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RESUMEN

ABSTRACT

El objetivo de este estudio fue determinar la sensibilidad y
especificidad del inmunoensayo de tercera generacién para
la deteccién en suero o plasma del antigeno de superficie
(HBsAg) del virus de la hepatitis B: ImmunoLISA™ HBsAg
1 Step fabricados por Orgenics LTD. Para este fin se utilizé
un panel de 200 muestras preevaluadas con el estuche
UMELISA HBs Ag PLUS para la deteccion de HBsAg, fa-
bricado por el Centro de Inmunoensayo de La Habana Cuba.
Los ensayos se llevaron a cabo siguiendo las instrucciones
del fabricante. Todas las muestras repetidamente positivas
se sometieron a confirmacién y se encontré que el ensayo
tenia especificidad del 100%, sensibilidad de 96.3%, valor
predictivo positivo de 100% y valor predictivo negativo de
99.4%. Los resultados sustentan la utilizaciéon de este estu-
che para realizar diagnédstico de exposicién al virus de hepa-
titis B e igual que con el resto de los estuches de tamizaje
disponibles, se sugiere la realizacién de estudios de confir-
macién para asegurar la veracidad de los resultados.

The aim of this study was to evaluate the sensitivity and
specificity of the third generation ELISA for qualitative
determination of hepatitis B surface antigen (HbsAg) in
human plasma or serum: ImmunoLISA™ HBsAg 1 Step by
Orgenics LTD. We use a panel of 200 pre-evaluated plas-
mas with UMELISA HBs Ag PLUS by Centro de Inmu-
noensayo de La Habana Cuba. Assay protocols were fol-
lowed according the manufacturer. All twice positive
samples were assayed for confirmatory test. The assay
showed 100% specificity, 96.3% sensitivity, 100% positive
predictive value and 99.43% negative predictive value.
Our results support the use of this assay as a screening test
for hepatitis B and as is suggested for all screening test a
confirmatory assay must be performed a assure accurate
results.

Palabras clave: HBsAg, diagnéstico, hepatitis B, antigeno
de superficie de hepatitis B, ELISA.

INTRODUCCION

La infeccién con el virus de la hepatitis B (VHB) es
la causa mas comun de hepatitis viral en el mundo.
La Organizacién Mundial de la Salud la define como

Key words: HbsAg, hepatitis B surface antigen, hepatitis
B diagnosis, ELISA.

un serio problema de salud pablica y estima que 2 mil
millones de personas se han infectado en el VHB y
que 360 millones de personas estan crénicamente in-
fectadas, la mayoria de ellas en el tercer mundo.! La
infeccién se adquiere igual que el virus de inmunode-

* Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México.
** Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos, Secretaria de Salud.

Correspondencia:

Ma. del Carmen Basualdo Sigales. Departamento de Biologia Celular y Fisiologia. Edificio B Laboratorio 215. Instituto de Investigaciones
Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México. Circuito exterior Ciudad Universitaria.

E-mail: mcbasualdo@yahoo.com, mcbasualdo@biomedicas.unam.mx.

Recibido: 22-11-2007
Aceptado: 15-07-2008

122

Bioquimia


http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/medi-artemisa

ficiencia humana (VIH) por transfusién sanguinea,
por agujas no esterilizadas, verticalmente de la mama
al bebé o sexualmente, sin embargo el virus de la he-
patitis B es 50 a 100 veces mas infeccioso que el VIH.
El periodo de incubacion de la enfermedad es de 4 se-
manas a 4 meses. En el mundo se han distinguido zo-
nas de alta prevalencia como Asia con mas del 8%,
zonas de prevalencia intermedia (2-7%) como Africa
Sub-Sahariana, Alaska y el Mediterraneo, y zonas de
prevalencia baja como México, Centroamérica y
Sudamérica (menos del 2%). Estudios recientes en
México reportan una frecuencia entre 0.07 y 0.16%
en el marcador de antigeno de superficie (HBsAg).?5

E1 VHB pertenece a la familia Hepadnaviridae y es
un virus envuelto cuyo genoma es ADN de doble ca-
dena. La envoltura externa esta compuesta por una
bicapa lipidica obtenida por gemacién de la membra-
na celular del hepatocito durante el ciclo replicativo
del virus y glicoproteinas de la envoltura viral: gran-
de (L), mediana (M) y pequena o principal (S). Esta
ultima denominada antigeno de superficie (HBsAg).
Es el componente mayoritario de las particulas va-
cias, llamadas asi porque son envolturas incompletas
alargadas o esféricas en donde no se detecta ADN vi-
ral y desde el punto de vista diagnéstico es la protei-
na mas importante. El HBsAg esta compuesto de 226
aminoacidos, de los cuales los colocados entre la po-
sicion 100 y 160 constituyen el llamado determinante
"a". El determinante "a" representa la regién inmu-
nodominante del HBsAg. Alteraciones en los residuos
de aminoacidos en esta regiéon pueden reducir la anti-
genicidad y el nivel de expresion de proteinas. La ma-
yoria de los anticuerpos que se generan contra el
HBsAg durante la infeccion por el VHB asi como tras
la vacunacion con HBsAg nativo o recombinante, re-
conocen con mayor o menor afinidad el determinante
antigénico "a". Se sabe que los anticuerpos neutrali-
zantes generados durante la infeccion estan dirigidos
principalmente al determinante antigénico "a".® Por
lo anteriormente expuesto los equipos comerciales de
diagnéstico utilizan anticuerpos dirigidos al determi-
nante "a".

El diagnéstico inicial de la infecciéon aguda o créni-
ca por el VHB se basa en la deteccion del HBsAg en
el suero o el plasma. El HBsAg es ya detectable en la
sangre durante el periodo de incubacién de la hepati-
tis aguda, entre 2-7 semanas antes de que se mani-
fiesten los primeros signos y sintomas de la enferme-
dad; su apariciéon en la sangre precede en 2-4
semanas a la elevacion de los niveles séricos de las
transaminasas. En la mayoria de los casos, el HBsAg
continta siendo detectable durante la fase sintomati-
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ca de la enfermedad, para dejar de serlo poco des-
pués, coincidiendo con la seroconversion de los anti-
cuerpos anti-HBs, ya en la fase de convalecencia (2-3
meses después de la infeccién). En menos de un 5% de
los casos, el HBsAg es eliminado rapidamente de la
circulacién y no se detecta durante la fase sintomati-
ca de la enfermedad.

Actualmente la deteccion del HBsAg se lleva a
cabo mediante enzimoinmunoanélisis (EIA) comercia-
les tipo sandwich, los cuales han sustituido al clasico
radioinmunoanalisis (RIA). Los distintos ensayos co-
merciales que detectan el HBsAg difieren entre si,
esencialmente en la naturaleza de la fase sélida: mi-
croparticulas de poliestireno, microparticulas magné-
ticas, pocillos de placas de poliestireno o membranas
de nitrocelulosa (ensayos inmunocromatograficos) y
en el tipo de anticuerpo de captura: monoclonal (en
los ensayos de tercera generacion) o policlonal o bien
la combinacién de ambos.’

Estudios sobre el curso natural de la infeccién
por VHB han demostrado que la fase aguda se re-
suelve espontaneamente en mas del 90% de los pa-
cientes dentro de los primeros 6 meses postinfec-
cion. Menos del 10% de los pacientes infectados con
VHB desarrollan hepatitis créonica.® La probabili-
dad de progresion de infeccién aguda a crénica de-
pende en parte de cuando ocurre la infecciéon. La
tasa mas alta de cronicidad se ha observado como
consecuencia de infeccién perinatal (90%); estos
individuos permanecen asintomaticos durante la
fase aguda, sin embargo tienen mas riesgo de pre-
sentar estado de portador crénico y eventualmente
evolucionar a cirrosis hepatica y cancer.%!° El anti-
geno e (HbeAg) sintetizado como precursor de la
proteina del core!'''2 es un marcador de alta repli-
cacién viral en el higado, tiene una tasa de sero-
conversion de 10 a 15% por ano. La pérdida de
HBeAg en suero se asocia con mejoria del paciente,
normalizacién de los niveles de aminotransferasa y
disminucién de la inflamaciéon hepéatica. La hepati-
tis fulminante se desarrolla en menos del 1%. La
cirrosis de higado se encuentra en menos del 1% de
todos los pacientes infectados. El carcinoma hepa-
tocelular se observa casi exclusivamente en pacien-
tes con hepatitis cronica avanzada o cirrosis, espe-
cialmente si hay otros factores como el consumo de
alcohol, coinfeccién con el virus de hepatitis C o
ingestion de aflatoxinas. La persistencia por mas
de 6 meses del HBsAg refleja un estado de portador
crénico del virus de hepatitis B.!3

El tamizaje para HBsAg permite la identificacion
de pacientes infectados, ayuda al seguimiento de
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los pacientes y a entender la epidemiologia de la en-
fermedad en el mundo, ademés ha permitido dismi-
nuir considerablemente el riesgo de infeccién por
transfusion.

Las pruebas moleculares son utiles para el manejo
clinico de los pacientes: cuantificacién de la carga vi-
ral, genotipificacion, resistencia a farmacos y detec-
cién de mutantes.

Por las razones antes expuestas nos pareci6 im-
portante evaluar un ELISA de tercera generacion
para la deteccién del antigeno de superficie del
VHB que se puede realizar con poco equipo de labo-
ratorio y en un tiempo razonablemente corto. El
estuche ImmunoLISA™ HBsAg 1 step fabricado por
Orgenics -LTD para deteccién del antigeno de su-
perficie fue VHB evaluado comparandolo con UME-
LISA HBs Ag PLUS para la deteccién de HBsAg,
fabricado por el Centro de Inmunoensayo de La
Habana, Cuba como ensayo de referencia. UMELI-
SA tiene una sensibilidad del 100% y una especifi-
cidad de 99.92% con capacidad de detectar 0.325
UI/mL como minimo en este tipo de muestras. Este
nivel de deteccién esté dentro de los requerimien-
tos de la FDA (0.2-1 UI/mL) para este tipo de ensa-
yos de diagnéstico.

MATERIAL Y METODOS
Panel de muestras

Fueron codificadas con numeracién secuencial, 200
muestras de suero preevaluadas y conservadas en
congelacién a -20°C. De estas muestras, 27 eran posi-
tivas confirmadas (utilizando HBsAg confirmatory
test fabricado por el Centro de Inmunoensayo de La
Habana, Cuba) y 173 eran negativas.

Todas las muestras se corrieron en el estuche Im-
munoLISA™ (Orgenics, Israel) siguiendo las indica-
ciones dadas en el inserto. Los ensayos se llevaron a
cabo en el laboratorio de la Unidad de Diagnéstico y
Referencia en VIH UNAM/SSDF entre el 5y el 24 de
Octubre de 2006.

Las muestras que resultaron reactivas en Immu-
noLISA™ HBsAg se volvieron a correr y aquellas
que volvieron a dar valores positivos se confirmaron
utilizando el estuche ImmunoLISA HBsAg confirma-
tion de Orgenics, segin indicaciones del fabricante.
Al final se compararon los resultados de cada mues-
tra con los resultados obtenidos con el estuche de re-
ferencia (UMELISA). Por ultimo, se determinaron la
sensibilidad, la especificidad y los valores predictivos
positivo y negativo del ensayo.

124

Fundamento del ensayo

ImmunoLISA™ HBsAg 1 step es una prueba de
ELISA competitivo en la cual anticuerpos mono-
clonales especificos para HBsAg que incluyen el
determinante "a", comin a todos los subtipos vira-
les conocidos, han sido fijados en los pozos de la
placa. El suero o plasma de los pacientes se adi-
ciona junto con un segundo anticuerpo monoclo-
nal conjugado con peroxidasa de rabano y dirigido
contra un epitopo diferente. Los complejos especi-
ficos formados con el HBsAg de la muestra son
capturados en la fase sélida. Al final de la incuba-
cion, los lavados permiten remover proteinas ines-
pecificas no unidas a los pozos y restos del conju-
gado. En presencia del inmunocomplejo HBsAg, la
combinacién sustrato-cromégeno que es incolora
se hidroliza a un producto colorido azul que se
torna amarillo al bloquear la accién enzimaéatica
con acido. La densidad d6ptica (DO) a 450 nm es
directamente proporcional a la cantidad de HBsAg
presente en la muestra.

La interpretacion de los resultados fue conforme lo
indica el fabricante en el inserto del estuche. La linea
de corte se obtuvo sacando el promedio de los valores
de DO 450 nm de los 3 controles negativos mas 0.050
(Cuadro ).

Linea de corte = Promedio de controles negativos
+ 0.050

El principio del método de confirmacion es la neu-
tralizacién con anticuerpos anti HBsAg del antigeno
presente en la muestra reactiva. Si la reactividad ob-
tenida en el ensayo de tamizaje es especifica para la
presencia de HBsAg, habra neutralizacion del Ag, de
lo contrario, la reactividad inicial no es especifica
para HBsAg en la muestra y por tanto la neutraliza-
ci6én no se llevara a cabo.

La positividad de la muestra es confirmada como
especifica con este ensayo si el radio de DO a 450 nm
del pozo control (sin anticuerpos neutralizantes) en-
tre el valor de DO a 450 nm del pozo neutralizado es
mayor que 2 (DO 450 nm control/DO 450 nm neutra-
lizado > 2).

Cuadro I. Interpretacién del ImmunoLISA™ HBsAg 1 step.

DO 450 nm de la muestra/Linea de corte Interpretacion
< 0.9 Negativo
09al.l Equivoco

(repetir ensayo)
> 1.1 Positivo

Bioquimia



Técnicas

Todas las muestras se procesaron en estuches Immu-
noLISA™ HBsAg 1 step de un mismo lote conforme a
las indicaciones del inserto del fabricante. La placa
se lavé una vez con amortiguador de lavado, previa-
mente al ensayo. El procedimiento a seguir es el si-
guiente:

1. El pozo Al se marcé como blanco. Los pozos B1,
C1 y D1 se usaron para controles negativos in-
cluidos en el estuche (150 uL). Los pozos E1 y F1
se usaron para el calibrador (0.5 ng/mL de HB-
sAg) incluido en el estuche (150 uL) y en el pozo
G1 se puso el control positivo también incluido en
el estuche (150 ).

2. A partir del pozo H1 se colocaron las muestras
150 L de plasma y 100 wL del conjugado peroxida-
sa - anticuerpo anti HBsAg especifico a un epitopo
del determinante "a" diluido 1:20 con su propio
amortiguador de dilucién segtn lo indica el fabri-
cante.

3. Se cubrié la placa con cinta adhesiva y se incub6
a 37°C por 120 min.

4. Terminado el tiempo de incubacién se procedié a
lavar la placa 4 veces en un lavador automatico
con amortiguador de lavado diluido 1X (incluido
en el estuche en concentracion 20X).

5. Se adicionaron 200 uL de sustrato/cromégeno
(incluido en el estuche). Y se incubé en la oscuri-
dad por 30 min a temperatura ambiente.

6. Al final de este tiempo se paro la reaccién con aci-
do sulftrico 0.3M (incluido en el estuche) y se
procedié6 a leer la DO en un lector Multiskan As-
cent (Labsystems, Finlandia) a 450 nm con filtro
de referencia a 620 nm.

7. Se hicieron los calculos para obtener la linea
de corte como se indicé antes y se interpreta-
ron los resultados conforme las indicaciones del
inserto.

8. Las muestras positivas en dos ocasiones se some-
tieron a confirmacién con el estuche ImmunoLI-
SA™ HBsAg confirmation. Todas las muestras
con DO a 450 nm mayor a 2 en la prueba inicial
fueron diluidas 1:100 y 1:10,000; 150 L de cada
dilucién se incubé por separado con 50 pL de
reactivo neutralizante y con 50 uL de reactivo
control.

9. Se incubaron directamente sin diluir, 150 4L de
las muestras cuya DO a 450 nm fue inferior a 2
en la primera determinacién, en 2 tubos con 50
wL de reactivo neutralizante y con 50 uL de reac-
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tivo control respectivamente. El calibrador tam-
bién se incub6 con suero neutralizante.

10. Terminada esta incubacion se procedié al ensayo
de ELISA en ImmunoLISA™ HBsAg 1 step como
se indica en los pasos 1 a 7. En el pozo E1 se colo-
¢6 calibrador incubado con suero control y en F1
calibrador incubado con suero neutralizante.

11. Los resultados se calculan dividiendo la DO a
450 nm de la muestra incubada con suero control
entre la DO a 450 nm de la muestra incubada con
suero neutralizante, considerandose confirmacion
positiva si esta relacién es igual o mayor a 2.

Analisis estadistico

Como medida descriptiva se obtuvieron las frecuen-
cias. Para la evaluacion del estuche se hizo el calculo
de la sensibilidad, especificidad y valores predictivos
positivo (la probabilidad de que los sujetos con resul-
tado positivos tengan hepatitis B) y negativo (la pro-
babilidad de que quienes tienen una prueba negativa
estén sanos), seglin las formulas mostradas en el cua-
dro II. Asi mismo, se calcularon los intervalos de
confianza al 95%.

RESULTADOS

En el cuadro III se muestran los resultados de las
200 muestras tanto en UMELISA HBs Ag PLUS
como en el estuche ImmunoLISA™ HBsAg 1 step de
Orgenics. Cuarenta y un muestras dieron valor posi-
tivo en la primera corrida de ImmunoLISA™ HBsAg
1 step . Todas ellas se corrieron en un segundo ensa-
yo y trece fueron negativas, por lo que no se sometie-
ron a confirmacién y se consideraron negativas.
Veintiocho muestras que repitieron con valor positi-
vo se sometieron al ensayo de confirmacion y 26 de
ellas fueron confirmadas positivas especificamente a
HBsAg. La muestra 179 repetidamente positiva en
ImmunoLISA™ HBsAg 1 step no confirmé como posi-
tiva aun y cuando en UMELISA HBs Ag PLUS si fue
positiva confirmada. Sin embargo al revisar informa-
cion enviada por los fabricantes encontramos que
ellos aclaran que en la prueba de confirmacién Immu-
noLISA HBsAg confirmation la DO a 450 nm del
pozo control debe ser superior a 0.2 para que los re-
sultados de confirmacién sean ttiles. En el caso de la
citada muestra, los controles estan por debajo de 0.2
y como el inserto del estuche no hace esta aclara-
cién, la incluimos en el analisis de resultados. La
muestra nimero 25 fue repetidamente positiva en Im-
munoLISA™ HBsAg 1 step; sin embargo, la confir-
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Cuadro II. Formulas utilizadas para el calculo de la sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivo y negativo.

Parametro Férmula
Verdaderos positivos
Sensibilidad . - X100
Verdaderos positivos + falsos negativos
Verdaderos negativos
Especificidad : - X100
Verdaderos negativos + falsos positivos
Verdaderos positivos
Valor predictivo positivo .. .. X100
Verdaderos positivos + falsos positivos
Verdaderos negativos
Valor predictivo negativo R . X100
Verdaderos negativos + falsos negativos

Cuadro III. Resultados obtenidos de la evaluacién del estuche
ImmunoLISA™ HBsAg 1 step de Orgenics.

Resultado de la prueba UMELISA Orgenics
Positivos 27 26
Negativos 173 173
Falsos positivos 0 0
Falsos negativos 0 1

macion fue negativa. Esta muestra era negativa en
UMELISA.

Ninguna de las muestras negativas en UMELISA
resulté positiva confirmada en ImmunoLISA™ HB-
sAg 1 step.

Haciendo los célculos correspondientes obtuvimos
una especificidad del 100%, sensibilidad de 96.3%
(IC95%: 94 — 98%), valor predictivo positivo de 100%
y valor predictivo negativo de 99.4% (1C95%: 98 —
100%).

DISCUSION

En los laboratorios clinicos es importante contar con
metodologias confiables y sencillas que permitan emi-
tir resultados seguros. La infeccién por virus de la
hepatitis B ha impactado a una proporcién significa-
tiva de individuos en el mundo, por lo cual la detec-
cion de esta infeccién es importante en los bancos de
sangre, entre los individuos infectados con VIH y, en
general, entre toda persona sometida a algtn riesgo
de infeccion por virus de hepatitis B.
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El estuche ImmunoLISA™ HBsAg 1 step de Orge-
nics es un ELISA sencillo y relativamente rapido. Da-
das las caracteristicas del ensayo es muy recomenda-
ble para bancos de sangre y laboratorios donde el
volumen de muestras sea considerable. Las indicacio-
nes del inserto del estuche son claras y si se siguen
correctamente los datos de sensibilidad y especificidad
son aceptables y pudieran ser mejores si el inserto
aclarara la necesidad de repetir la confirmacién cuan-
do los valores de DO de la dilucién 1:100 del control
estan por debajo de 0.2 de DO a 450 nm. La muestra
que fue positiva confirmada con UMELISA tuvo valo-
res muy bajos, sin embargo, aunque es repetidamente
positiva en ImmunoLISA™ HBsAg 1 step con valores
de DO a 450 nm superiores de 2, no confirma en Im-
munoLISA™HBsAg confirmation. Los valores de DO
en las muestras diluidas 1:100 y 1:100,000 y tratadas
con reactivo control son muy bajos (0.19 y 0.125 res-
pectivamente), aunque el inserto de la prueba de con-
firmacion no aclara que no son interpretables los re-
sultados si el valor de DO a 450 nm de los pozos
control esta por debajo de 0.2, por lo que decidimos
incluirla en el analisis de resultados. Por otro lado,
la literatura nos indica que alteraciones de residuos
de aminoacidos en el determinante "a" pueden resul-
tar en reduccion de la antigenicidad del HBsAg. Por
ejemplo la sustitucién Gly/Arg 145 altera la proyec-
cién del asa entre los aminoacidos 139 y 147, lo cual
da como consecuencia que los anticuerpos neutrali-
zantes no son capaces de reconocer el epitopo mutan-
te, o lo reconocen de modo parcial.® Es interesante
destacar que se ha observado que los equipos comer-
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ciales que utilizan anticuerpos monoclonales para
captura y policlonales para deteccién son capaces de
detectar la mutante mas comtan HBsAg Gly 145 Arg,
no asi los estuches que utilizan monoclonales para
captura y deteccion.!* Una posible mutaciéon en esta
zona en la muestra 179 pudiera ser otra explicacion
de porqué no hay neutralizacién.

Nuestros datos indican que para evitar errores es
fundamental repetir el ensayo en las muestras posi-
tivas, asi como realizar la confirmacién de las mues-
tras repetidamente positivas antes de emitir algin
resultado. En el caso de que la muestra tenga inicial-
mente un valor de DO a 450 nm mayor a 2, pero en
la dilucién 1:100 incubada con el reactivo control
tenga DO a 450 nm menor de 0.2, conviene realizar
la confirmacién con una dilucién menor a fin de ase-
gurarse de que el ensayo estd dando resultados co-
rrectos. Se recomendaria que el fabricante incluyera
este dato en su inserto de confirmacion.

Los resultados de este trabajo sustentan la utiliza-
cion del estuche para realizar diagnéstico de exposi-
cion al VHB, e igual que con el resto de los estuches
de tamizaje disponibles, se sugiere la realizacion de
estudios de confirmacion para asegurar la veracidad
de los resultados.
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