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A padronizacao de uma técnica ultra-sensivel de determinacao de
proteinas de E.coli (ECP) tornou-se indispensavel no controle de qua-
lidade dos extratos de hormonio de crescimento recombinante (rec-hGH)
produzidos em nosso laboratorio e também é necessaria em todo tipo de
producao de proteinas injetdveis obtidas em bacteérias transformadas.

0 limite maximo de aceitabilidade deste tipo de contaminantes foi
estabelecido em 10 ppm (partes por milhdo) pelas organizagGes interna
cionais de controle. Tendo que analisar frascod com conteudo de apro-
ximadamente 2 mg de rec-hGH/mf, a sensibilidade necessaria devera ser,
portanto, de pelo menos 5 ng ECP/mf. De fato os trabalhos existentes
na literatura sobre este assunto relatam sensibilidades de até 2 ng/
mf (Anicetti e cols. J. Immunol. Methods, 1986; 91:213-224).

Com esta finalidade, objetivando especialmente sensibilidade e pre
cisdo, foi montado um sistema de ensaio imunoradiométrico (IRMA) a
partir de proteinas da cepa RRI de E.coli, a mais utilizada em nossas
transformacées, submetidas parcialmente ao mesmo processo de purifica
cdo utilizado para o rec-hGH. Esta fracdo proteica foi usada para imu
nizar quatro coelhos (New Zealand White), testando os titulos dos an-
tisoros obtidos mediante um simples radioimunoensaio montado especifi
camente para esta finalidade, empregando ECP marcadas com 1251, 0 an-
tisoro que apresentou o titulo maior foi purificado por precipitacdo
com acido caprilico seguida de cromatografia por afinidade em colu-
nas preparadas acoplando as mesmas ECP a gel de Sepharose 4B ativado
com CNBr.

As gama-globulinas anti-ECP assim purificadas foram usadas - para
marcacao com 1251 e preparacao de um sistema "sandwich-IRMA" com fase
solida em placas (Dynatech, Alexandria, VA, EUA).

Um estudo foi realizado com relacao as melhores condigoes de en -
saio, utilizando diferentes concentracgdes de I1gG (1,25; 2,50 e 5,0 mg
/mf) na preparacdo da fase solida e diferentes quantidades de 1251 -
IgG (10.000; 100.000 e 250.000 cpm/poco). A sensibilidade da técnica
nas varias condicdes foi calculada utilizando a formulacdo de Rodbard
(Anal. Biochem. 1978; 90:1-2). Também foi analisada a precisac ao lon
go da curva, a razdo ligacdo maxima/ligacdo minima e a inclinacao da
curva dose resposta, A curva obtida com 250.000 cpm de tragador e
1,25 mg/mf de IgC apresentou aparentemente os melhores parametros, com
uma sensibilidade da ordem de 0,04 ng/mf, um CV = 2-10% (n = 4 repli-
catas) e uma inclinacao de ~2000 cpm/ng ECP.

Estes dados relativos a precisdo serdo discutidos juntamente com
os conceitos de exatidao, lembrando que este tipo de ensaio sempre dg
vera ser especifico para a cepa bacteriana e o procedimento de purifi
cacao utilizados em cada caso.



