a anticuerpo del cor-
jugado, muestran que no existe reactividad entre este
y las proteinas plasméticas analizadas (inmuno-
globulinas G, M, A y seroalblimina humana). Solo en

Muestra
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120
100 o
80 /

60
40 H
20

Fluorescencia

0 5 13 32 80
Concentracién de IgE (Ul/ml)

200

Figura 2. Linealidad del UMELISA IgE con muestras de sangre
seca en papel de filtro.
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Figura 3. Recuperacion del UMELISA IgE con muestras de sangre
seca en papel de filtro.
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Figura 4. Paralelismo del UMELISA IgE con muestras de sangre
seca en papel de filtro.

la IgE aparecié una banda de precipitacion, la cua
confirma el reconocimiento especifico de esta in
munoglobulina por el anticuerpo policlonal utilizado
en el ensayo.

- En lafigura 5 se presentan los resultados del
ensayo indirecto para evaluar la especificidad del ant-
cuerpo monoclonal de recubrimiento. En ella no hay
sefiales de fluorescencia que evidencien €l recono-
cimiento, por €l anticuerpo monoclonal, delaabumina
y las otras inmunoglobulinas séricas, que muestran
determinada similitud estructural con la IgE y, por

& IgE X IgM
HgA XlIgG
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200 —
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€ 150
®
&
o
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Figura 5. Reactividad Cruzada del Anticuerpo Monoclonal Anti-
IgE humana del recubrimiento frente a otras proteinas séricas.

tanto, pudieran ocasionar reaccionesinespecificas por
reactividad cruzada con esta.

- Correlacion entre el Enzymun-Test IgE (suero) y
el UMELISA IgE (papel defiltro): los resultados del
estudio de correlacion entre el Enzymun-Test IgE
(suero), de la Boehringer Mannheim, y el UMELISA
IgE (papel defiltro), del CIE, con muestras de sangre
de nifios y adultos, se muestran en la figura 6. El
coeficiente de correlacion fue de 0.9583, similar e
incluso superior a otros sistemas diagndsticos
reportados en laliteraturarevisada[30].

Conclusiones

Se desarrollé un método inmunoenzimético para la
determinacién de IgE total en muestras de sangre
colectadas sobre papel de filtro. Las condiciones
Optimas del ensayo son las siguientes:

- Elucién de la muestra: durante 1 h con agitacion
constante o0 2 h con agitacién manual esporéadica, y
entre20y 25 °C.

- Incubacién del eluato con € conjugado IgE/FA:
durante 18 h entre 20 y 25 °C.

- Incubacion del sustrato: durante 1 hentre 20y
25°C.

El UMELISA IgE estandarizado para muestras
de sangre secaen papel defiltro cumplelos parametros
de calidad: precision, exactitud y evaluacion clinica, a
ceptados para estos inmu-noensayos enziméticos[22].
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Figura 6. Correlacion entre el Enzymun-Test IgE y el UMELISA
IgE en 100 muestras de sangre seca de nifios y adultos colectadas
sobre papel de filtro.
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