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@ Resumen:

Procedimiento para la determinacién cuantitativa de
antiNADasa en suero humano, caracterizado porque
en una primera fase, se incuba NADasa con el suero
humano que contiene la antiNADasa para que in-
teraccionen; en una segunda fase, se determina la
actividad NADasa no inhibida por su interaccién con
antiNADasa mediante su actividad catalitica sobre
el NAD; vy en una tercera fase, se mide el NAD no
hidrolizadyo por la NADasa utilizando una deshidro-
genasa y su correspondiente sustrato. Se aplica en
el diagndstico de infecciones estreptocécicas en hu-
manos.
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DESCRIPCION

Los estreptococos del grupo A son microorga-
nismos capaces de infectar la faringe produciendo
tipicos sintomas que normalmente desaparecen en
pocos dias debido a la respuesta inmunolégica del
individuo infectado o a la administracién de an-
tibiéticos. En unos pocos casos la infeccién per-
siste, infectando otros 6rganos y originando al-
teraciones crénicas de mayor gravedad como la
fiebre reumatica, glomerulonefritis aguda, artritis
reumatoide y otras.

Cuando el microorganismo se desarrolla en el
individuo infectado produce un gran ndmero de
proteinas exocelulares (exoencimas) cuya funcién
no ha sido aclarada en muchos casos. Los prin-
cipales exoencimas secretados por el estreptococo
son la estreptolisina, O, Nicotinamida adenin di-
nucleétido hidrulasa (NADasa), estreptoquinasa,
estreptodornasa e hialuronidasa, aunque se han
identificado méas de 20 distintos.

El propio microorganismo, as{ como los exoen-
zimas que secreta, son reconocidos como extranos
por el sistema inmunolégico del huésped que, en
respuesta, produce anticuerpos especificos.

Los anticuerpos son proteinas que circulan en
la sangre del huésped y que son capaces de unirse
de forma especifica al estreptococo o a los exo-
enzimas producidos (antigenos). En este dltimo
caso existen pues anticuerpos anti - estreptolisina
O, anti - NADasa, anti - estreptoquinsa, anti -
estreptodornasa, anti - hialuronidasa, etcétera.

El diagnéstico de la infeccién estreptocécica y
de sus complicaciones, puede realizarse mediante
el cutivo de frotis faringeo, aunque en muchos ca-
sos resulta negativo sin que por ello pueda des-
cartarse alguna de las complicaciones antes ci-
tadas. Es de mayor utilidad la determinacién
del titulo de alguno de los anticuerpos especificos
frente a los exoenzimas secretados por el estrep-
tococo. Cuando dicho titulo es superior al consi-
derado normal, debe entenderse que ha existido
una infeccién estreptocécica reciente. La vola-
racién clinica junto con la elevacién de los titulos
de estos anticuerpos, serd la que permita obtener
el diagnéstico certero.

Se han descrito procedimientos para poder de-
terminacién el titulo de varios anticuerpos anti -
exoenzimas en el suero humano, aunque el més
popular sea el de anti -estreptolisina O (ASO).
Algunos de estos procedimientos son cuantitati-
vos y otros cualitativos. En este tltimo caso se
determina dnicamente si el titulo de anticuerpo
en el suero del paciente es superior o no a un ni-
vel considerado limite de normalidad.

La mayor parte de procedimientos cuantita-
tivos conocidos son complejos desde el punto de
vista operativo, ya que implican la preparacién
de una serie de diluciones de la muestra y el en-
sayo posterior de cada una de las diluciones. La
preparacién de diluciones ocasiona un importante
costo de tiempo al laboratorio y puede ser ademés
fuente de errores.

Otro importante inconveniente de los proce-
dimientos descritos es la dificultad (en muchos
casos imposibilidad) de ser automatizados en los
modernos analizadores de que disponen los labo-
ratorios clinicos, por lo que este tipo de ensayo de-
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ben ser realizados manualmente y al margen de
los equipos instrumentales e informatizados del
laboratorio. Ello redunda en la necesidad de ocu-
par tiempo de técnicas expertos y en un mayor
riesgo de errores de todo tipo.

La invencién que se describe a continuacién
describe un procedimiento de ensayo y el corres-
pondiente reactivo para la determinacién cuanti-
tativa de antiNADasa en suero humano mediante
un método de inmunoinhibicién y colorimétrico,
que puede ser facilmente automatizado.

Esto se consigue mediante un ensayo que
consta de tres fases primordiales, aunque pueden
reducirse a dos, como se verd mas adelante. Las
tres fases son (figura 1):

1. Reaccién de la antiNADasa con una con-
centracion constante de NADasa. La antiNADasa
(anticuerpo) se encuentra en una concentracién
desconocida en el suero del paciente y la NADasa
(antigeno) se obtiene por purificacién a partir de
un medio donde se ha cultivado estreptococo y se
encuentra contenida en un reactivo. Cuando se
mezclan e incuban ambos, se produce la reaccién
antigeno-anticuerpo, resultando una inhibicién de
la actividad enzimdtica de la NADasa. La con-
centracién de NADasa no inhibida (remanente)
es mayor cuanto mayor sea la concentracién de
antiNADasa en el suero analizado.

2. Reaccién de la NADasa remanente con el
Nicotinamida adenin dinucleétido (NAD). Una
vez ocurrida la reaccion NADasa-antiNADasa,
puede determinarse la actividad NADasa rema-
nente por su capacidad de actuar, de forma ca-
talitica, sobre el NAD, hidrolizandolo a nicotina-
mida y ADP-ribosa. Para ello, se incuba la mez-
cla obtenida en la fase 1 con una cantidad apro-
piada de NAD, durante un tiempo determinado.

3. Medicién del NAD. Finalmente, es nece-
sario poder medir el NAD que no ha sido hidro-
lizado por la NADasa. Ello puede conseguirse
mediante alguna reaccién catalizada por una des-
hidrogenasa, que transforman el NAD en NADH,
el cual puede medirse fotométricamente al absor-
ber luz a 340 nm. También puede medirse el NAD
mediante un sistema ciclico de reacciones como el
de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa/diaforasa
u otros que estdn ampliamente descritos y que tie-
nen la ventaja de aumentar extraordinariamente
la sensibilidad del ensayo.

En cualquier caso, cuanto mayor es la con-
centracién de NAD no hidrolizado (y por consi-
guiente, la sefial fotométrica), menor es la concen-
traciéon de NADasa remanente y, por tanto, mayor
la concentraciéon de antiNADasa en el suero del
paciente. Es decir que existe una relacién propor-
cional y directa entre la sehial fotométrica final-
mente medida y la concentracién del anticuerpo
objeto de dnalisis.

Con objeto de abreviar el procedimiento y fa-
cilitar su automatizacion, es posible realizar las
fases 2 y 3 conjuntamente, de tal forma que se
determina el NAD no hidrolizado durante un pe-
riodo de tiempo en el que la NADasa remanente
estd también hidrolizando NAD. Para ello es es-
pecialmente conveniente, segln la invencion, em-
plear un sistema ciclico amplificador, por su gran
sensibilidad (figura 2).

Un sistema ciclico amplificador conveniente
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para este ensayo, segiin la presente invencion, que
permite determinar la concentracién de NAD es
el basado en las reacciones de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa y la diaforasa. El primer enzima
transforma el NAD y glucosa-6-fosfato en NADII
y 6-fosfogluconato. El segundo enzima hace reac-
cionar el NADH formado con INT para originar
un formazén coloreado y NAD. En presencia de
exceso de glucosa-6-fosfato € Iodo nitro tetrazo-
lio (INT), el NAD experimenta sucesivos ciclos de
reacciones, acumuldndose 6-fosfogluconato y for-
mazan. La sefial fotométrica que se puede medir
es la formacién de formazan, de intenso color rojo.

Para aplicar el procedimiento de la invencién
es necesario obtener en primer lugar el antigeno
(NADasa). Esto se consigue cultivando estrep-
tococo A en un medio de cultivo adecuado, que
contiene los diversos nutrientes necesarios para el
crecimiento del microorgandismo y que estan bien
descritos en la literatura. En su crecimiento, el
estreptococo secreta exoenzimas entre los que se
encuentra la NADasa. Hste antigeno se purifica
entonces por precipitaciéon con sulfato amoénico al
70% a pH 6,5 y con polietilenglicol 6000 al 20%
a pH 7,4. La NADasa puede todavia purificarse
mas por cromatografia en CM-Sepharosa u otra
resina de caracteristicas i6nicas semejantes. Aun-
que resulta conveniente, no es esencial para los
propésitos de la invencién una purificacion tan
elevada de la NADasa.

Para la primera fase del procedimiento de en-
sayo de antiNADasa es necesario mezclar el suero
problema con una concentraciéon precisa y cons-
tante de NADasa y por ello es necesario valorar la
NADasa purificada con objeto de conocer su con-
centracién catalitica. La valoracion consiste en
incubar a 30°C la NADasa con NAD 1 mmol/l,
Tris 50 mmol/], pH 8,0 durante un tiempo cro-
nometrado. Al cabo de este tiempo se para la
reaccion y determina el NAD mediante la adiciéon
de 9 voltimenes de glucosa-6-fosfato deshidroge-
nasa 10 U/ml, glucosa-6-fosfato 22 mmol/l. Tris
100 mmol/], pH 7,8. La mezcla de reaccidn se lee
entonces a 340 nm. A partir de la lectura pueden
calcularse las UI/ml de NADasa contenidas en la
preparacién purificada.

El procedimiento para la determinacion de an-
tiNADasa en suero humano se inicia incubando
dicho suero con 5 a 45 UI de NADasa por ml de
suero. Segln la presente invencién, se prepara
un primer reactivo (REACTIVO A) que contiene
entre 0,05 y 2,00 U/ml de NADasa. Para la co-
rrecta interaccién del antigeno con el anticuerpo,
es conveniente incluir también un tampén como
el Tris a un pH entre 6 y 8. Pueden también estar
presentes en este primer reactivo componentes de
la segunda y tercera reacciones, como la glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa 2 a 6 U/ml Iodo nitro
tetrazolio (INT) (u otras sales de tetrazolio) 0,5 a
1,0 mmol/], diaforasa 0,5 a 1,6 U/ml o Cremophor
(u otro detergente) 0,5 a 3,0 g/l. Las concentra-
ciones de estos componentes no son tan criticas
como la de NADasa, siempre que se encuentren
en un exceso suficiente.

Después de unos minutos de incubacion, se
hace reaccionar la NADasa no inhibida por el an-
ticuerpo con NAD.

En una primera versién del procedimiento, se
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incuba la NADasa con NAD 0,05 a 0,50 mmol/1
(preferentemente 0,18 mmol/1) durante unos mi-
nutos y, a continuacién, se anade glucosa-6 -
fosfato y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en con-
centraciones suficientes para transformar todo el
NAD en NADH. Finalmente se lee la absorbancia
de la mezcla de reacciéon a 340 nm. Esta lectura
es proporcional a la concentracion de antiNADasa
en el suero del paciente. Segin el procedimiento
de esta invencion, ello se consigue preparando un
REACTIVO B que contiene NAD 2 a 6 mmol/ly
un tampoén como el Tris que mantenga el pH entre
6y 9,y un REACTIVO C que contiene concen-
traciones de glucosa-6-fosfato y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa. suficientes para transformar todo
el NAD en NADH en un corto periodo de tiempo.

Otras alternativas que no difieren significati-
vamente de la descrita en la invencién, son la
utilizacién de otras deshidrogenasa para transfor-
mar el NAD en NADH o el acoplamiento de una
reaccion de reducciéon de una sal de tetrazolio,
para aumentar la sensibilidad.

En una segunda version del procedimiento, se
realiza la incubacién de la NADasa con NAD y
la medicién del NAD simultidneamente. Para ello
y seglin el procedimiento de la invencién, se pre-
para un REACTIVO B que contiene glucosa-6 -
fosfato 0,15 a 0,80 mol /1, NAD 2 a 40 pmol/l y un
tampoén como el Tris, que mantenga el pH entre
6 y 9. El resto de componentes necesarios para
las reacciones, se incluyen en el REACTIVO A,
tal como se describi6é anteriormente. Finalmente
se lee la absorbancia de la mezcla de reaccion a
500 nm. Esta lectura es proporcional a la concen-
tracién de antiNADasa en el suero del paciente.

En lugar de las reacciones descritas para el
sistema de amplificacion ciclico, pueden utilizarse
otras semejantes sin que ello modifiquen esencial-
mente el presente invento. También pueden uti-
lizarse otras sales de tetrazolio en lugar del INT.
El Cremophor EL se utiliza para mantener solu-
bilizado el formazan y pueden ser sustituido por
otros detergentes.

Por lo tanto el procedimiento de la invencién
representa un avance significativo en el estado ac-
tual de los métodos para la determinacién cuan-
titativa de anticuerpos frente a los exoenzimas
de estreptococo, permitiendo obtener un reactivo
para la determinacién de antiNADasa en suero
humano que puede ser facilmente automatizado.

La invencién también se refiere a la utilizacién
del reactivo obtenido por el procedimiento citado,
para el diagnéstico de la infeccién estreptococica
en humandos.

Los reactivos necesarios para el procedimiento
de la invencién pueden prepararse como se des-
cribe en los siguientes ejemplos no limitativos de
procedimiento para la determinacién de antiNA-
Dasa en suero humano:

Ejemplo 1

El antigeno (NADasa) se obtiene mediante
precipitacion con sulfato aménico al 70% y pH
6,5 del caldo donde se ha cultivado estreptococo
A durante 10 horas. El precipitado se centrifuga y
resuspende en tampén fosfatos 5 mmol/l. EDTA
0,5 mmol/l1, pH 7,4 y se dializa durante 12 horas
frente al mismo tampoén. Seguidamente se preci-
pita con polietilenglicol 6000 al 20%. El nuevo
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precipitado se centrifuga y se resuspende en el
mismo tampén para una concentracion final de
proteina de 60 g/1. Este concentrado se cromato-
grafia en una columna de CM -Sepharosa CL-6B
equilibrada en el mismo tampén a pH 5,5 y se
eluye con un gradiente de NaCL.

Se prepara un REACTIVO A con la siguiente
composicién: NADasa 0,6 U/ml, Tris 75 mmol/l,
pH 7,7.

Se prepara un REACTIVO B con la siguiente
composicién: NAD 4 mmol/l. Tris 50 mmol/T,
pH 8,0.

Se prepara un REACTIVO C con la si-
guiente composicion: glucosa-6-fosfato deshidro-
genasa 200 U/ml, glucosa-6-fosfato 400 mmol/],
Tris 50 mmol/], pH 8,0.

El procedimiento para la determinacion de la
antiNADasa se realiza, con estos reactivos, de la
siguiente forma: Se mezclan 2,0 ml de Reactivo A
con 0,1 ml de suero problema y se incuba durante
15 minutos a 37°C. Al cabo de este tiempo se
afiaden 0,1 ml de Reactivo B y se incuba durante
otros 10 minutos a 37°C. Transcurrido este pe-
riodo, se anaden 0,1 ml de Reactivo C y se deja la
mezcla unos 5 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, se lee la absorbencia a 340 mm frente
a un blanco en el que se ha sustituido el suero pro-
blema por agua.

Ejemplo 2

El antigeno (NADasa) se obtiene tal como se
ha descrito en el ejemplo 1.

Se prepara un REACTIVO A con la siguiente
composicién: NADasa 0,15 U/ml, glucosa-6 -
fosfato deshidrogenasa 3 U/ml, seroalbimina bo-
vina 0,5 g/l, *INT 0,5 mmol/l, diaforasa 0,8
U/ml, Cremophor EL 2 g/1, Tris 75 mmol/], pH
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7,7.

Se prepara un REACTIVO B con la siguiente
composicién:  glucosa-6-fosfato 300 mmmol/1.
NAD 6,4 pmol/l. EDTA 0,1 mmol/l, Tris 75
mmol/1, pH 8,0.

El procedimiento para la determinacion de la
antiNADasa se realiza, con estos reactivos, de la
siguiente forma: Se mezclan 2,0 m]l de Reactivo
A con 0,05 ml de suero problemas y se incuba du-
rante 10 minutos a 37°C. Al cabo de este tiempo
se anaden 0,1 ml de Reactivo B y se incuba du-
rante otros 30 minutos a 37°C. Finalmente, se lee
la, absorbancia a 500 nm frente a un blanco en el
que se ha sustituido el suero problema por agua.
Ejemplo 3

El antigeno (NADasa) se obtiene tal como se
ha descrito en el ejemplo 1.

Se prepara un REACTIVO A con la siguiente
composiciéon: NADasa 0,30 U/ml, glucosa-6 -
fosfato deshidrogenasa 6 U/ml, seroalbimina bo-
vina 0,5 g/1, INT 1,0 mmol/], diaforasa 1,6 U/ml,
Cremophor EL 2 g/1, Tris 75 mmol/l, pH 7,7.

Se prepara un REACTIVO B con la siguiente
composicién:  glucosa-6-fosfato 600 mmmol/1
NAD 13 pmol/l, EDTA 0,1 mmol/]l, Tris 75
mmol/1, pH 8,0.

El procedimiento para la determinacion de la
antiNADasa se realiza, con estos reactivos, de la
siguiente forma: Se mezclan 1,0 ml de Reactivo A
con 0,04 ml de suero y problema y se incuba du-
rante 10 minutos a 37°C. Al cabo de este tiempo
se anaden 0,1 ml de Reactivo B y se incuba du-
rante otros 10 minutos a 37°C. Finalmente, se lee
la, absorbancia a 500 nm frente a un blanco en el
que se ha sustituido el suero problema por agua.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la determinacién cuan-
titativa de antiNADasa en suero humano, carac-
terizado porque en una primera fase, se incuba
NADasa con el suero humano que contiene la an-
tiNADasa para que interaccionen; en una segunda
fase, se determina la actividad NADasa no inhi-
bida por su interaccién con antiNADasa mediante
su actividad catalitica sobre el NAD; y en una ter-
cera fase, se mide el NAD no hidrolizado por la
NADasa utilizando una deshidrogenasa y su co-
rrespondiente sustrato.

2. Procedimiento para la determinacién cuan-
titativa de antiNADasa en suero humano, segin
la reivindicacion 1, caracterizado porque la NA-
Dasa se obtiene mediante el cultivo de estrepto-
coco B-hemolitico y se purifica mediante preci-
pitacién con sulfato amodnico al 50-80%, precipi-
tacién con polietilenglicol al 15-40% y cromato-
grafia de intercambio i6nico a pH acido.

3. Procedimiento para la determinacién cuan-
titativa de antiNADasa en suero humano, segin
la reivindicacion 1, caracterizado porque la des-
hidrogenasa es la glucosa-6-fosfato deshidroge-
nasa y su sustrato es la glucosa-6-fosfato.

4. Procedimiento para la determinacion cuan-
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titativa de antiNADasa en suero humano, segtiin
la reivindicacién 1, caracterizado porque, de
acuerdo con una variante de realizacién, en una
primera fase, se incuba NADasa con el suero hu-
mano que contiene la antiNADasa para que inte-
raccionen; y en una segunda fase, se determina si-
multdneamente: la actividad NADasa no inhibida
por su interaccién con antiNADasa, y el NAD no
hidrolizado, la primera mediante su actividad ca-
talitica sobre el NAD y el segundo mediante un
sistema ciclico de reacciones que emplea una des-
hidrogenasa, su correspondiente sustrato, diafo-
rasa y una sal de tetrazolio.

5. Procedimiento para la determinacién cuan-
titativa de antiNADasa en suero humano, segtiin
la reivindicacién 4, caracterizado porque la NA-
Dasa se obtiene mediante el cultivo de estrepto-
coco (-hemolitico y se purifica mediante preci-
pitacién con sulfato aménico al 50-80%, precipi-
tacién con polietilenglicol al 15-40% y cromato-
grafia de intercambio i6nico a pH &cido.

6. Procedimiento para la determinacién cuan-
titativa de antiNADasa en suero humano, segiin
la reivindicacioén 4, caracterizado porque la des-
hidrogenasa es la glucosa-6-fosfato deshidroge-
nasa, su sustrato es la glucosa-6-fosfato y la sal
de tetrazolio es el cloruro de iodonitrotetrazolio.
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