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Resumen. La determinacién de anticuerpos IgM anti-capside {(anti-
AgcHB} del Virus de la Hepatitis B (VHB) es de gran utilidad para la identifica-
cion de infecciones agudas por este virus. El objetivo de este estudio fue el de-
sarrollar un sistema inmunodiagnéstico para la deteccion de anticuerpos IgM
anti-AgcHB. Para la realizacion del ensayo fue necesaria la produccién del
AgcHB recombinante expresado en Escherichia coli. Una vez obtenido y puri-
ficado el antigeno se procedid a estandarizar y evaluar el ensayo. Un ELISA
sandwich de captura resulté ser el 6ptimo para la deteccién de anticuerpos
IgM anti-AgcHB. Se realiz6 entonces la evaluacién de 110 sueros humanos a
través de dos ensayos inmunodiagnésticos, €l Inmunoensayo diagnéstico de-
sarrollado v un estuche comercial. El inmunoensayo desarrollado arrojé una
alta sensibilidad (99%] y especificidad (93%) al compararlo con el estuche
comercial. Los resultados obtenidos permitieron evidenciar la utilidad del
sistema de determinacién de anticuerpos IgM anti-AgcHB como marcador se-
rologico de una infeccion causada por el VHB, en particular en areas endémi-
cas de Sur América.

An enzyme immunoassay for detection of Hepatitis B virus IgM
anti-core antibodies.
Invest Clin 1998; 39(1): 19-28.
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Abstract. Detection of IgM anti-core (anti-HBcAg) antibodies of Hepatitis
B Virus {(HBV] is an useful marker for hepatitis B virus {HBV) acute infection.
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The aim of this study was to perform an immunodiagnostic assay for the de-
tection of IgM anti-HBcAg antibodies. Hepatitis B core antigen (HBcAg) was
produced by a recombinant clone of Escherichia coli and used for the develop-
ment of the immunoassay. An IgM capture enzyme immunoassay (EIA) was
selected for the detection of IgM anti-HBcAg antibodies. A total of 110 human
plasma or sera were tested by the capture EIA and a commercial assay. The
capture EIA yielded 99% of sensitivity and 93% specificity, when compared
with the commercial test. The capture EIA developed here is of interest for epi-
demiological studies, particularly for endemic regions in South America.

Recibido: 17-7-97. Aceptado: 15-1-98.

INTRODUCCION

El virus de la Hepatitis B (VHB)
es un problema de salud publica pre-
sente en todo el mundo. El niimero
de portadores del virus excede los
300 millones {1). Las pruebas serolo-
gicas han documentado la existencia
de Hepatitis B en todo el mundo, in-
cluyendo las 4areas més remotas y
aisladas. La verdadera prevalencia de
la enfermedad se conoce sélo en for-
ma aproximada ya que existen regis-
tros inadecuados, no comprobados
por pruebas de laboratorio, realizados
a veces con ensayos no sensibles, y
con sesgo de seleccion. Sin embargo
es bien conocido que la tasa de porta-
dores del AgsHB varia de pais en
pais, con las mas altas tasas reporta-
das para paises en desarrollo con fa-
cilidades médicas limitadas. En Vene-
zuela este agente afecta entre un 1-5
% de la poblacion, con secuelas de ci-
rrosis hepatica, con posible cronici-
dad de la enfermedad y en ultimo tér-
mino la formacién de carcinoma pri-
mario hepatocelular (2,3). En los pai-
ses en desarrollo, los estudios epide-
miolégicos se han visto limitados por

el alto costo de estuches comerciales
para su diagnéstico.

La determinacion de anticuerpos
IgM anticapside del VHB (IgM anti-
AgcHB) es de gran utilidad para la
identificacion de infecciones agudas
causadas por este virus {1, 4, 5, 6, 7-
11}). Es por ello que el objetivo princi-
pal de este estudio fue el desarrollar
un sistema inmunodiagndéstico que
permitiera detectar anticuerpos IgM
anti-AgcHB del VHB, diferenciando de
esta forma una infeccién reciente de
una infeccién pasada causada por el
VHB y a la vez que permitiera dispo-
ner de un sistema desarrollado en el
laboratorio que podria sustituir la im-
portacion de estuches de diagndstico
comerciales,

MATERIALES Y METODOS

Obtencién y purificacién del an-
tigeno recombinante

El AgcHB se obtuvo a través del
crecimiento de la bacteria recombi-
nante Escherichia coli pCRL2411
{gentilmente cedida por el Dr. Yury
Khudyakov, del CDC de Atlanta,
USA). La bacteria fue crecida en me-
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dio LB a 30 °C y se indujo la expre-
sionn del AgcHB aumentando la tem-
peratura a 40 °C. La purificacién del
antigeno se logro a través de la clarifi-
cacién de éste nltimo, centrifugando a
120000 g durante 16 horas, para lue-
go someterlo a ultracentrifugaciéon en
gradiente de sacarosa 20%-60% a
12000 g durante 5 horas. La prepara-
ci6on del AgcHB se analizé mediante
ELISA indirecto, sensibilizando una
placa de ELISA (Inmunolon 2] con
cada una de las fracciones del gra-
diente de sacarosa durante 3-4 horas;
luego se incub6 con leche descrema-
da al 5% durante 2 horas; se incubd
con un anticuerpo monocional (AcM)
2E11 anti-AgcHB {12} a una dilucién
de 1/1000 en leche descremada al
1%. Luego se incubd con una anti-in-
munoglobulina de ratén conjugada a
peroxidasa durante 1 hora (1/1000
en PBS). Se revelé con el sustrato
OPD (1/100) en buffer citrato-fosfato-
perborato. La reaccidon se detuvo a los
30 minutos con Hz2804, 1 mol/L. La
densidad 6ptica (D.O.) fue determina-
da a 492 nm en un espectofotémetro
Multiskan Il Version 2.01 {Flow Labo-
ratories Inc; VA, USA). Cada incuba-
cién se hizo a 37°C y luego de cada
paso, 4 lavados con PBS-Tween fue-
ron realizados. Se realizé6 también,
una e¢lectroforesis en geles verticales
desnaturalizantes de poliacrilamida
10% {PAGE-SDS]), segin el método de
Laemmli, 1970 (13). Los geles de po-
Hacrilamida se tifieron con azul bri-
Hlante de coomassie R-250. Con el fin
de estimar la masa relativa y el grado
de pureza del AgcHB obtenido se re-
aliz6 un estudio de densitometria di-
gitalizando el gel de poliacrilamida a

través del programa Quick Scan, ver-
sion 3.0. Las fracciones obtenidas del
gradiente de sacarosa, que contenian
el AgcHB purificado fueron unidas y
sometidas a electrotransferencia con
revelado inmunel6gico (14), usando el
AcM 2E11. Igualmente, el AgcHB pro-
ducido y purificado también se incu-
bo durante 1 minuto en rejillas de co-
bre, de 400 mesh y se coloreé con
acetato de uranilo al 2% durante 1
min., para su observacion en el mi-
croscopio electrénico (CCM10. Phi-
llips, Microscopio Electréonico de
Transmision PW6020). Finalmente, el
AgcHB fue conjugado a biotina de
acuerdo a una metodologia descrita
anteriormente [2).

Desarrolle del Ensayo Inmuno-
diagnostico.

Se ensayaron dos tipos de ELISA
para determinar el método mas apro-
plado para el inmunodiagndstico de
anticuerpos IgM anti-HBc. '

ELISA Indirecto: Se sensibilizd
una placa de ELISA (Inmunolon 2,
poliestireno} con el AgcHB durante 3-
4 horas; luego se incubd con leche
descremada 5% durante 2 horas; se
incubd con los sueros humanos posi-
tivos y negativos a una dilucién de
1/10 en PBS 1X durante 1 hora.
Luego se colocé un anti-IgM conjuga-
do a peroxidasa (KPL) durante 1 hora
(1/1000 en PBS). Se revelé con el
sustrato OPD (1/100) en buffer citra-
to-fosfato-perborato. La reaccion se
detuvo a los 30 minutos con H2804,
1 mol/L. La densidad optica (D.O) fue
determinada a 492 nm en un espec-
tofotémetro Multiskan II Version 2.01
{Flow Laboratories Inc; VA, USA).
Cada incubacién se hizo a 37°C y lue-
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go de cada paso, 4 lavados con PBS-

Tween fueron realizados.

ELISA de Captura: Este ensayo
consistié en sensibilizar la placa (In-
munoclon 2, poliestireno) con un anti-
IgM humano {cadena % especifico} de
origen comercial KPL, a una diluciéon
de 1/1000 durante 3-4 horas; luego
se incubd con leche descremada 5%
durante 2 horas; posteriormente se
incubaron con los sueros humanos a
una dilucién de 1/10 en PBS durante
1 hora. Se incubé luego con el AgcHB
conjugado a bictina a una dilucién de
1/10 en buffer 20% SNB, BSA 1% y
PBS-Tween 0,05%. Luego se incubd
con estreptavidina-peroxidasa duran-
te 1 hora (1/1000 en PBS-Tween). Se
revelo con el sustrato OPD (1/100) en
buffer citrato-fosfato-perborato. La re-
accion se detuvo a los 30 minutos
con HaS04, 1 mol/L. La D.O. fue de-
terminada a 492 nm en un espectofo-
témetro Multiskan II Version 2.01
{Flow Laboratories Inc; VA, USA).
Cada incubacion se hizo a 37°C y lue-
go de cada paso, 4 lavados con PBS-
Tween fueron realizados.

Una vez estandarizado el ELISA,
se evaluaron 110 sueros humanos
provenientes de diferentes partes de
Venezuela: sueros IgM anti-HBc ne-
gativos pero anti-HBc total positivos
del Banco Municipal de Sangre (n=
10} y sueros anti-HBc negativos pro-
venientes de Clinica El Avila en Cara-
cas (n= 10); sueros IgM anti-HBc po-
sitivos provenientes del Laboratorio
de Referencia Virolégica de Maracaibo
(n= 4), sueros negativos del Laborato-
ric de Biologia de Virus (IVIC} negati-
vos para todos los marcadores de
VHB y virus de Hepatitis C {n= 4). El

resto de los sueros corresponden a
pacientes provenientes del Instituto
Nacional de Higiene (INH), tomados
de 1 a 2 meses de presentarse la sin-
tomatologia de hepatitis aguda, eran
AgsHB y AgcHB positivos (n= 82) y
fueron evaluados a través de la prue-
ba comercial de Abbott (CORZYME-
M, Abbott Laboratories, North Chica-
go, lllinois, USA) y del ensayo inmu-
nodiagnéstico propuesto. El 78,05%
de las muestras (n= 64] provenientes
del INH de las muestras resultaron
IgM anti-HBc positivas.

RESULTADOS

Obtencion y purificacién del an-
tigeno de la nucleocapside del VHB

A través del crecimiento de la
bacteria recombinante de Escherichia
coli pCRL2411, se logré producir el
antigeno de la nucleocapside del VHB
(AgcHB), onteniéndose 1,75 mg de
AgcHB a partir de 1,5 litros de cultivo
bacteriano. Los andlisis de densito-
metria realizados a través del progra-
ma Quick Scan version 3.0 seftalaron
una pureza del AgcHB de 68,84% y
una masa relativa de 23500 daltons,
que corresponden a un peso molecu-
lar similar al sefialado en la literatura
{1, 15, 16}. En el gel de poliacrilamida
{Fig. 1Aa) se observa en el carril que
corresponde al AgcHB puro, la pre-
sencia de otras bandas de mayor peso
molecular. El Western Blot realizado
sefnala que éstas corresponden a im-
purezas bacterianas y no a posibles
dimeros del AgcHB (Fig. 1Ab). En
efecto, estas bandas no fueron reco-
nocidas por el AcM 2E11. Por otra
parte, si bien esta inmunoimpresion
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muestra cierta inespecificidad del
Mab 2E11, también sefiala la presen-
cia de una sola banda en el carril que
corresponde al AgcHB puro. El
AgcHB recombinante expresado en E.
coll tiene la habilidad de autoensam-
blarse en una seudoparticula viral
15). La microscopia electrénica revelé
particulas esféricas de 22 nim aproxi-
madamente (Fig. 1B).

Desarrollo del Ensayo Inmuno-
diagnoéstico

El ELISA Indirecto, que consistié
en adsorber a la microplaca el AgcHB,
afadir luego los sueros humanos y re-
velar con conjugado anti-IigM huma-
na-peroxidasa, arroj6é una alta inespe-
cificidad, por lo que se descarté como
inmunocensayo (datos no mostrados).
El ELISA de captura permitié determi-
nar una mayor diferencia entre los
sueros positivos y negativos y un rela-
tivo bajo valor de fondo para los pozos
control, por lo que se escogidé é&ste
como prueba inmunodiagnéstica.

Un total de 68 sueros positivos y
24 sueros negativos para IgM anti-
HBc fueron evaluados mediante el
ELISA de captura. A pesar de que el
ensayo comercial de Abbott presentd
una mayor amplitud entre los sueros
positivos y el valor umbral, el ensayo
propuesto presenté una resolucién
adecuada (Fig. 2). De hecho, el ensa-
yo arrojé una alta sensibilidad (99%)
y especificidad (100%) (Tabla I). Un
solo paciente IgM anti-HBc positivo
no fue detectado mediante el ELISA
de captura. De los 14 sueros de pa-
cientes remitidos por el INH como
cursando una hepatitis aguda a VHB
y negativos para IgM anti-HBc segun
el ensayo comercial, 3 resultaron po-

sitivos por el ELISA de captura desa-
rrollado. La probabilidad de que estas
muestras resultaran falsos positivos
para IgM anti-HBc, dada la presencia
de anticuerpos de tipo IgG anti-HBc
en ellas resulta escasa, dado que 10
muestras anti-HBec total positivas e
IgM anti-HBc negativas provenientes
del Banco Municipal de Sangre resul-
taron negativas en el ELISA de captu-
ra.

DISCUSION

Considerando la importancia del
VHB y tomando en cuenta que el
diagnostico en Venezuela depende de
estuches importados, se desarrollo
un ensayo Inmunodiagnéstico para
detectar anticuerpos IgM dirigidos
contra el AgcHB. El anticuerpo IgM
aparece a altas concentraciones sélo
durante la fase aguda de la enferme-
dad, indicando una infeccién recien-
te, incluso cuando no son detectables
los niveles de AgsHB (1, 4, 5, 6, 7-11).

A través del crecimiento de la
bacteria recombinante E.coli
pCRL2411 se logrdé producir el AgcHB
para su utilizacién en el desarrollo de
ensayos inmunodiagnésticos. Las re-
ferencias bibliograficas sobre la obten-
cién de AgcHB recombinante sefialan
su utilizacién en ensayos inmunodiag-
nésticos sin realizar purificacién algu-
na, es decir, utilizando sélo extractos
crudos de lisados de la preparacién
bacteriana. Stahl y col. 1982 (15] se-
fnialan que atn con el extracto crudo
de la preparacion bacteriana lisada
del AgcHB, la incidencia de falsos po-
sitivos en ensayos inmunodiagnoésti-
cos es baja. Sin embargo, Roggendorf
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Fig. 1A. Inmunoimpresién (Western-Blot) de las diferentes etapas de purificacion del
AgcHB. Parte superior: Electroforesis en gel de poliacrilamida a partir del cual
se realizé la electrotransferencia. Parte inferior: Western-Blot. Los carriles co-
rresponden como sigue: LMW: pesos moleculares de referencia. C: preparacién
bacteriana antes de la purificacién. S: preparacion bacteriana luego de la cose-
cha. FF: fase fluida obtenida durante la clarificacion. FP: Fraccién purificada
del AgeHB. En el carril FP de la parte A inferior se observa el reconocimiento
del AcMo 2E11 a una sola banda de la preparacién final del AgcHB. 1B. Mi-
croscopia electronica del AgcHB purificado. La barra indica 100 nm.
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y col. (4) seftalan que se ha comproba-
do gque altas concentraciones de anti-
genos semipurificados pueden llevar a
reacciones no especificas con sueros
negativos, dadas las impurezas de las
preparaciones de éste.

La masa relativa para el AgcHB
(determinada a través de la densito-
metria sobre los geles de poliacrilami-
da) de 23.600 daltons, es similar a la
sefialada en la bibliografia (21.500
daltons) (1, 16). Un valor mas cercano
{22.000 daltons) fue obtenido al esti-
mar ¢l peso molecular del AgcHB se-
gun las distancias de migracién de
las bandas del antigeno respecto a las
bandas de referencia de peso molecu-
lar. La tincién con acetato de uranilo
al 2% de la preparacién bacteriana

purificada revelé la presencia de par-
ticulas esféricas, correspondientes al
AgcHB, de aproximadamente 28 nm,
lo cual corresponde al tamario sefiala-
do en la literatura (1, 16}. En resu-
men, se logrdé producir y purificar el
AgcHB recombinante en cantidad y
grado de pureza adecuados para su
uso en ensayos Inmunodiagnésticos
de interés de salud publica. Este
AgcHB ha sido utilizado igualmente
en ensayos de inhibicion para la de-
terminaciéon de anticuerpos totales
anti-AgcHB (12), resultando adecua-
do para este ensayo (datos no mostra-
dos).

Habiendo obtenido este antige-
no, se evaluaron distintos inmunoen-
sayos para la determinaciéon de anti-

25
[ ]
2
« a
A & & Ak
FY E ¥y A a
w, Aa
. L5 4 ak iy P
S o ak AR My
g . At ow T &‘f; i~
g TR
b8 LI . - la“
s i .o .
- T ’ - Py
. e o‘. * sy o &, N
.5 “"",::.'—,::ff:i,'-.f:’"(,'“'."',".v""""""‘”'",' """"
o
Q-
n=64

Sueros [gM anti-HBc positivos ensayados

Fig. 2. Evaluacion de los sueros IgM anti-HBc a través de la prueba comercial (para
los sueros positivos] y del ensayo propuesto {para los sueros positivos y para
un suero negative). El valor umbral del ensayo de captura corresponde a 1a me-
dia del valor obtenido con 3 sueros negativos mas tres desviaciones estandar
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cuerpos IgM dirigidos contra la capsi-
de del VHB (anticuerpos IgM anti-
HBc). Un ELISA de captura resulté
ser eficiente como inmunoensayo en
la deteccion de anticuerpos IgM anti-
HBc en sueros infectados. Una vez
estandarizadas las condiciones 6pti-
mas para el ELISA doble sandwich se
procedié a evaluar el inmunoensayo.
La prueba de diagndstico comercial
{Abbott} mostrdé una mayor resolucion
respecto al ensayo inmunodiagnostico
desarrollado (Fig. 2), lo que indica
que seria beneficioso el mejorar las
condiciones del inmunoensayo desa-
rrollado, para lograr una mayor am-
plitud entre los valores de los sueros
positivos y negativos a evaluar. Es
importante considerar, sin embargo,
la alta eficiencia de la prueba comer-
clal, dada la utilizacion de microper-
las que cubren una mayor superficie
expuesta a anticuerpos versus la
base plana de un pozo de una placa
de ELISA. Sin embargo, ¢l ensayo
propuesto arrojé unos resultados al-
tamente satisfactorios desde el punto
de vista de sensibilidad y especifici-
dad (Tabla I).

Otro aspecto importante a desta-
car es que los 3 pacientes presuntos
falsos positivos pertenecieron todos al
grupo de sueros con hepatitis aguda
del INH, los cuales resultaron ser po-
sitivos {evualuados por la prueba co-

mercial Abbott) para anticuerpos to-
tales contra el AgcHB. La posibilidad

de que €l inmunoensayo desarrollado
esté detectando en realidad anticuer-
pos IgG anti anti-AgcHB y no IgM pa-
rece descartable ya que no fueron re-
conocidos 10 sueros de donantes IgG
anti-AgcHB positivos, 1gM negativos.
Se puede especular que estos pacien-
tes poseen niveles basales de anti-
cuerpos IgM anti-HBe, por lo que no
son detectados por el umbral de posi-
tividad de una prueba comercial ajus-
tada a niveles de IgM de hepatitis
aguda, obviando pacientes que pue-
dan presentar una hepatitis crénica.
Se ha descrito en efecto que un valor
positivo de anticuerpos IgM anti-HBc
no excluye una enfermedad crénica
de higado causado por VHB. Por esta
razén las pruebas inmunodiagnoésti-
cas comerciales han adecuado un
umbral de positividad para no detec-
tar pacientes con una hepatitis croni-
ca y que presentan niveles basales de
anticuerpos IgM anti-HBc (17, 18).
Sin embargo, la adecuacién de este
umbral parece estar generando a su
vez falsos negativos en la poblacion
de pacientes con hepatitis aguda a
VHB y algunos de estos posibles fal-
sos negativos parecen haber sido re-
conocidos por el ensayo desarrollado
en este estudio. :
En este sentldo es importante

TABLA 1
SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DEL ENSAYO INMUNODIAGNOSTICO
DESARROLLADO UTILIZANDO EL AGCHB RECOMBINANTE OBTENIDO

Sueros n Ensayo de captura Correlacion
Anti-HBc+ 69 68 Sensibilidad 99%
Anti-HBe- 40 37 Especificidad 93%

Investigacién Clinica 39 (1): 1998
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ahondar en la evaluacion del inmu-
noensayo desarrollado mediante el
seguimiento de la respuesta serologi-
ca de pacientes en la fase aguda, asi
como el estudio de pacientes con he-
patitis crénica, con el fin de ajustar,
si resultase necesario, el umbral de
positividad de la prueba. En conclu-
sion se logrd desarrollar una prueba
inmunodiagnostica de alta sensibili-
dad y especificidad para la determi-
nacién de anticuerpos IgM anti-HBc
en sueros infectados utilizando un
AgcHB recombinante producido y pu-
rificado en el laboratorio, constitu-
yendo esto una alternativa para estu-
dios epidemiologicos en Venezucla y
en areas endémicas de Sur América.
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