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La cuantificacién de la proteina C reactiva (PCR) para el seguimiento de la evolucién

de determinados pacientes es de creciente interés clinico. Entre los métodos recientemen-
te desarrollados para la cuantificacién de PCR estén: el radioinmunoensayo, el ligamiento
a fosforilcolina en fase sélida, el ligamiento a fosforiletanolamina en fase s6lida, el recuen-
to de particulas aglutinadas de Litex, el enzimoinmunoensayo «sandwich» y la nefelome-
tria. En este trabajo se estudian comparativamente las ventajas e inconvenientes de cada
uno de estos métodos.

Palabras claves: Cuantificacién. Proteina C reactiva. Métodos.

Possible quantification methods for the clinical assay
of C-reactive protein

The quantification of C-reactive protein (CRP) for the following up of certain patients
is of growing interest among clinicians among the most recently developed methods for
the quantification of CRP are, the radioimunoassay, the solid-phase phosphorylcholine
binding assay, the solid-phase phosphorylethanolamine binding assay, the latex-particle
counting assay, the sandwhich enzyme immunoassay and the nephelometry. In this work

the advantages and disadvantages of each of these methods are discussed.

Key words: Quantification. C-reactive protein. Assays.

La proteina C reactiva (PCR) es una proteina del sue-
ro cuya concentracion aumenta desde 10 mg/l en adul-
tos sanos a unos 500 mg/l en individuos con inflama-
ciones producidas por enfermedades diversas. El incre-
mento y la disminucién de sus niveles séricos son pa-
ralelos a la evolucién de la alteracidn, pudiendo seguir-
se esta ultima por cuantificacién seriada de la PCR (1,
2). Y

La molécula de PCR tiene un peso molecular de
107500. Consiste en cinco mondmeros polipeptidicos
idénticos, asociados no covalentemente, con simetria
pentamérica, conteniendo un puente disulfuro por mo-

ndomero. La PCR sufre un“cambio de conformacién en
presencia de calcio que le‘permite unirse a compues-
tos fosforilaminados tales como la fosforilcolina y la
fosforiletanolamina (3).

La cuantificacién seriada de la PCR se esti usan-
do, de manera creciente, en la clinica se ha documen-
tado, principalmente:

a) Como uno de los marcadores para la deteccién
temprana de tumores tales como carcinoma de colon
(4), cdncer de mama (5) y de eséfago (6); b) en el con-
trol del tratamiento antibiético de nifios (7 - 9) y adul-
tos (10 - 12) con diversos procesos infecciosos; c) en el
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seguimiento de diferentes casos de postoperatorios
(18), incluyendo trasplantes (14); y ch) en el seguimien-
to de infartos (15).

Para que sea posible efectuar estos estudios, son ne-
cesarios métodos fiables, sencillos y sensibles. En este
trabajo revisaremos los mds modernos y que mejor se
adaptan a estos requerimientos.

Métodos de cuantificacién

Los métodos de cuantificacién de la PCR desarrolla-
dos modernamente se basan en reacciones inmunolé-
gicas y/o especificas. Entre las mds estudiadas estdn: el
radioinmunoensayo (16), el ligamiento en fase solida a
la fosforilcolina (17) y a la fosforiletanolamina (18, 19),
el recuento de particulas aglutinadas de latex (20), el
enzimoinmunoensayo tipo «sandwich» (21, 22) y la ne-
felometria (23). Sus fundamentos se esquematizan en
la Figura 1. Otros ensayos que se han descrito, recien-
temente, incluyen la fluorescencia (24, 25) y la lisis de
liposomas (26).

Generalmente, las muestras se clasifican cualitativa-
mente como PCR positivas o negativas por aglutina-
cién de litex (27, 28) o mediante una aproximacién
cuantitativa por diluciones seriadas antes de la agluti-
nacion de litex (29). La confirmacién de los positivos
se hace con posterioridad, dada la elevada incidencia
de falsos positivos que suele tener la aglutinacién de
las esferas de ldtex recubiertas de anticuerpos policlo-
nales anti-PCR por sueros poco diluidos (28).

Los sistemas cuantitativos de determinacién de PCR
que son inmunoensayos de fase solida, se basan en el
principio ligando especifico-PCR-anticuerpo marcado
(radioinmunoensayo, ligamiento a fosforilaminas y en-
zimoinmunoensayo tipo «sandwich»).

Los pocillos recubiertos con ligando se incuban con
las diluciones de las muestras y los controles. Durante
esta incubacién, la PCR presente en la muestra se une
a la fase solida. Los materiales no unidos existentes en
la muestra se eliminan por lavado. Después, se aflade
anti-PCR marcada con is6topos radioactivos o con pe-
roxidasa y se incuba. Si hay PCR en la muestra, la an-
ti-PCR-marcada se une a los pocillos. El conjugado no
unido se elimina por lavado. A continuacién, los poci-
Hos se llevan a un contador de radioactividad o se in-
cuban con la solucién de substrato enzimdtico (peréxi-
do de hidrégeno y orto-fenilendiamina). En este ulti-
mo caso, el color es una medida de la cantidad de an-
ti-PCR-peroxidasa unida. La reaccién enzimitica se fre-
na agregando 4cido sulfiirico y la intensidad del color
desarrollado se lee midiendo la absorbancia.

La radioactividad o la intensidad del color formado
por la reaccién enzimitica es proporcional a la concen-
tracién de PCR en la muestra dentro de los limites de
trabajo del ensayo. Se obtiene una curva patrén repre-

Radioinmunoensayo

«ELISA» tipo «Sandwich»

Ligamiento a
fosforilaminas en
fase solida

Recuento de
particulas aglutinadas
j 1* de latex
-f’
;‘kg)/-f::. Nefelometria

Figura 1: Esquema de los principales métodos de cuantifi-
cacién de la PCR. £, anticuerpos anti-PCR; €, PCR; ,‘L,
anticuerpos anti-PCR marcados con enzimas; .+ , fosforila-
minas; @) , bolitas de ldtex;]_[, fase sélida de poliestireno;
$#% , PCR marcada con radioactividad.

sentando graficamente la concentracién de PCR de los
controles frente a la radioactividad o a la absorcién.
La concentracién de PCR de las muestras puede deter-
minarse a partir de la curva.

Todos estos ensayos se denominan hetereogéneos
debido a que tienen lugar en fase sélida y en fase li-
quida. Para realizarlos se necesitan diluciones altas de
las muestras debido a su alta sensibilidad (ng de PCR
por ml) y a los lavados entre los pasos.

Los sistemas de determinacién cuantitativa de PCR
que son inmunoensayos homogéneos se basan en el
principio de la aglutinacién. La presencia de PCR en el
suero a bajas diluciones aglutina bien microesferas de
latex recubiertas de anti-PCR o bien anticuerpos anti-
PCR directamente. La medida de la aglutinacién se
hace mediante un contador de particulas o por la tur-
bidez generada, respectivamente.
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Fiabilidad

La fiabilidad de estos métodos depende, principal-
mente, de las interferencias con otros compuestos pre-
sentes en el suero y de la repetibilidad intra e interen-
sayo inherentes a cada metodologia.

Las interferencias mas usuales de los sueros patolo-
gicos en las determinaciones de PCR, tanto cualitativas
como cuantitativas, son (Figura 2):

— La existencia de un factor reumatoide en algunos
sueros humanos. El factor reumatoide interacciona con
la porcién Fc de las IgG y puede actuar como si fuera
PCR, dando lugar a falsos positivos.

— La existencia en los monémeros de la PCR de una
parte igual, en secuencia, al dominio CH, de las IeG
(2). Por esta semejanza, los sueros animales anti-PCR
pueden reconocer IgG humana como si fuera PCR.

— Las interferencias debidas a sueros hiperlipémi-
cos debido a la reaccién de la PCR con fosfatidilami-
nas y/o a su turbidez.

— La existencia de precipitados, turbidez y otros fe-
némenos que evitan la trasparencia de los sueros a ana-
lizar.

Los métodos mds sensibles a estas interferencias son
aquellos en los que las muestras se diluyen poco, es de-
cir, los de mds baja sensibilidad (diluciones 1/6-1/50 de
la nefelometria y del recuento de particulas aglutina-
das de ldtex, comparados con diluciones
1/1000-1/10.000 de los ensayos heterogéneos). Para
evitar, en lo posible, estas u otras interferencias se han
usado: a) anticuerpos policlonales anti-PCR a los que
se les habia eliminado el fragmento Fc (20, 21). b) an-
ticuerpos policlonales anti-PCR purificados por doble
cromatografia de afinidad; primero sobre suero huma-
no sin PCR inmovilizada (para quitar los anticuerpos
con reactividad para otros componentes del suero hu-
mano) y después sobre PCR purificada inmovilizada
(18) (para utilizar anticuerpos anti-PCR purificados de
otros anticuerpos de especificidad desconocida). La
cromatografia sobre suero humano negativo para PCR
retenia un 0,25 % de los anticuerpos. La cromatografia
sobre PCR purificada retenia un 10 % de los anticuer-
pos. Estos ultimos son los que se utilizaron para elabo-
rar el reactivo (datos no publicados). Y ¢) anticuerpos
monoclonales anti-PCR. Para evitar, ademads, otras po-
sibles interferencias, tales como la aparicién de anti-
cuerpos anti-idiotipo (reconocen fosforilaminas) en los
sueros de los animales a los que se inyecta la PCR pu-
rificada (30), se han utilizado anticuerpos monoclona-
les anti-PCR (31 - 34) que no interfieran con el ligamien-
to de las fosforilaminas (3, 19).

La repetitividad intraensayo de todos estos métodos
es =10 % (16 - 21, 23). La variacién interensayo es un
poco'mds alta, por ejemplo, para la nefelometria es del
11,6 % (23), para el ligamiento a la fosforiletanolamina
del 11,2 % (18) y para la fluorescencia del 15 % (24, 25).
Con el uso de anticuerpos monoclonales anti-PCR la

TIPO DE
INTERFERENCIA RESULTADO
EN EL
7 T N ENSAYO
Falsos Factor
positivos reumatoide

ey W7
%
=

Falsos
positivos y/o
Figura 2: Tipos de interferencias. Los tres mds comunes en

negativos
las técnicas de cuantificacién de la PCR son componentes
del suero de algunos pacientes: el factor reumatoide, el ex-
ceso de inmunoglobulinas (IgG) y algunas hiperlipemias (fos-
forilcolina o fosforiletanolamina),Y , anticuerpos anti-PCR.
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Figura 3: Comparacion entre curvas de cuantificacién de la
PCR. El radioinmunoensayo y la aglutinacién de litex estan
representados a la inversa para dar mayor facilidad a la com-
paracién. Todas las escalas estdn en ng de PCR/ml. Las di-
luciones aproximadas de las muestras estin dentro del cir-
culo. Las escalas en ordenadas estdn en lineal. A, radioinmu-
noensayo (16); B, enzimoinmunoensayo tipo «sandwich»
(21); C, ligamiento a fosforiletanolamina en fase sélida (18);
D, recuento de particulas aglutinadas de latex, - ~=después
de la adicién de anti-PCR para bajar las dilusiones de las
muestras (20); E, ligamiento a fosforilcolina en fase solida
(17); F, nefelometria (23).
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precisién interensayo puede mejorar hasta un 3,4 %
19).

( I_)Ja exactitud de varios de estos métodos se ha com-
probado cuantificando 148 sueros diferentes por cada
uno de ellos y comparando los resultados. Las correla-
ciones lineales, las pendientes y el valor de la abcisa,
entre la nefelometria, el ligamiento a la fosforilcolina
y a la fosforiletanolamina, son lo suficientemente pa-
recidos como para indicar que cualquiera de ellos pue-
de usarse, clinicamente, para la cuantificacién de la
PCR (18, 19).

Sencillez

La preparacién de las muestras de suero para la de-
terminacién de la PCR requiere una dilucién alta (fre-
cuentemente en dos pasos) para los ensayos heterogé-
neos y una fiitracién o una centrifugacién (20) para los
homogéneos. Mientras que para simplificar las dilucio-
nes puede recurrirse a la adicién de fosforilcolina, fos-
foriletanolamina o anticuerpos-anti-PCR a la solucién
amortiguadora empleada, tal y como se ha hecho con
el recuento de particulas aglutinadas de latex (20), para
simplificar el filtrado de las muestras no se ha descrito
todavia ninguna técnica.

El radioinmunoensayo, el ligamiento a la fosforilco-
lina y a la fosforiletanolamina y el enzimoinmunoensa-
yo tipo «sandwichy (ensayos hetereogéneos) son de rea-
lizacién mds compleja que el recunto de particulas aglu-
tinadas de litex y la nefelometria (ensayos homogé-
neos). Los primeros requieren incubaciones y lavados
mientras que los segundos son automadticos. Ya hay en
el mercado «robots» capaces de ejecutar ensayos hete-
reogéneos y pronto dejard de ser una dificultad su rea-
lizacién de forma totalmente automatizada. Por otra
parte, el uso de anticuerpos monoclonales para el con-
jugado permite la cuantificacién de la PCR en el llama-
do ensayo en un paso, que consiste en incubar la mues-
tra y el conjugado simultdéneamente. Asi se evita un
paso de lavado y se reduce el tiempo de incubacién 30
min. y estas simplificaciones contribuyen a disminuir
la variacién debida al manejo. Esto tipo de ensayo da
curvas estandares similares y se correlaciona bien con
los otros (19). Con este método pueden ensayarse 41
muestras en duplicado en una hora y media en vez de
dos horas. Tiempos similares se han descrito para los
ensayos homogéneos automatizados (28).

Para la medida de la reaccién final, los ensayos ho-
mogéneos requieren aparatos especializados que sola-
mente se usan para estas técnicas (nefelémetros y con-
tadores de particulas). Para los hetereogéneos (radioin-
mMunoensayo y enzimoinmunoensayo) se necesitan apa-
ratos de mayor uso y aplicacién en el laboratorio cli-
nico (contadores de centelleo liquido y espectrofoté-
metros para placas de 96 pocillos).

Sensibilidad

El ligamiento a la fosforilcolina y a la fosforiletano-
lamina y el enzimoinmunoensayo tipo «sandwich» tie-
nen una sensibilidad 100 a 1.000 veces mayor que el
radioinmunoensayo, la nefelometria y el recuento de
particulas aglutinadas de latex. Las curvas de cuantifi-
cacién se rmuestran en la Figura 3, donde se aprecian
las pendientes, la linearidad de la prueba y las dilucio-
nes de las muestras.

El valor minimo detectable de la PCR es de 3 ng/ml

para el radioinmunoensayo (16), 2 ng/ml para el liga-
miento a la fosforilcolina (1 7)y 3,4 ng/ml a la fosfori-
letanolamina (18), aunque con anticuerpos monoclona-
les la sensibilidad de este método se mejor6 a 0,6 ng/ml
(19); 10 ng/ml para la aglutinacién de particulas de 14-
tex, si bien, para su uso automitico, para poder utili-
zar diluciones mds bajas, se reduce la sensibilidad a
unos 1.000 ng/ml después de afiadir anti-PCR a la
muestra (20); y de 1.000 ng/ml para la nefelometria
23).
( El valor de corte para distinguir sueros positivos de
negativos por ligamiento a la fosforiletanolamina es de
10 mg/1 (18), por radioinmunoensayo de 8,2 mg/1 (16),
por nefelometria de 6 mg/l (18) y por aglutinacién de
latex de 5,2 mg/1 (20). Aunque todos estos resultados
coinciden en el intervalo de valores, se han encontra-
do éstos mds bajos utilizando anticuerpos monoclona-
les. Por ejemplo, en la prueba de ligamiento a la fos-
foriletanolamina (18), los niveles medios de la PCR en
el suero de individuos sanos fueron de 3,4 mg/l usan-
do policlonales (correspondiente a un valor de corte en-
tre positivos y negativos de 10 mg/l) pero solo de 1,5
mg/l empleando monoclonales. Puesto que el uso de
anticuerpos monoclonales hace el ensayo mds especi-
fico, este resultado no es sorprendente. Se necesitan
mds estudios para demostrar, firmementeé, la concen-
tracion real de la PCR en un suero humano normal, ya
que los resultados obtenidos hasta ahora con policlo-
nales pueden ser erréneos (19).

Conclusiones -

Todas las pruebas estudiadas en este trabajo, excep-
to el radioinmuna{ensayo, cumplen los siguientes requi-
sitos: ,
— Los reactivos son estables a 4° C ;\weden estar
a temperatura ambiente por periodos limitados de
tiempo (35).

— Se pueden poner en soluciones liquidas evitando
pasos de reconstitucién que son fuente de errores y de
trabajo adicional para el clinico (36).

— Se pueden obtener en forma de equipo («Kit»)
(37).

— Pueden procesarse varias muestras simultinea o
secuencialmente, con un menor o mayor grado de au-
tomatizacién, en un tiempo corto.
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Las ventajas pricticas de los ensayos en fase sélida

sobre los homogéneos son las siguientes:

— Permiten la utilizaciéon de anticuerpos monoclo-

nales, lo que aumenta su grado de fiabilidad y repro-
ducibilidad lote a lote. Los anticuerpos monoclonales
dificilmente pueden utilizarse en métodos de aglutina-
cién (31),

— Tienen una mayor sensibilidad, por lo que pue-

den tener mayor interés para estudiar niveles de la PCR
en el suero de neonatos o en otros fluidos en los que
su concentracién es menor que en la sangre (18).

— El aparato de medida, el espectrofotémetro, es

simple de usar y comun con otras necesidades de me-
dida en clinica (37).

La dificultad de efectuar diluciones altas a un gran

numero de muestras y varias incubaciones y lavados
permanecen, hasta el momento, como las principales
desventajas de estos métodos. El empleo de aditivos
para disminuir la sensibilidad y el creciente uso de «ro-
bots» para la realizacién de enzimoinmuncensayos re-
solveran algunas de estas dificulatades con lo que su-
utilizacién aumentars , muy probablemente, en el la-
boratorio clinico (37).
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Augmentine i

AUGMENTINE INTRAVENOSO e —

Especiahidad de Uso Hospitalano

COMPOSICION POR VIAL: 500/50 1g/200 2g/200
Amoxicilma {DCH) (sal sodica) 500 mg 1000 mg 2000 mg
Aado davulanico (DCY)

(sal potasica) 50mg  200mg 200 mg

PROPIEDADES: s un preparado antibactenano de amplio espectro const
tudo por amoxicilina (sal sodica) y dcido clavulanico (sal patasica) Ver deta
lle de * gérmenes sensibles en la lteratura del producto INDICACIONES: La
asociacion de amoxiciina y acido clavulamco por via 1v esta indicada en
¢l tratamiento de infecciones graves producidas por germenes sensibles res
piratonias y OR L {otits medhas sinustts, amgdalits) renales y uro gerntales
{Cistits, uretritis pielonefntis), ginecologicas (genitales) de piel y de tepdos
blandos, intra abdomunales {en particular pentonits) osteo atticulares fos
teomelitis], septiceria endacardis, profilaxis en rugia abdominal POSO-
LOGIA: se administrara exclusivamente por via 1v La posologia. por convencion
se expresa en cantidad de amoxictna A) ADULTOS: se uttizaran fas presen
taciones “1g/200 mg o 2g/200 mg' Pacientes con funcidn renal normal:
la posologia habitual es 1 g dos o cuatro veces dianas por via tv diecta
muy lenta o por perfusion rapida En las septicemias e infecciones graves
la dosis puede ser elevada a 6 g dianos e incluso hasta 12 g diarios Jamas
debe superarse, en un adulto, la cantidad de 200 mg de acdo clavulanico
por administracion y 1a de 1200 mg de acdo clavulanico al dha Ast, para
una dosis de hasta 6 g dianos se utilzard la presentacion de ‘18/200 mg
y para una dosts de hasta 12 g dharios se utilizara la de ‘2¢/200 mg' Pacien-
tes con insuficiencia renal: utiizando la presentacion “1g/200 mg s dost
ficard con las cantidades siguientes, consideradas como maximo 1 g como
dosts il y a contimuacion 500 6 250 mg cada 12 horas en funcion del
aclaramiento de creatinina, 10 36 ml/mn 0 10 m/mn respectivamente Pro-
filaxis quirdirgica: 1 g durante la induccion a la anestesia en intervenciones
de duracién infenior a 1 hora En operaciones mds duraderas pueden ser e
cesanas mas dosis de 1 g (hasta un maximo de 4 g en 24 horas) 51 la mter
vencion supone un alto nesgo de infeccion puede contimuarse esta
admmistracion durante varios dias, como terapia postquirurgica, bien por
via v opor viaoral B) MIFOS, LACTANTES Y RECIEN NACIDOS: se utizara
la presentacion '500mg/50 mg’ Nifios y lactantes a partir de 3 meses {5
2 40 kg): usar 100 mg/kg/dia, en 4 admumstraciones al dia por via v direc
tamuy lenta o por perfusidn En las mfecciones graves, la dosis sera de 200
mg/kg/tia en 4 perfusiones al dia Recién nacidos y lactantes hasta 3 me-
565 (2,5 @ 5 kg: usar 100 mg a 150 mg/kg/dha, en 3 perfusiones al dia
Prematuros: usar 100 mg/kg/dia, en 2 perfusiones al dia NORMAS PARA
LA CORRECTA ADMINISTRACION: No preparar la sofucion mas que en el mo
mento de la inyeccion En adultos no deberd administrarse mds de '1g/200
mg’ por dosis por via 1v directa, nimas de ‘2g/200 mg” por cada perfusion
En s, lactantes y recien nacidos no debera adminstrarse ms de 25 tg/kg
por dosis por via1v directa 1 més de 50 mg/kg por tada perfusion La co
rrecta administracion del producto exige respetar unas normas estnictas so
bre los disolventes y vlumenes adecuados a utdizar, tempo de admimsiracion
etc., por lo que antes de su utiizacion-se reconienda consultar el prospecto
que acompafia a cada presentacion o la informacion correpondiente en mo
nografias y otros medios wnformativos del producto CONTRAINDICACIONES:
Alergia a peniciinas mononucleosts nfecciosa, leucemia Imfoide y asocia
<I6n con alopurinol PRECAUCIONES: Debe admimstrarse con precaucion en
pacientes con fupersensibiidad a cefalosporoninas 6 con antecedentes de un
fondo alérgico, fundamentalmente medicamentoso Usar con precaucion en
los casos de isuficiencia renal grave alteracion hepatica o lactancia Em-
barazo: 10 se ha establecido su tnocuidad durante el mismo INCOMPATIBI-
LIDADES: De manera general se recomienda o mezclarlo con ningun otro
producto en la mista jeninga o frasco de mfusion No deben utlizarse como
dhsolventes soluciones inyectables de glucosa (dextrosa) de bicarbonato so
dico 0 de dexirano Para mas informacién consultar el prospecto inchirdo
en cada presentacion o monografias y otros medios mformativos del produc
to INTERACCIONES: Evitar su admunistracion coryjunta con antibloticos bac
teriostaticos, por su postble antagonismo La amoxiciina, a concentraciones
altas, puede terfertr con algunas determinaciones analiticas EFECTOS SE-
CUNDARIOS: Trastomos de tipo digestiva [nauseas vomttos etc ), alergicos
y erupciones cutaneas maculo papulares Mas raramente, elevacion modera
da de las transamnasas algunos casos raros de hepatits agudo citolitica
o colestatica transitona {con o sin ictencia), nefrtis mtersticial aguda ane
mia leucopenia y trombopensa reversibles y algunos casos de colitis pseu
domembranosa tras la adminustracion de amoxicilina INTOXICACION ¥ §U
TRATAMIENTO: Con las dosis recomendadas no se han descrito sintomas
de mtoxicacion Ante una reaccién de hipersenstbibdad se suspendera su
administracion y se aphcara el tratamiento especifico antihistamunicos cor
ticosteroides, adrenalina eic) PRESENTACIONES ¥ PV.P. IVA: Frasco para per
fusidn *500/50 mg 1 vial 390 ptas frasco vial 1g/200 mg 1 vial 778
ptas, frasco para perfusion ‘2g/200 mg, 1 vial, 1240 ptas

Augmentine: ENVASES CLINCOS

500/50 mg £C 100 viales 20430 PVL 25567 PVP (VA

197200 mg EC 100 viales 40 743 PVL 50 988 PVP (Iva)

291200 mg EC 50 viales 32463 PVL 40 626 PVP (IVA)

Augrnentine es marca registrada






