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Se describe un procedimiento de sensibilizacion de placas para ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) con
antigenos vacunales. Se define como concentracion 6ptima de sensibilizaciéon aquella donde se alcanza la
mayor densidad optica con los sueros estandares y la menor con los sueros negativos y el blanco reactivo.
Como modelo se emplean ensayos indirectos correspondientes a los antigenos de captura: toxoide tetanico,
diftérico y la vesicula de membrana externa de meningococo B, materia prima activa de la vacuna
antimeningocécica VA-MENGOC-BC®. Esta metodologia permite alcanzar un mayor recubrimiento de la fase
solida, lo cual incrementa la sensibilidad de los ensayos. La ocupacion de espacios libres en la placa se hizo
mas evidente con antigenos de menor peso molecular, como los toxoides diftérico y tetanico.
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Introduccion

En los ensayos inmunoenzimdticos en fase sodlida
(ELISA) es muy importante el paso de sensibilizacion de
esta fase. En estos ensayos hay una proporcionalidad
entre el numero de moléculas inmovilizadas en la primera
capa sobre la matriz solida y las que reaccionan en la
segunda capa; esta proporcionalidad continia en capas
ulteriores y es responsable de la sensibilidad del ensayo.
El fondo desempefia un papel importante, afectando la
detectabilidad, porque con una sefial de fondo elevada
(absorbancia) se hace mas dificil discriminar bajas
concentraciones del analito en la muestra. El numero de
moléculas adsorbidas en la primera capa es
aproximadamente de 100 ng/cm2 en poliestirenos
normales; cuando se usan superficies de alta captacién
este numero puede incrementarse acerca de 400 ng/cm2.
Para obtener la maxima sensibilidad del ensayo, la
adsorcién de biomoléculas debe ser tal que sature hasta
cierto punto la superficie del soporte y disminuya también
el valor de la sefal de fondo al maximo posible, mediante
el llenado de los espacios libres sobre la superficie, que
facilitan las uniones inespecificas (1-9).

Para determinar la concentracion o actividad éptima de
recubrimiento se aplic6 una metodologia optimizada en
nuestro laboratorio, que usa no solo sueros estandares
positivos, sino también sueros negativos y el blanco
reactivo.

Materiales y Métodos
Antigenos

Como antigenos de captura, se evaluaron las vesiculas
proteicas de membrana externa de Neisseria meningitidis
serogrupo B (PM>1x1O6 Da), toxoide tetanico
(PM=150000 Da) y toxoide diftérico (PM=62000 Da) (10-
12).

Muestras empleadas

Los sueros humanos estandares respectivos, los sueros
negativos y el blanco reactivo; solucion amortiguadora
fosfato salino 0,15 M pH 7,2 (AFS), que contenian un
0,05% (v/v) de Tween 20 (AFST) y con 3% (p/v) de leche
descremada (AFSTL).

Sensibilizacion de placas para ELISA

Se sensibilizaron placas de poliestireno de alta captacion
(Costar 3590, USA) con diferentes concentraciones de
antigenos en solucion amortiguadora carbonato-
bicarbonato 0,05 M, pH 9.6, incubando 16-20 h entre
2-8 °C.

Procedimiento ELISA

Una vez eliminado el exceso de antigenos mediante
cuatro lavados con AFST, se realizaron los posteriores
pasos de los ELISA indirectos desarrollados para la
cuantificacién de anticuerpos contra los anteriores
antigenos (13-15).

Los sueros se diluyeron en AFSTL. La dilucion fue 1:20
para antitoxinas tetanica y diftérica y 1:200 para anti
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proteina vacunal de VA-MENGOC-BC®, teniendo en
cuenta en cada caso el nivel de deteccion de cada
ensayo (13-15).

Como conjugado se us6 anti IgG humana-Fosfatasa
Alcalina (A0287 Sigma, USA) diluido 1:2000 en AFSTL.

Las incubaciones fueron de 1 h a 37 °C y los lavados
entre cada paso se hicieron con AFST (4 lavados de 30
segundos cada uno). Después de incubar 30 min con el
sustrato p-nitrofenil fosfato (Sigma 104®, USA) la
absorbancia se midié a 405 nm en un lector de ELISA
(Anthos 2001, Labtec Instruments, Austria).

Analisis Estadistico

El procedimiento de sensibilizacion se evalué empleando
las muestras descritas anteriormente, realizdndose por
cada punto 4 réplicas en tres ensayos diferentes. Con los
valores promedios de absorbancia obtenidos con los
sueros humanos estandares, los sueros negativos y el

blanco reactivo, se construyeron graficos de dispersion
para cada antigeno con puntos de datos conectados por
lineas suavizadas (16).

Se defini6 como concentracién 6ptima de recubrimiento
aquella con la que se alcanz6 la meseta de mayor sefal
con los sueros estandares y la menor para los sueros
negativos y el blanco reactivo, resultado que debe
repetirse en una serie de diferentes concentraciones
cercanas, no debiendo encontrarse variaciones
significativas dentro y entre los grupos segun la prueba
de analisis de varianza (17), previa determinacion de la
normalidad con la prueba de Kolmogorov-Smirnov (17).
Se considero un error de primer tipo «< = 0,05.

Resultados y Discusion

Se verificd la etapa de sensibilizacion de las placas de
poliestireno para ELISA, para lo cual se analizé la
relacion entre la densidad optica alcanzada con los
sueros empleados y el blanco reactivo. (Figura 1 a-c).

Figura 1. Determinacion de la concentracién 6ptima de recubrimiento para diferentes antigenos vacunales.
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En la Tabla 1 se muestran las concentraciones de
recubrimiento que se seleccionaron en estos casos,
teniendo en cuenta los principios definidos, o sea, con las
que se alcanza la meseta de mayor sefial con los sueros
estandares y la menor para los negativos y el blanco
reactivo, no detectandose diferencias con respecto a las
concentraciones ubicadas en dicha zona (p >0,05).

Tabla 1. Concentraciéon 6ptima de recubrimiento con
antigenos vacunales

Concentracion
Optima

Antigeno de recubrimiento

Toxoide tetanico 6 pg/mL (10 Lf/imL)

Toxoide diftérico 3 pg/mL (8 Lf/imL)

Vesiculas de membrana 20 pg/mL
externa de meningococo B

La adsorcion de biomoléculas depende de varios factores
que pueden resumirse en los inherentes a las
condiciones de reaccioén (incluyendo la fase sdlida) y las
caracteristicas fisico quimicas de las moléculas (1-9).
Segun el predominio de grupos hidrofébicos o hidrofilicos
se facilitara la union a placas con esas caracteristicas (1-
9). En nuestro caso se usaron placas Costar 3590 de alta
captacion, que facilita la adsorcion de biomoléculas
hidrofilicas, por lo que resulta apropiado para los
antigenos proteicos estudiados. Otra caracteristica
importante es la talla del antigeno, que se relaciona de
forma inversa con la adsorcioén (1, 2, 7, 8, 9).

La determinacion de la concentracion Optima de
sensibilizacion se hace habitualmente midiendo la
actividad de anticuerpos de un suero positivo a diferentes
concentraciones de recubrimiento, hasta lograr el
maximo de respuesta, de modo que ésta se repita en una
serie de diferentes concentraciones cercanas entre si,
conocida como zona de meseta (2, 6, 7, 8, 9). Sin
embargo, este procedimiento no tiene en cuenta las
interferencias estéricas entre las inmunoglobulinas
unidas a los antigenos de captura (1, 2, 6, 7, 8) por lo
que puede alcanzarse una alta sefal sin una real
saturacién de la fase sdlida, en estas circunstancias, los
espacios libres tienen que ser bloqueados con particulas
inertes (1-8).

Nuestra metodologia permite alcanzar un mayor
recubrimiento de antigeno sobre la superficie del
poliestireno, garantizando la sensibilidad y detectabilidad
de este tipo de ensayo, dado por el empleo de sueros
estandares, tal y como se describid, y el uso ademas del
blanco reactivo y sueros negativos, que contribuyen a
seleccionar la concentracion de antigeno de

recubrimiento adecuada. Con estos ultimos sueros se
evalué la disminucion de las uniones inespecificas,
reflejada en una disminucién de la absorbancia de fondo,
usando las propias biomoléculas para llenar los posibles
espacios libres.

Se observo como la ocupacién de estos espacios se hizo
mas evidente en las moléculas mas pequefas (Figura 1
a-b) (10, 11), a pesar de la menor dilucién de los sueros
(1:20) empleada para las antitoxinas tetanica y diftérica,
teniendo en cuenta la detectabilidad requerida en estos
ensayos (13, 15), lo que pudiera facilitar la unién
inespecifica de inmunoglobulinas con el poliestireno. La
disminucién del valor de absorbancia obtenido con los
sueros negativos, y por tanto sefal inespecifica, es
dependiente de la cantidad de toxoide empleado en la
sensibilizacion de las placas, observandose claramente
la declinacion de esta respuesta, lo que es menos
evidente con moléculas de elevada talla (Figura 1 c).
Probablemente la mayor dilucién del suero (1:200) usada
en el ELISA de proteina vacunal de VA-MENGOC-BC®,
haya contribuido a disminuir las sefales inespecificas,
por lo que de requerirse una menor diluciéon, no puede
descartarse la necesidad de un paso de bloqueo
convencional con proteinas inertes a continuacion de la
fase de sensibilizacion.

La metodologia para la sensibilizacién de placas para
ELISA que se ha optimizado puede ser muy util para el
desarrollo de estas técnicas en ensayos preclinicos y
clinicos de vacunas.
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Version

A procedure for coating ELISA plates with vaccine antigens is described. The optimum coating concentration was that
achieving the highest absorbance for the standard sera and the lowest for the negative controls and the reagent blank.
Indirect ELISA is used as model. Tetanus and diphtheria toxoids, and meningococcal B outer membrane vesicle, active
principle of the meningococcal vaccine VA-MENGOC-BC®, were used as capture antigens. That procedure increases
sensitivity of the assays due to coating optimization. The saturation of possible free spaces was more evident with the
lowest molecular weight antigens, such as diphtheria and tetanus toxoids.

Keywords: ELISA, antigen, vaccine, plate coating.
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