Revista de Gastroenterologia de México 87 (2022) 176-180

§

REVISTA DE ’ ke -
GASTROENTEROLOGIA il
pE MEXICO

www.elsevier.es/rgmx

’0“" REVISTA pE

ARTICULO ORIGINAL

Check for
updates

Evaluacion comparativa de las pruebas de diagnédstico
ELISA e inmunocromatografia para deteccion de HBsAg
en infeccion por VHB confirmada por PCR

N. Navvabi®*, M.H. Khadem Ansari®, A. Navvabi¢, H.R. Chalipa® y F. Zitricky®

a Departamento de Biologia de Tumor e Inmunoterapia, Facultad de Medicina de Pilsen, Universidad Charles, Praga, Republica
Checa

b Departamento de Bioquimica Clinica, Escuela de Medicina de Urmia, Urmia, Irdn

¢ Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias Marinas y Tecnologia, Universidad de Hormozgan, Bandar Abbas, Irdn

d Departamento de Biotecnologia Microbiana, Universidad Islémica Azad, Urmia, Irdn

¢ Laboratorio de Neurofisiologia Experimental, Centro Biomédico, Facultad de Medicina de Pilsen, Universidad Charles, Praga,
Republica Checa

Recibido el 18 de mayo de 2020; aceptado el 27 de diciembre de 2020
Disponible en Internet el 12 de octubre de 2021

PALABRAS CLAVE Resumen

Virus de la hepatitis B; Introduccion y objetivos: La hepatitis viral aparece mas frecuentemente al nacer o durante la
Inmunocromatografia; infancia y es una enfermedad cuyas vias de transmision incluyen lagrimas, bilis, fluidos sexuales,
Ensayo sudor, leche, orina, heces y saliva. El objetivo del presente estudio fue analizar la especificidad
inmunoabsorbente de la inmunocromatografia y la prueba ELISA para el antigeno de superficie de hepatitis B y
ligado a enzimas; compararlas con la prueba PCR.

Reaccion en cadena Materiales y métodos: La muestra estuvo compuesta por 140 hombres y 60 mujeres referidos
de la polimerasa; al hospital de la Escuela de Medicina de la Universidad de Urmia para diagnéstico de VHB por
Antigeno de medio de prueba PCR. La prueba ELISA fue realizada con el kit de la Pioneer Medicine Company
superficie de (Teheran, Iran).

hepatitis B Resultados: Los resultados de la prueba rapida HBsAg y de la prueba ELISA fueron comparados

con la prueba de PCR. La prueba rapida de HBsAg tuvo una sensibilidad del 97% y especificidad
del 91%, mientras que la prueba ELISA tuvo una sensibilidad del 78% y especificidad del 76%.
Discusion y conclusién: De acuerdo con nuestros resultados, la prueba de inmunocromatografia
fue precisa para diagnosticar HBsAg en sangre y la prueba ELISA tuvo sensibilidad y especificidad
aceptables en comparacion con la prueba de PCR.
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Comparative assessment of immunochromatography and ELISA diagnostic tests for
HBsAg detection in PCR-confirmed HBV infection

Abstract

Introduction and aims: Viral hepatitis, which appears most frequently at birth or during child-
hood, is a disease whose transmission routes include tears, bile, sexual fluids, sweat, milk, urine,
feces, and saliva. The aim of the present study was to analyze the specificity of the immuno-
chromatographic and ELISA diagnostic tests for hepatitis B surface antigen and compare them
with PCR testing.

Materials and methods: The study sample was made up of 140 men and 60 women referred to
the Urmia Medical University hospital to undergo PCR testing for HBV diagnosis. The ELISA test
was performed using the Pioneer Medicine Company kit (Tehran, Iran).

Results: The results of the HBs-Ag rapid test and the ELISA test were compared with the PCR
test. The HBs-Ag rapid test had 97% sensitivity and 91% specificity, whereas the ELISA test had
78% sensitivity and 76% specificity.

Discussion and conclusion: According to our results, the immunochromatographic test was
accurate for diagnosing HBs-Ag in blood and the ELISA test had acceptable sensitivity and
specificity, compared with PCR testing.

© 2021 Asociacion Mexicana de Gastroenterologia. Published by Masson Doyma México S.A. This
is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/

by-nc-nd/4.0/).

Introduccién y objetivos

La presencia de antigeno de superficie de hepatitis B
(HBsAg), y el DNA del virus de la hepatitis B (VHB) impli-
can enfermedad infecciosa por el VHB. Los niveles altos de
VHB y ADN y niveles bajos de aminotransferasas indican una
respuesta débil del sistema inmunitario al virus. Los niveles
altos en plasma o suero del tipo IgM de antivirus de hepati-
tis C y HBsAg indican una hepatitis aguda o la reactivacion
de una infeccion cronica por VHB, mientras que los niveles
bajos indican infecciones inmunitarias previas'~3. Los nive-
les séricos de enzimas hepaticas son los factores bioquimicos
mas importantes para diagnosticar la infeccion crénica por
VHB*y el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA,
por sus siglas en inglés), durante el cual sucede la reaccion,
con base en una interaccion primaria antigeno-anticuerpo,
es el método serologico mas ampliamente utilizado para
identificar antigenos y anticuerpos de VHB en los paises des-
arrollados. Los avances en métodos diagnosticos proporcio-
nan nuevas oportunidades para mejorar tamizaje, referen-
cias y tratamiento. Estudios previos sobre infeccion por VHB
se han concentrado en respuestas inmunitarias, vigilancia de
cirrosis y tratamiento. Un gran niUmero de métodos catego-
rizados como procedimiento de inmunoanalisis enzimatico
(EIA, por sus siglas en inglés) se benefician de anticuerpos
que pueden funcionar como factores de identificacion®. Las
desventajas de la prueba ELISA son la extensa duracion tem-
poral que conlleva, que requiere equipo sofisticado y téc-
nicos capacitados, y suministro constante de electricidad.
Ademas, las mutaciones de moléculas de anticuerpos y anti-
genos reducen la sensibilidad diagnédstica del método®. Los
pacientes negativos para HBsAg son portadores de mutacio-
nes en la region del gen S, lo que incapacita la habilidad de
producir HBsAg. Debido a su alta sensibilidad y especificidad,
los métodos EIA cuantitativos son los de uso mas frecuente

en hospitales de referencia y centros de transfusion san-
guinea. La prueba de inmunocromatografia es una prueba
cualitativa para detectar presencia de HBsAg en suero,
plasma y sangre, y se utiliza cuando no existe la posibilidad
de realizar un EIA7®. Los métodos de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) se aplican
como el estandar de oro en la mayoria de los centros médi-
cos de investigacion y diagndstico avanzados. El proceso
de replicacion de ADN es utilizado cuantitativamente para
evaluar la presencia de VHB por medio del aislamiento del
ADN viral y replicandolo con cebadores oligonucleotidos® ™.
Es muy importante comprender el concepto de indices de
evaluacion de pruebas diagnosticas en consideracion de la
amplia utilizacion de pruebas diagnosticas en procedimien-
tos médicos. El objetivo del presente estudio fue comparar
la cromatografia, la PCR y la ELISA, para determinar cual
método de prueba resultaba superior en la practica médica.

Materiales y método

Se utilizé el suero de 200 pacientes (140 hombres y 60
mujeres) que fueron atendidos en el hospital de la Escuela
de Medicina de la Universidad de Urmia entre noviembre
2013 y diciembre de 2014. El suero se conservo a -70°C
en el Departamento de Bioquimica Clinica y los experimen-
tos fueron realizados en enero del 2015. El ADN de acido
nucleico viral fue purificado del ADN de las muestras de
suero de los pacientes utilizando el kit de Magcore Cat.
No. MVN 400-03, con un dispositivo magnético. La extrac-
cién y preparacion del AND de virus de la hepatitis para las
pruebas de PCR en tiempo real fue realizada utilizando un
equipo genético nuevo (VHB RQ Ref. #HBV0913A-V3.2) y una
maquina genética de Rotor (dispositivo PCR, Australia). Se
midio fluoresceina-amidita por medio del progreso de las
curvas sigmoides en las muestras de pacientes positivos, de
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Figura 1  Inmunocromatografia: positiva (dos lineas rojas) y
negativa (una linea roja) para los ensayos de deteccion del
HBsAg. El color de la figura solo puede apreciarse en la version
electronica del articulo.

acuerdo con el volumen en la cantidad y nimero de virus por
unidad/ml. Todas las muestras que contenian entre 10,000
IU/ml y 100,000 IU/ml fueron consideradas positivas, y los
resultados de los casos PCR negativos fueron considerados
como muestras negativas. Los casos PCR positivos y negati-
vos fueron divididos en dos grupos y se realizaron pruebas
para HBsAg en las muestras de suero con inmunocromato-
grafia y ELISA.

El procedimiento ELISA

Se utilizo el kit de la Pioneer Medicine Company (Teran,
Iran), con nimero de registro 93002. Las pruebas ELISA
fueron realizadas después del proceso de incubacion y los
casos positivo-negativo controles. Utilizamos un ELISA Rea-
der Awareness Device (EE. UU.) para leer las pruebas y
registrar la densidad optica de los pocillos, a una longitud
de onda de 450-nm versus la referencia de 630-nm, para
lograr resultados mas precisos. Las densidades opticas (DO)
por debajo de 0.15 para casos negativos y por arriba de 0.8
para casos positivos fueron consideradas el valor de punto
de corte para la absorcion de DO.

El método rapido: inmunocromatografia

Utilizamos el Ab Core Cassette de la Rojan Azma Company,
con informacion de referencia REF: Ab-3101. Las muestras
de suero (0.075ml) fueron colocadas en el sitio designado
del cassette y los resultados fueron observados cualitativa-
mente. La aparicion de dos lineas rojas indico un resultado
positivo y la aparicion de una linea roja indico un
resultado negativo (fig. 1).

La capacidad de una prueba para distinguir a sujetos
sanos de pacientes es evaluada por sensibilidad, especi-
ficidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN). Comprender estos valores es relativamente
sencillo.

Los autores intentaron presentar dichos conceptos utili-
zando los resultados actuales para facilitar la comprension.

Resultados

En el presente estudio analizamos la sensibilidad y la
especificidad para diagnosticar HBsAg de las pruebas de
inmunocromatografia y ELISA. Los resultados de dichos
métodos fueron comparados con los resultados del procedi-
miento de PCR para VHB. El método inmunocromatografico
logré una sensibilidad del 97% y una especificidad del 91%,
con un VPP de 0.92 y un VPN de 0.85, en comparacion con
los resultados PCR. Los datos de PCR e inmunocromatografia
presentaron altas sensibilidades, con lo que se identifico a la
inmunocromatografia como un método aceptable para diag-
nosticar hepatitis B. El método ELISA logrd una sensibilidad
del 78%, especificidad del 76%, VPP de 0.75y VPN de 0.80, en
comparacion con los resultados PCR. Estos resultados tam-
bién mostraron que el método ELISA fue aceptable respecto
a eficiencia, alta sensibilidad y especificidad (tablas 1y 2;
fig. 2).

Discusion

El virus de la hepatitis B es altamente infeccioso a nivel
mundial y lleva a una insidiosa infeccion de largo plazo. Las
infecciones por hepatitis B son mas prevalentes en regio-
nes endémicas (mas del 75%), especificamente en el sureste
asiatico y Africa, con un riesgo de infeccién de por vida de
entre el 60 y el 80%. Europa del Este, el Medio Oriente
y la India han mostrado un riesgo de infeccién interme-
dio que va del 20 al 60%. En los Estados Unidos, casi 1.25
millones de personas tienen infeccion crdnica por VHB, y se
estima que anualmente ocurren 78,000 casos nuevos de VHB,
principalmente entre adultos jovenes sexualmente activos,
negros y latinos, y usuarios de drogas intravenosas'"'2. Es
una infeccion de transmision sanguinea importante, con

Tabla 1 Frecuencia del sexo en los sujetos del estudio

Sexo Frecuencia Frecuencia relativa Frecuencia acumulada
Hombres 140 70

Mujeres 60 100

Total 200 100

Tabla 2 Sensibilidad, especificidad, y valores VPP y VPN de la inmunocromatografia utilizada en los experimentos, en compa-

racion de la prueba PCR

Parametros(%) (%) Sensibilidad VPP Especificidad VPN
Inmunocromatografia 97 91 92 85
ELISA 78 76 75 80
PCR 100 100 100 100
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Figura 2 La relevancia de la precision de los resultados de la inmunocromatografia y la prueba ELISA.

implicaciones graves para receptores de sangre, si la san-
gre infectada no es identificada durante el tamizaje. Es
también el principal agente etiologico de hepatitis cronica,
cirrosis hepatica y carcinoma hepatocelular, en paises en
vias de desarrollo’>'*. La pandemia global de hepatitis B,
especialmente en el contexto de coinfeccion con VIH 'y hepa-
titis C, es critica. A pesar de que todos los métodos de
laboratorio utilizados para diagnosticar hepatitis B tienen
sus ventajas y desventajas, no existen investigaciones a la
fecha que estudien las causas de las posibles diferencias
de resultados' . Los presentes resultados y su aplicacién
practica son significativos porque la prueba inmunocroma-
tografica es precisa para diagnosticar HBsAg en sangre y la
prueba ELISA tiene una sensibilidad y especificidad acepta-
bles, en comparacion con el procedimiento de PCR, el cual
es considerado el estandar de oro. La deteccion y diagnos-
tico de infecciones por VHB esta basada principalmente en
ensayos inmunitarios, entre los cuales los mas comunes son
la prueba ELISA y la inmunocromatografia. Sin embargo, las
pruebas de diagnodstico rapidas son mas faciles de realizar
y representan el minimo de incomodidad para el paciente,
ya que se requiere un volumen de muestra muy pequefo.
El presente estudio compar6 dos métodos comUnmente uti-
lizados para diagnosticar VHB. La presencia de HBsAg en
el suero de los pacientes fue medido utilizando el método
ELISA y la inmunocromatografia, y la especificidad y sen-
sibilidad de dichos procedimientos fueron comparadas con
la especificidad y sensibilidad del método PCR. La inmuno-
cromatografia tuvo sensibilidad considerablemente mayor
que la ELISA, con tasas de 91% y 75% respectivamente, lo
cual fue reflejado en mejores valores VPP y VPN de la inmu-
nocromatografia. Nuestros resultados estan acorde con los
de estudios previos que reportan las ventajas de la inmu-
nocromatografia sobre la ELISA por su bajo costo, facilidad
de uso, eficiencia y estatus de prueba rapida (Nazir, Yousuf
et al., 2019; Asaduzzaman, Milon et al., 2018). Se ha repor-
tado que la inmunocromatografia para HBsAg tiene buena
sensibilidad y excelente especificidad en comparacion con
los inmunoensayos de laboratorio’. Lau et al. declararon
que las pruebas EIA son el método estandar para detectar
HBsAg y HBeAg mientras que la inmunocromatografia tiene
varias ventajas'’. La prueba PCR es conocida como el estan-
dar de oro para detectar secuencias de ADN y cuantificar el

VHB, pero si se utilizan métodos seroldgicos y moleculares
en conjunto, la precision diagnostica para infeccion por VHB
aumenta'®. La sensibilidad y especificidad de la prueba de
inmunocromatografia fue del 100% en suero recolectado en
un estudio coreano que evaluo el desempeio de un dispo-
sitivo de diagnéstico', al igual que en nuestro ensayo. En
otro estudio se reportd que de 660 sujetos 38 dieron positivo
para HBsAg utilizando la inmunocromatografia, mientras que
utilizando ELISA fueron 71 los positivos?®. En el presente
estudio, la inmunocromatografia fue un método aceptable
para diagnosticar hepatitis B, con un buen nivel de sensibi-
lidad y especificidad. El presente estudio revelé un mayor
VPP con la inmunocromatografia, ademas de una mejor efi-
ciencia (92%), que ELISA, en la mayoria de los casos de VHB.
La inmunocromatografia «rapida» de un paso, legible visual-
mente, de ensayo de captura de antigeno para tamizaje
rapido de HBsAg fue evaluada y mostré una sensibilidad del
97% y especificidad del 91%, lo cual coincide con los hallaz-
gos actuales. Otros estudios también han indicado valores de
seroprevalencia de 0.82% y 0.91% para inmunocromatogra-
fia y ELISA respectivamente?’. Amini et al. observaron que
las inmunocromatografias para detectar HBsAg realizadas
en suero/plasma y especimenes de sangre capilar completa
tuvieron buena sensibilidad y especificidad importante.

Conclusion

La inmunocromatografia fue un método aceptable para
diagnosticar hepatitis B, con buenos niveles de sensibili-
dad y especificidad, en comparacion con el método PCR,
el cual es considerado el estandar de oro. Por lo tanto,
lo consideramos un método satisfactorio para diagnosticar
hepatitis B.

Responsabilidades éticas

Este articulo no contiene informacion personal que pueda
identificar a los pacientes. Las muestras fueron archivadas
por el Departamento de Bioquimica Clinica del Hospital de
la Escuela de Medicina de la Universidad de Urmia.
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