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Para evaluar la respuesta inmunolégica de cualquier candidato vacunal es necesario contar en el laboratorio
con técnicas estandarizadas y validadas. Es por ello que en este trabajo se realizaron los ensayos para la
estandarizacion del ELISA indirecto, usado para la determinacion de anticuerpos séricos anti-LPS Ogawa
contra célera en suero de humanos inoculados por via oral, asi como la evaluaciéon de los parametros de
validacion tipicos de este ensayo. Para la seleccion de las condiciones 6ptimas se evaluaron la
concentracién de recubrimiento, condiciones de bloqueo y dilucion de conjugado, con el objetivo de
seleccionar las mejores respuestas para el control positivo, el control negativo y el blanco en cada caso.
Una concentracién de 25 pg/mL de LPS Ogawa en PBS, como recubrimiento, durante toda la noche; leche
descremada al 0,5% en PBS, 30 min a temperatura ambiente como bloqueo y el conjugado anti-lgA-HRP
diluido 1:5000, resultaron las variables éptimas para el ensayo. En cuanto a la validacién de la técnica los
parametros evaluados fueron precision, exactitud, limite de deteccion, especificidad y robustez. Para ello se
siguié un protocolo de validacién que permitiera evaluarlos, y en todos los casos el ensayo se considerd
adecuado, siempre y cuando el coeficiente de variacién resultara ser menor del 20%. En todos los
parametros evaluados se cumplié con este requisito, considerando asi los resultados confiables y

reproducibles.
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Introduccién

El desarrollo de la inmunologia, especificamente el
estudio de la inmunidad de mucosa y el hecho de que
el agente etiologico del colera no es un germen
invasivo, ha llevado a la aceptacion general de que una
vacuna contra el cdlera, verdaderamente protectora,
debe ser administrada por via oral, de manera que
estimule adecuadamente al sistema inmune a nivel de
la mucosa intestinal (1). En este sentido, en el
Laboratorio de Bacterias Enteropatégenas del Instituto
Finlay se trabaja intensamente, desde hace varios
afos, con el proposito de lograr una vacuna contra
esta enfermedad.

La cepa 638 V. cholerae O1 El Tor Ogawa es uno de
los candidatos vacunales que ha sido evaluado en
humanos y ha resultado ser bien inmunogénica y poco
reactogénica (2). Las técnicas mas empleadas en los
estudios preclinicos y clinicos para la evaluacion de la
inmunogenicidad son el ensayo de inmunoadsorcion

Lipopolisacarido (LPS) de V. cholerae (3) y la

determinacion de anticuerpos vibriocidas (4).

Debido a que la evaluacion de la inmunogenicidad
producida por una vacuna requiere de una adecuada
consistencia y reproducibilidad en sus resultados, la
correcta estandarizacion del ensayo analitico, seguida
de la validacion del método, son elementos que
ademas de su importancia individual, estan
estrechamente relacionados.

En este trabajo se resumen los principales resultados
en el proceso de estandarizacién y validacion del ELISA
utilizado para la determinacién de anticuerpos de clase
IgG, IgA e IgM en suero de humanos inoculados con la
cepa atenuada 638 V. cholerae O1 El Tor Ogawa,
candidato vacunal contra cdlera.

Materiales y Métodos

Muestras evaluadas: Se seleccionaron los sueros
procedentes de voluntarios previamente inoculados por
via oral con la cepa atenuada 638 V. cholerae O1 El

ligado al enzima (ELISA), utilizado para Ila Tor Ogawa, o que recibieron placebo, en los ensayos
determinacién de anticuerpos séricos contra el
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controlados de evaluacion de la reactogenicidad e
inmunogenicidad en esta cepa.

Seleccidn de las condiciones 6ptimas de ensayo

Se realiz6 la estandarizacién del ELISA indirecto para la
determinacién de anticuerpos séricos anti-LPS,
variando  parametros como  concentracion  de
recubrimiento, tipo y condiciones de bloqueo vy
diluciones del conjugado, con el fin de seleccionar en
cada caso la mayor respuesta para el control positivo,
los menores valores para el control negativo y el
blanco. La lectura de la placa se realiz6 a 492 nm vy el
titulo se defini6 como el logaritmo del inverso de la
dilucién interpolada a la que se alcanza el valor de
absorbancia de 0.4.

Parametros de Validacion

El ELISA se realizd segun las condiciones 6ptimas
alcanzadas en la estandarizacién y descritas en el
Procedimiento Normalizado de Operacién (PNO) No:12-
264.

e Precision

Se estimé titulando tres muestras de suero de alto,
medio y bajo titulo de anticuerpos IgA, IgG e IgM.
Cada muestra se titulé siete veces. Se hicieron tres
replicados para las pruebas intra e interensayos. Para
expresar las variaciones se calculd el coeficiente de
variacion (CV). Como criterio de aceptacion se usé un
CV menor del 20% (5).

. Exactitud

Se evalud una muestra de titulo conocido siete veces
en una misma placa. Se le calcul6 el titulo de la
muestra y el antilogaritmo para conocer la dilucion de
trabajo (6). Como criterio de aceptaciéon se us6 un CV
menor del 20% (7, 8).

. Limite de deteccién

Se hicieron 72 repeticiones del blanco reactivo (suero
negativo) en tres placas diferentes para cada una de
las clases de anticuerpos evaluadas en este trabajo. Se
tomo6 como estimado del limite de deteccion el valor
promedio, mas tres veces la desviacion estandar.

e Especificidad

Se realiz6 el ensayo utilizando como muestra un suero
humano de un voluntario vacunado con la vacuna
cubana antileptospira vax-SPIRAL y una muestra de
suero humano anticélera.

. Robustez

Para evaluar la robustez del método se introdujeron
pequefias variaciones en la técnica con el objetivo de
determinar su influencia en los resultados.

Andlisis Estadistico

El analisis estadistico se realiz6 usando el paquete
estadistico SPSS sobre Windows, version 10.0, asi
como el paquete estadistico R, version 1.4.1. Se us6
un nivel de significacion estadistica del 0,05% para
todas las comparaciones. Para el analisis de la
especificidad y robustez se usé un test de ANOVA
simple para comparar los titulos medios geométricos de
las muestras para las tres inmunoglobulinas.

Resultados y Discusion

En la evaluacién de la inmunogenicidad frente a
candidatos vacunales contra colera, constituyen
herramientas muy valiosas los métodos ELISA para la
determinacién de anticuerpos séricos contra el LPS de
V. cholerae (3) y la determinacidon de anticuerpos
vibriocidas (4).

Para establecer las condiciones Optimas de ensayo
analizamos diferentes concentraciones de LPS Ogawa,
desde 1,25 pg/mL hasta 100 pg/mL en tampén PBS,
pH 7.4 o en tampé6n Carbonato 50 mM, pH 9.6, a
diferentes tiempos de incubacion. Se comprobd que la
concentraciéon de LPS a 25 pg/mL en tampon PBS pH
7.4, mostré una seflal mas definida entre el suero
positivo y negativo que en Carbonato 50 mM, pH 9.6,
no existiendo diferencias significativas entre ambos
amortiguadores (p>0,05). En cuanto al tiempo resultd
que 1 h para el recubrimiento de la placa con el LPS
fue insuficiente, los tiempos de incubacién de 2 h, 4 h
y toda la noche no mostraron diferencias significativas
entre ellos (p>0,05) y si con el de 1 h (p<0,05), por lo
que se decidid realizar la sensibilizacion de la placa
toda la noche para optimizar el tiempo de realizacién de
la técnica.

En el bloqueo se evaluaron diferentes concentraciones
de leche descremada a diferentes tiempos vy
temperaturas de incubacion. Cuando obviamos el paso
de bloqueo se observd un incremento de la sefial tanto
para el suero positivo como para el suero negativo;
esto puede ser debido a reacciones inespecificas. Al
variar las concentraciones de leche descremada desde
0,5% hasta el 3% no se observaron diferencias
significativas (p>0,05). Tampoco se observaron
diferencias  significativas cuando variamos la
temperatura a (37 °C y a temperatura ambiente) y los
tiempos de incubacién (30 min y 1 h) (p>0,05).

Para establecer la dilucién O6ptima de trabajo del
conjugado anti-lgA humana se analizaron diluciones
desde 1:1000 hasta 1:10000 a temperatura ambiente.
También se variaron los tiempos de reaccion del
mismo. La seleccion de la dilucion o6ptima del
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conjugado se determind discriminando la mayor
diferencia de sefial de absorbancia entre el suero
control positivo y el negativo (9, 10). Se observé que
las diluciones de conjugado 1:4000 y 1:5000 no
mostraron diferencias significativas entre ellas (p>0,05)
y si entre estas y las diluciones superiores (p<0,05).
Diluciones de conjugado por debajo y por encima de
1:4000 y 1:5000 no mostraron sefiales de absorbancia
adecuadas para este tipo de ensayo, lo que pudo
deberse a  reacciones inespecificas  en el
reconocimiento del complejo antigeno-anticuerpo por el
conjugado. Por lo que, decidimos trabajar con 1:5000
para un uso eficiente de este reactivo que tiene un alto
precio en el mercado internacional. Por otra parte,
analizando la diluciéon escogida (1:5000) se demostré
que no hay diferencias significativas entre los tiempos
de incubacion de 1 h y 2 h (p>0,05) y si con respecto
a 30 min (p<0,05). Es por ello que para desarrollar el
ensayo en un menor tiempo, resultdé mas factible
trabajar el conjugado a una dilucién 1:5000, 1 h a
temperatura ambiente.

En resumen, las condiciones 6ptimas de ensayo para la
determinacioén de los anticuerpos de clase IgA en suero
humano fueron: recubrimiento con LPS Ogawa a una
concentraciéon de 25 pug/mL en tampén PBS, pH 7.4 e
incubacion toda la noche a 4 °C; bloqueo con leche
descremada al 0,5% en PBS, pH 7.4 durante 30 min a
temperatura ambiente; muestras y controles diluidas en
tampon PBS, pH 7.4 -Tween 20 al 0,05%, incubando
2 h a temperatura ambiente; conjugado anti-lgA en
dilucion 1:5000 en leche descremada al 1% en el
mismo tampon, 1 h a temperatura ambiente.

Validacién del ELISA

La metodologia seguida en la validaciéon esta descrita
en el Protocolo de Validacion 11-069.

Segun las categorias que establece la OMS los
métodos analiticos se agrupan en cuatro categorias y
nuestro método esté incluido en la clase D (potencia y
actividad) debido a que el ELISA es una técnica in vitro
donde se miden anticuerpos especificos contra
cualquier tipo de antigeno, se requieren cantidades
minimas de suero y permite evaluar un gran nimero de
muestras de ensayo (5).

e Precision

Las tres muestras de sueros estudiadas en la precision
intraensayo, resultaron ser menores del 5% (Tabla 1).
Solo en la determinacion de anticuerpos IgM en el
suero de bajo titulo el CV alcanzé valores superiores al
6% (6,29%). Estos resultados estan dentro del limite
aceptado por la OMS para técnicas de este tipo. En la
precision intermedia los CV estuvieron por debajo del
15% (Tabla 2). Solo para la determinacion de 1gG en el
suero de titulo alto se alcanzé un CV superior al 15%
(15,22%). Por lo que estos resultados los
consideramos altamente satisfactorios segun lo
reportado para inmunoensayos (11). Se ha reportado
que el CV para este pardmetro no debe superar el
20%, siendo oOptimos los inferiores al 5% y el 10%
respectivamente (12). En este estudio las diferencias
entre los CV de ambos ensayos puede deberse al grado
de preparacién técnica que tienen ambos analistas. No
obstante, estos valores son considerados aceptables
para reportar la precision intermedia de este tipo de
ensayo bioloégico. Se debe tener en cuenta que la
precision esta limitada por errores accidentales en las
condiciones experimentales como errores técnicos,
manuales que en ocasiones no pueden ser evitados
(13). Por lo que podemos afirmar que la ligera
imprecision encontrada no hace peligrar la
reproducibilidad de los resultados.

Tabla 1. Coeficiente de variacion de las muestras en el ensayo de repetibilidad.

Muestras IgA 19G IgM
n=7
Titulo CV (%) Titulo CV (%) Titulo CV (%)
promedio promedio promedio
Alta 2,35 1,14 2,83 1,21 2,75 3,54
Media 2,21 2,69 2,65 1,40 2,42 0,78
Baja 1,99 1,13 2,52 4,40 2,18 6,29

Titulo: es el logio del inverso de la dilucion interpolada que dio una lectura de densidad 6ptica

de 0,4 por encima del blanco de la placa.
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Tabla 2. Coeficiente de variacion de las muestras en el ensayo de precisién intermedia.

Muestras IgA 19G IgM
n=7
Titulo CV (%) Titulo CV (%) Titulo CV (%)
promedio promedio promedio
Alta 2,35 1,10 1,10 15,22 1,02 7,42
Media 2,26 2,67 0,72 10,49 0,85 4,09
Baja 1,88 6,31 0,44 10,03 0,62 7,32

¢ Exactitud

Para valorar la exactitud se determind el titulo de
anticuerpos de tipo IgA, IgG e IgM anti-LPS Ogawa a la
muestra de suero positivo. Se calcul6 el antilogaritmo

del titulo de anticuerpos para determinar las diluciones
del suero para IgA, IgG e IgM, las cuales fueron 1:600,
1:500 y 1:200 respectivamente. Los resultados se
muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Coeficientes de variacién para el ensayo de exactitud.

Clase de Dil. de trabajo  Titulo promedio DE CV (%)
Inmunoglobulina

IgA 1:600 2,78 0,04 13,48

19G 1:500 2,70 0,03 10,60

IgM 1:200 2,34 0,02 13,06

DE: Desviacion estandar

Los CV resultaron ser menores del 15% para las tres
inmunoglobulinas evaluadas, lo que permite considerar
que nuestro método es exacto y que por tanto mide la
concentracion real de anticuerpos especificos
presentes en la muestra, dentro del error experimental.
La exactitud depende de la reaccion inmunoenzimatica,
de la muestra en estudio y la especificidad del método,
por lo que podemos pensar que la estrategia seguida
para el desarrollo de nuestro ensayo fue adecuada
(14).

. Limite de deteccién

Para la evaluacion de este parametro se realizaron 72
repeticiones del blanco reactivo (Tabla 4). Se observo
que la absorbancia minima detectable para cada una de
las repeticiones de la muestra supuestamente negativa
fue baja. El limite de deteccién calculado adicionandole
al valor promedio de la absorbancia tres veces la
desviacion estandar (15) mostré que nuestro ensayo, a
pesar de no ser cuantitativo seria capaz de detectar

Tabla 4. Limite de deteccién para el inmunoensayo.

cantidades minimas de anticuerpos frente al antigeno
de interés (LPS). El limite de deteccion calculado en
nuestro estudio coincide con los reportados por
diferentes autores para evaluar la respuesta inmune
inducida por vacunas (14, 16). Sin embargo, no se
puede descartar la presencia de cantidades minimas de
anticuerpos especificos no detectables por este
método. En la literatura se plantea que para evaluar la
inmunogenicidad en vacunas o para realizar estudios
seroepidemiolégicos, es conveniente utilizar ensayos
cuantitativos, en los cuales los resultados presentan
una distribucion continua (14, 15). Este ensayo se
trata de un ELISA semicuantitativo, en el cual los
resultados se expresan en forma de titulos de
anticuerpos (logaritmo del inverso de la dilucion) los
cuales constituyen valores discontinuos (14, 17). Es
importante sefialar que el proceso de sensibilizacion y
recubrimiento de la fase solida de la placa es
imprescindible para obtener buenos resultados en este
parametro (18).

Clase de Abs. promedio DE Limite de deteccion
Inmunoglobulina (n=72)
IgA 0,145 0,004 0,158
[e]€] 0,266 0,015 0,313
IgM 0,179 0,065 0,377

Abs. Absorbancia

VacciMonitor

14 Afio 12 No. 1. Enero-Marzo del 2003



e Especificidad

La especificidad se determiné evaluando un suero de
humano inmunizado con la vacuna antileptospirdsica
cubana vax-SPIRAL y comparandolo con la muestra de
suero positivo utilizada para la estandarizacion y
validacion del método. La muestra de suero anti-
leptospira no mostrd respuesta de anticuerpos para
ninguna de las clases de inmunoglobulinas evaluadas
frente al LPS Ogawa, existiendo diferencias
significativas entre las dos muestras evaluadas (p <

Figura 1. Especificidad del inmunoensayo. Significacion
estadistica entre ambas muestras (p<0,05).

D.0 (492 nm)

1.6 7 % Suero anti-Leptospira
Usuero anti-Célera

1.2

0.8 ]

0.4

0.0

IgA 19G IgM

. Robustez

En este parametro se realizaron pequefias variaciones a
la técnica para determinar la variabilidad en la medicién
de la respuesta de anticuerpos.

La primera variable que analizamos fue la incubacion de
la muestra de suero por 1 h a 37 °C. Como se observa
en la Figura 2, no encontramos diferencias
significativas entre la condicién utilizada, normalmente
usamos para la realizacion del ensayo (2 h a
temperatura ambiente) (p>0,05).

Figura 3. Robustez variando bloqueo y conjugado en
BSA. Variable normal: bloqueo con leche descremada
0,5% y conjugado en leche descremada al 1%.

DBsA0.1%
OBsa0.5%
Epsa 1%
OVariable normal
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0,05), por lo que podemos considerar que este método
de ensayo es especifico. Ademas, podemos plantear
que debido a la pureza del antigeno utilizado para el
recubrimiento de la placa se pudo discriminar entre
anticuerpos especificos y no especificos sin la
interferencia de otros componentes séricos no
relacionados, de ahi la alta especificidad alcanzada en
el ensayo.

Figura 2. Robustez. Evaluacion de la incubacion de
la muestra de suero positivo 1 h a 37 OC. Variable
normal: incubacién del suero positivo 2 h a
temperatura ambiente.

Titulos Ac
Bvariable modificada

3.0 7 Ovariable normal

1gG IgM

En segundo lugar, evaluamos el bloqueo y la dilucién
del conjugado en soluciones de BSA a concentraciones
de 0,1, 0,5, y 1% (Figura 3). Se observd que no
existen diferencias significativas con las variables
modificadas al compararlas con las condiciones de
bloqueo y conjugados establecidas en la
estandarizacion (bloqueo con leche descremada 0,5%
y conjugado en leche descremada al 1%) (p>0,05).

Figura 4. Robustez. Evaluacion de las muestras
diluidas en leche descremada al 3% en PBS, pH 7,4 en
Tween 20 al 0,05% (variable modificada). Variable
normal: muestras diluidas en PBS, pH 7,4 en Tween
20 al 0,05%.

D.O (492nm) Byariable modificada

3.0 Dy ariable normal

0.0 T .
IgA 19G IgM
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Por dltimo, variamos el diluente de las muestras,
utilizando en este caso, leche descremada al 3% en
tampon PBS, pH 7,4, en Tween 20 al 0,05%. Como se
observa en la Figura 4 no se mostré diferencia
significativa con respecto a la dilucion de las muestras
en tampoén PBS, pH 7,4 en Tween 20 al 0,05%
(p>0,05). Estos resultados nos demuestran que
pequefios cambios ocasionados a la técnica no
conllevan a variaciones apreciables en los titulos de
anticuerpos determinados mediante el inmunoensayo.
Es por ello que podemos afirmar que nuestra técnica es
robusta y nos brinda un margen de confiabilidad en la
evaluacién de la inmunogenicidad de los candidatos
vacunales.

Basados en los resultados obtenidos podemos
considerar nuestro ensayo validado. Como se pudo
apreciar existié6 un cumplimiento satisfactorio de todos
los parametros de estandarizacion y validacion del
inmunoensayo. Las pautas metodologicas marcadas en
la estandarizacion y validacion del ensayo nos
permitieron llegar a establecer un método homogéneo
que nos permitird evaluar con alta reproducibilidad y
confiabilidad la deteccion de anticuerpos séricos in
vitro en el suero de humanos inoculados con
candidatos vacunales contra colera.
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Validation of an ELISA assay to determine antibodies against LPS of Vibrio Cholerae

Abstract

In order to evaluate the immunological response to any vaccine candidate, it is necessary to have standardized and
validated laboratory techniques. For this reason the standardization of an indirect ELISA, used for determining serum
antibodies against Ogawa LPS to cholera in sera of humans inoculated orally, was carried out; as well as the
evaluation of the typical validation parameters for this assay. The optimal conditions for the coating concentration,
blocking conditions and conjugate dilution were evaluated to select the best results for the positive control, the
negative control and the blank. A 25 pg/mL concentration of Ogawa LPS in PBS left overnight for coating, 0,5%
skimmed milk in PBS during 30 min at room temperature for blocking and anti-lgA-HRP diluted 1:5000 as conjugate
were found to be the optimal variants for the assay. With respect to the technique validation, the parameters
evaluated were precision, exactness, detection limit, specificity and robustness. A validation protocol allowing their
evaluation was carried out. In all cases the assay was considered adequate, if the variation coefficient was less
than 20%. For all the parameters evaluated this requisite was fulfilled, so that the results were considered to be
reliable and reproducible.

Keywords: Cholera, ELISA, standardization, validation.
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