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La seleccion de sueros de donantes sanos para la obtencién de una gamma hiperinmune contra la
infeccion por Pseudomona aeruginosa, asi como la evaluacidon de la respuesta inmunolégica de
cualquier candidato vacunal contra este microorganismo necesita contar en el laboratorio con
técnicas estandarizadas. En este trabajo se realizaron los ensayos necesarios para el montaje y la
optimizacién de un ELISA indirecto para la determinacion de anticuerpos séricos de clase IgG anti-
LPS de P. aeruginosa O11. Se evaluaron la concentracién de recubrimiento, condiciones de bloqueo,
dilucién de trabajo de las muestras a evaluar y del conjugado con el fin de seleccionar en cada caso
las mejores respuestas para el control positivo, el control negativo y el blanco del ensayo. Una
concentraciéon de 1,5 pg/mL de LPS O11 en PBS toda la noche a 4 °C como recubrimiento, la
necesidad de no incluir un paso adicional de bloqueo y el conjugado humano anti IgG-HRP diluido
1:3000, 1 h a 37 °C resultaron las variables 6ptimas para el ensayo. Por otra parte, se estableci6
el rango lineal de la curva del control positivo y se seleccioné la dilucién de trabajo 1:100 para las
muestras de sueros a evaluar.
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Introduccién Por otra parte, el empefio por lograr terapias
alternativas para combatir las infecciones

Pseudomonas aeruginosa; patdgeno gramnegativo ) -
producidas por P. aeruginosa ha ocupado a

versatil y oportunista en términos de su genética,
potencial metabdlico y mecanismos de virulencia,
es causa frecuente de severas infecciones en
pacientes hospitalizados a escala mundial, siendo

investigadores de todo el mundo para poder
obtener una globulina hiperinmune a partir de
sueros de donantes sanos para su aplicacién clinica

capaz de infectar practicamente todos los érganos
y sistemas del organismo humano (1). La infeccion
causada por este microorganismo es facilitada por
la presencia de enfermedades subyacentes como el
cancer y la fibrosis quistica, o en pacientes que
sufren de heridas por quemadura (2).

Uno de los determinantes de virulencia mas
relevantes de este germen es el lipopolisacarido
(LPS), el cual representa el principal componente de
la envoltura de esta bacteria y la base quimica de
la seroespecificidad somatica de P. aeruginosa, lo
que permite que sea utilizado en el diagndstico de
infeccién por P. aeruginosa y en la evaluacion de la
respuesta inmune de candidatos vacunales (3).

(4, 5, 6). La evaluacion de la inmunogenicidad
producida por un candidato vacunal o de una
gamma especifica contra P. aeruginosa requiere de
un ensayo analitico con adecuada consistencia y
reproducibilidad en sus resultados, para lo cual
importancia la correcta
estandarizacion de la técnica a emplear.

resulta de suma

En este trabajo se resumen los principales
resultados en el proceso de determinaciéon de las
ensayo de
inmunoadsorcién ligado a enzima (ELISA) indirecto

condiciones 6ptimas del
y cuantitativo, utilizado para la detecciéon de
anticuerpos de clase IgG anti-LPS de P. aeruginosa
011 en suero de individuos sanos.
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Materiales y Métodos

Preparacion del estandar y control negativo: Se
confeccioné el estandar del ensayo a partir de una
mezcla de 13 sueros de individuos enfermos con
afecciones crénicas respiratorias y pacientes con
fibrosis quistica, confirmados de infeccién por
P. aeruginosa por pruebas microbiolégicas vy
bioquimicas. También se incluyé un control
negativo que consistié en una muestra de suero de
un individuo sano que no mostré niveles de
anticuerpos por un ELISA indirecto preliminar para
la deteccién de anticuerpos IgG anti-LPS de
P. aeruginosa 011.

Seleccion de las condiciones 6ptimas de ensayo

Recubrimiento: Se evaluaron placas de poliestireno
con fondo plano de 96 pocillos Polysorp vy
Maxisorp, Nunc. Como antigeno de recubrimiento
del ensayo se empled LPS de P. aeruginosa O11, a
una concentraciéon de Tmg/mL, purificado por el
método alcohol-fenélico (7). A partir de éste se
evaluaron diferentes concentraciones de
recubrimiento desde 0,01 ug/mL hasta 50 ug/mL,
diluido en tampén 0,15 M fosfato-salino, pH 7,4
(TFS) usando tiempos de incubacién de 2 h a 37 °C
0 16-20 h a 4 °C. Para determinar la concentracién
6ptima de recubrimiento se empleé el valor
normalizado del estandar con respecto al control
negativo (E/N).

Se define como la concentracion 6ptima de
recubrimiento a una temperatura, tiempo vy
amortiguador definido, como aquella en la que el
suero estdndar alcance la mayor sefal,
generalmente mantenida a concentraciones
superiores ("meseta") y se obtenga la menor senal
para el control negativo y el blanco reactivo (8).

Bloqueo: El bloqueo de la placa se realizé con
diferentes concentraciones de leche descremada,
Merck desde 0,5 g/100 mL hasta 3 g/100 mL en
solucién TFS con incubacién a 37 °C o a 20-25 °C
y tiempos de 30 min o 1 h. Para evaluar el bloqueo
se empled igualmente el valor normalizado E/N.

Estandar: Para la determinacion del rango de la
curva estandar se realizaron diluciones dobles
seriadas del mismo desde 1:50 hasta 1:204800 en
TFS con Tween 20 al 0,05% (TFS-T) con leche
descremada al 3% (TFS-LT) y se incubé 1 h a
37 °C. Posteriormente, se escogieron aquellas

diluciones de la curva que presentaron un
coeficiente de determinacién R? >0,98 y se le
asignaron 100, 50, 25; 12,5; 6,25; 3,12 unidades
(U/mL). Se realiz6 el ajuste de la curva por ecuacion
polinomial de segundo orden, se calculé la ecuacién
de la curva y el coeficiente de determinacion (R?).

Conjugado: Se realizé6 la estandarizacién del
conjugado anti-lgG humana-peroxidasa de rdbano
picante (PRP), Sigma Chemical Co., St. Louis, MO
(AB029). Para ello se hicieron diluciones de trabajo
desde 1:1000 hasta 1:8000 en TFS-LT. Ademas,
se estudiaron las condiciones de incubacién de 1 h
a 37°Cy 1 ha 20-25 °C. Para evaluar la dilucién
de trabajo del conjugado se empled igualmente el
valor normalizado E/N.

Se probaron diferentes combinaciones de
incubacién de las muestras y del conjugado, con las
que se compararon la variante 1 con la 2 y con
la 3 respectivamente. Estas fueron: 1) muestras
1 ha37°C yconjugado 1 ha 37 °C; 2) muestras
1 h a 20-25 °C y conjugado 1 h a 20-25 °C;
3) muestras 2 h a 20-25 °C y conjugado 1 h a 20-
25 °C.

Revelado: Se adicioné el sustrato o-fenilendiamina
(OPD), Sigma (0,4 mg/mL) en tampén 0,1 M citrato
trisédico, a pH 4,5 y perdéxido de hidrégeno al
0,04% durante 15 min, protegiéndose de la luz.
Luego se detuvo la reaccién con acido sulfdrico 2
N y se realizé la lectura a 492 nm en un lector de
ELISA Titertek Multiskan.

Entre cada paso del ensayo se realizaron 4 lavados
con agua destilada-Tween 20 al 0,05% para
eliminar los excesos de reactantes. Antes del
revelado del sistema se duplicé el niamero de
lavados del ensayo.

Método confirmatorio para determinar la verdadera
positividad o negatividad de las muestras

Para el ensayo se seleccionaron aleatoriamente 57
sueros de donantes sanos del Banco de Sangre de
Marianao negativos a las pruebas de VIH, hepatitis
B y toxoplasmosis y 10 sueros de individuos
enfermos con afecciones crénicas respiratorias y
pacientes con fibrosis quistica. Una parte de cada
uno de los sueros se absorbié frente a la cepa de P.
aeruginosa 011, siguiendo el procedimiento que
describimos brevemente.
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a) Preparacién del cultivo de P. aeruginosa O11: Se
realizé un cultivo a partir de la cepa de referencia
serotipo especifica de P. aeruginosa O11 en el
medio de cultivo caldo cerebro corazén (BHI),
BIOCEN durante 6 h a 37 °C, con agitacién a 200
r.p.m. El cultivo se centrifugdé durante 30 min a
11400 x g. A partir de la masa celular se realizé
una suspension celular, la cual se ajusté su
concentracion por densidad optica a longitud de
onda de 620 nm a 2,5 en un espectrofotémetro
Ultrospec 1000.

b) Método de absorcion: Se mezclaron 250 uL de
la suspension celular de P. aeruginosa 011
previamente ajustada y 250 ulL de cada suero
diluido 1:50 en leche 6g/100 mL en TFS-T para una
dilucién final de 1:100 y una concentracién de
leche del 3 g/100 mL . La mezcla se incubé a 4 °C
toda la noche. Posteriormente, se centrifugé a
16 000 x g durante 10 min y se colecté el
sobrenadante que se evalué en el ELISA. Cada
muestra se evaludé también sin absorber a una
dilucién final de 1:100 y condiciones similares a la
pareja absorbida.

Se consideré una muestra como realmente positiva
cuando se detectaron diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de cada una de las
réplicas absorbidas y sin absorber.

Criterio para establecer el valor de corte: Se
establecié como valor de corte preliminar el menor
valor cuantificable de la curva estadndar segun los
criterios utilizados para la seleccién de la curva
descritos anteriormente.

Calculo de sensibilidad y especificidad

Para el calculo de la sensibilidad y especificidad se
utilizaron 57 sueros aleatoriamente seleccionados
de donantes sanos del Banco de Sangre de
Marianao y 10 sueros de individuos enfermos con
afecciones crénicas respiratorias y pacientes con
fibrosis quistica, de los cuales una parte de cada
uno de ellos se absorbié frente a la cepa de P.
aeruginosa 011 siguiendo el mismo procedimiento
descrito anteriormente.

Se considerd una muestra como realmente positiva
cuando se detectaron diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de cada una de las
réplicas absorbidas y sin absorber.

Se determinaron los valores de sensibilidad (S) y
especificidad (E) segun las férmulas:

S=VP/(VP + FN) E=VN/(VN + FP)

Donde: VP representa la cantidad de sueros
verdaderos positivos, VN la cantidad de verdaderos
negativos, FN los sueros falsos negativos y FP los
falsos positivos.

Analisis Estadistico: Se realizaron 4 réplicas de
cada muestra para cada uno de los paradmetros
evaluados y se utilizé6 la prueba de andlisis de
varianza, disefio en bloques, para determinar la
presencia o no de diferencias estadisticamente
significativas entre las distintas combinaciones
empleadas. Se empleé la prueba de rangos
multiples en caso de que existieran diferencias
significativas para determinar los grupos diferentes
y los semejantes. En todos los casos se consideré
un a=0,05.

Resultados y Discusion

Seleccion del soporte sélido y condiciones de
recubrimiento

En nuestro ensayo evaluamos primeramente la
seleccion del soporte sdlido del ELISA que consistié
en placas de poliestireno Maxisorp y Polysorp,
Nunc. La placa Polysorp mostré6 mejor senal del
factor E/N que la Maxisorp, con diferencias
altamente significativas entre ambos (p<0,05)
(Figura 1).

Estos resultados concuerdan con lo esperado
debido a que el material de las placas Polysorp es
mas hidrofébico que la Maxisorp, favoreciendo la
adsorciéon de antigenos de caracter hidrofébico
como es el caso del LPS que presenta en su
estructura una parte lipidica (lipido A). Las placas
Maxisorp favorecen la adsorcion de antigenos de
caracter hidrofilico (proteinas), por tanto, se ve
menos favorecida su unién en este tipo de placas
(9).

Para determinar la concentracion O6ptima de
recubrimiento analizamos diferentes concen-
traciones de LPS de P. aeruginosa 011, desde 0,01
pg/mL hasta 50 pg/mL en TFS que es ampliamente
utilizado para este tipo de técnicas. Se observa en
la Figura 2 que la meseta de la curva estd desde
0,39 a 12,5 pg/mL (p>0,05).
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Figura 1. Estandarizacién del recubrimiento con LPS de P. aeruginosa
011 variando soporte (placas Maxisorp y Polysorp, Nunc), incubacién
16-20 h a 4 °C. E/N: Estandar/Control Negativo (Factor de
normalizacién). Dilucion de los sueros 1:100. No significacion
estadistica en el rango de "meseta” de la curva 0,39-12,5 ug/mL
para placa Polysorp (p>0,05). Significacion estadistica entre las
placas (p<0,05).
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Figura 2. Estandarizacion de recubrimiento con LPS de P.
aeruginosa 011 en TFS variando las condiciones de incubacién
de 2 h a 37°C o 16-20 hs a 4°C en placas Polysorp. E/N:
Estandar/Control Negativo (Factor de normalizacion). Dilucién de
los sueros 1:100. Significacion estadistica entre 2 h a 37 °C y
16-20 h a 4°C (p<0,05).
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La concentraciéon escogida por nosotros como concentracién de
trabajo fue de 1,5 pug/mL, valor que se encuentra en el centro de la
meseta y asi evitamos trabajar en los limites de ésta, ya que a
concentraciones menores a 0,39 ug/mL el recubrimiento es
insuficiente y a concentraciones mayores de 12,5 ug/mL ocurre el
efecto "gancho". Ademads, se observa mayor estabilidad en las placas
Polysorp a condiciones de incubacién de 16-20 hs a 4 °C con
diferencias altamente significativas con respecto a la incubacién de
2 h a 37 °C (p<0,05). Al parecer, esta Ultima condiciéon no es
suficiente para la adsorcién del antigeno a la placa. El tiempo y la

temperatura son condiciones
directamente proporcionales a la
adsorcién, en el segundo caso
debido al aumento de la velocidad
de difusién que incrementa la
interaccién entre la biomolécula y
la fase sélida, se requiere
también un tiempo apropiado
para lograr una inmovilizacién
efectiva (10).

Por otra parte, la sensibilizacién
de la placa 16-20 hs a 4 °C
permite optimizar el tiempo de
realizacion de la técnica
haciéndola mas apropiada al
laboratorio.

Determinacion de la necesidad
de incluir un paso de bloqueo.

Tratando de establecer un patréon
a seguir en el paso de bloqueo,
se evaluaron diferentes
concentraciones de leche des-
cremada a diferentes tiempos y
temperaturas de incubacién.
Algunos autores plantean que el
lavado con Tween 20 al 0,05%
hace innecesario este paso. Aun
y cuando se mantuvieran algunos
espacios sin cubrir, la concen-
tracion de leche descremada vy el
Tween 20, constituyentes del
amortiguador empleado para la
diluciéon de las muestras y del
conjugado, contribuirian a
minimizar las interacciones
inespecificas (11).

Se debe tener en cuenta que el
Tween 20, al igual que otros
detergentes, ejerce un efecto
bloqueador al competir con otras
moléculas por los sitios de unién
hidrofébicos e hidrofilicos (11).
También la leche descremada,
ademéas de ser un excelente
agente bloqueador, proporciona
una concentracién proteica y
glucidica apropiada para |la
estabilizacion de los inmuno-
reactantes en fase liquida (8).
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En nuestro trabajo, cuando analizamos Ilas
condiciones de incubacién para el bloqueo a las
diferentes concentraciones de leche descremada
desde 0g/100 mL hasta 3g/100 mL no se
observaron diferencias significativas (p>0,05) entre

Figura 3. Estandarizacion del Bloqueo. Prueba con leche descremada
en TFS, a 37°C y 20-25 °C. E/N: Estandar/Control Negativo (Factor
de normalizacién). Dilucion de los sueros 1:100. No significacién

estadistica entre no bloqueo y bloqueo (p>0,05).

257

Por tanto, decidimos no incluir un paso adicional de bloqueo con
leche descremada, lo que nos permite ahorrar reactivo y tiempo en

la realizacion del ensayo.

Figura 4. Estandarizacion del conjugado anti-lgG humana-PRP.
ambiente. E/N:
Estandar/Control Negativo (Factor de normalizacién). Dilucion de
los sueros 1:100. Significacion estadistica entre 1 h a 37°C y
1 h a 20-25 °C (p<0,05). No significacion estadistica en el
conjugado 1 h a 37°C entre las diluciones 1:2000, 1:3000 y

Conj.: Conjugado. T.A. temperatura

1:4000 (p>0,05).

Leche (g/100 mL)

ellas, asi como tampoco entre las concentraciones
de leche descremada evaluadas, para las cuales se
obtuvo una respuesta elevada y semejante del
estandar positivo en todas las variantes evaluadas
(Figura 3).

Determinacién de las condicio-
nes optimas del conjugado

En este ensayo se establecieron
las condiciones para el conjugado
anti-IgG humana-PRP. Se
analizaron varias diluciones del
conjugado desde 1:1000 hasta
1:8000 por 1 h a 37 °C y a
temperatura ambiente. En la
Figura 4 se observa que las
diluciones de conjugado 1:1000,
1:2000, 1:3000 vy 1:4000
mostraron las mejores diferencias
en las sefales de absorbancia
entre el estandar y el control
negativo (E/N). Por otra parte, las
diluciones de conjugado desde
1:4000 a 1:8000 no mostraron
sefales de absorbancia
adecuadas para este tipo de
ensayo, es decir, estas diluciones
del conjugado no permitieron
detectar la concentracion real de
anticuerpos presente en la
muestra, lo que puede deberse a
uniones inespecificas con la
matriz sélida. Ademas, entre las
diluciones 1:2000, 1:3000 vy
1:4000 no se encontraron
diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05) vy si entre
estas y las demds diluciones

25 7 Omuestra2haT.A

20 7

B muestra 1 h a 37°C

(p<0,05), por lo que decidimos
trabajar con 1:3000 que es una
dilucién intermedia y nos permite

15

E/N

10 |

1000 2000 3000 4000 6000 8000

conj (1:dil)

un uso eficiente de este reactivo
que tiene un alto precio en el
mercado internacional.

Por otra parte, analizando |la
dilucién escogida (1:3000) se
demostré que hay diferencias
significativas entre las
condiciones de incubacién de 1 h
a 20-25 °C y 1 h a 37 °C
(p<0,05), siendo esta Uultima
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condicion la mas factible para trabajar el conjugado
a una diluciéon 1:3000. Por otra parte, debido a que
el tiempo de incubacién de 1 h a 20-25 °C pudo
haber resultado insuficiente para la correcta
interaccién antigeno-anticuerpo, evaluamos ademas
las mismas condiciones, pero por 2 h a 20-25 °C
para la incubacion de las muestras (Figura 5). All
igual que el ensayo anterior existieron diferencias
significativas entre las variantes evaluadas

Figura 5: Estandarizaciéon del conjugado anti-lgG humana-PRP para
tiempos de incubaciéon de las muestras de 2h a 20-25,°C y conj 1 h
a 20-25,°C y muestas y conj 1Th a 37°C. Conj.: Conjugado. E/N:
Estandar/Control Negativo (Factor de normalizacién). Dilucién de los
las condiciones

sueros 1:100. Significacion estadistica entre
probadas (p <0,05).
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(p<0,05); lo que corrobora que la mejor condicién
para el conjugado es 1 h a 37 °C, esto puede
deberse a una mayor estabilidad de la temperatura
en comparaciéon con la temperatura del laboratorio.

1,5 pg/mL en PBS e incubacién
16-20 hs a 4 °C; sin realizacién
de un paso de bloqueo; muestras
estandar y control negativo
diluidos en TFS-LT incubando 1h
a 37 °C; conjugado anti-lgG
humana-PRP en dilucién 1:3000
en TFS-LT , 1 h a 37 °C.

Determinacion del rango de
trabajo de la curva estandar

El reporte de los resultados de un
ELISA puede darse en forma
cualitativa, semicuantitativa o
cuantitativa. En este ultimo caso,
pueden prepararse estandares a
partir de mezclas de diferentes
muestras (sueros u otro material
biolégico), garantizando asi un
comportamiento paralelo acorde
al de la poblacién estudiada (12).

Figura 6. Determinacion del rango lineal del estandar. [1: Control El uso de estdndares para la

negativo; A: Estandar.
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construccién de las curvas y
muestras controles para la
calibracién interna, garantizan la
consistencia analitica. Los
resultados son proporcionales a
los titulos y se dan en una escala
continua; expresandose en
unidades arbitrarias (U/mL), en
concentracion o actividad,
usualmente ug/mL o Unidades
Internacionales (Ul/mL), previa
calibracién contra estandares de
referencia (13).

En resumen, las condiciones 6ptimas de ensayo para la determinacién
de los anticuerpos de clase IgG en suero humano fueron:
recubrimiento con LPS de P. aeruginosa O11 a una concentracién de

O il
& Suero (1:dil.)

En nuestro trabajo se realizé la
titulacion del estandar para
escoger el rango lineal de la curva
y la dilucién éptima de trabajo del
mismo. En la Figura 6 se observa
que el rango lineal fue desde la
diluciéon 1:100 hasta 1:3200 con
un R? =0,9838.
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El excelente coeficiente de determinacién
observado demuestra la buena linealidad vy
paralelismo del rango de la curva escogida, esto
indica ademas que, probablemente cualquier
dilucién incluida en la curva puede ser tomada para
la evaluacién de las muestras de suero.

Otra ventaja de los métodos cuantitativos estriba
en que los resultados de las muestras pueden
alcanzarse con una sola dilucién, previa seleccién
de la misma acorde al nivel de deteccién requerido.
Se ahorra ademas tiempo al simplificarse el
procesamiento de las muestras y se abaratan los
costos (14).

Determinacion de la dilucion 6ptima de trabajo de
las muestras y del valor de corte

Para la evaluacién de candidatos vacunales y la
seleccién de sueros humanos para la obtencién de
una gamma especifica contra P. aeruginosa es
imprescindible contar con un ensayo cuantitativo
que permita seleccionar, de forma sencilla, exacta
y rapida, sueros con altos niveles de anticuerpos.
En nuestro trabajo la dilucién escogida para el
andlisis de las muestras fue 1:100 porque la

Figura 7: Evaluacion de la verdadera positividad y negatividad a P.
aeruginosa en las muestras de sueros de individuos sanos. Absorcién
de los sueros frente a células enteras de P. aeruginosa 011. Dilucién

de los sueros 1:100.

DO 492 nm
1,8 ]

mayoria de las muestras positivas (97%) fueron
cuantificadas por la curva y ninguna excedié el
limite superior de esta, por lo que seria innecesario
comenzar a diluciones menores. Ademas, tomamos
como criterio de valor de corte preliminar todas
aquellas muestras que mostraron valores superiores
a una concentracion de 3.12 U/mL de anticuerpos
de tipo IgG anti-LPS de P. aeruginosa O11, menor
valor que puede ser cuantificado. Es necesario
plantear que este valor pudiera variar en
dependencia del uso del ensayo para evaluaciones,
ya sea de candidatos vacunales o de seleccién de
sueros para la obtencién de una gamma especifica
contra P. aeruginosa, lo que reclama estudios
adicionales.

Evaluacion de la real positividad de los sueros.

Para evaluar la real positividad de nuestro ensayo
realizamos un método confirmatorio basado en la
absorciéon de una parte de las muestras frente a
células enteras de P. aeruginosa O11 y se probaron
en el ELISA en forma absorbida y no absorbida
(Figura 7).

corrobora la verdadera nega-
tividad de los sueros en el andlisis
estadistico realizado. Hubo
sueros que por la sefial mostrada
se pudieran considerar como
positivos, pero debido a que se
encuentran por debajo del valor

—®—no absorbido

—®—absorbido

de corte se tomaron como falsos
negativos, lo que afecta la

sensibilidad del ensayo.

Evaluacion del valor preliminar de
la sensibilidad y la especificidad

Por dltimo, aunque la cantidad de
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Todos los sueros de individuos enfermos no absorbidos mostraron
una senal alta frente al LPS, la cual cayé completamente al ser
absorbidos con las células de P. aeruginosa O11. Por otra parte, la
mayor parte de los sueros negativos no absorbidos mostraron una
sefial elevada en presencia del LPS, sin embargo el 91% al ser
absorbidos la sefial cayé significativamente (p<0,05); sélo el 9%
mantuvo la misma sefial antes y después de absorbidos, lo que

muestras estudiadas, debido
35 sobre todo a la escasez de sueros

negativos, las muestras
sueros .

evaluadas nos permiten dar un

criterio  preliminar sobre la

sensibilidad y especificidad del
método (Tabla 1) de 96,7% vy

100% respectivamente. Cabe
sefalar que estos valores
pudieran variar cuando se

evalien una mayor cantidad de
muestras positivas y negativas.
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Tabla 1: Clasificacion de los sueros probados para el calculo preliminar de la sensibilidad y especificidad.

Verdaderos Verdaderos negativos Falsos negativos (FN) Falsos positivos (FP)
positivos (VP) (VN)
59 6 2 0

Contrariamente a lo que pudiera creerse, todos
estamos en contacto diariamente con P.
aeruginosa, ya que se encuentra en bajas
cantidades en nuestros alimentos y en algunos
articulos de limpieza. De hecho, se obtienen
aislamientos de esta bacteria a partir de entre
el 2% y el 8% de las heces de personas sanas lo
gue nos muestra que nuestro contacto con esta
bacteria es cotidiano y soélo representa una
amenaza para nuestra salud en condiciones
especiales (15) tales como, el cancer y la fibrosis
guistica o en pacientes que sufren de heridas por
quemadura (1, 2). Esto apoya nuestros resultados,
en los que la gran mayoria de los sueros de
individuos sanos evaluados presentaron niveles
detectables de anticuerpos IgG anti-LPS de P.
aeruginosa O11. No obstante, se hace necesario
evaluar un nimero mayor de sueros humanos para
poder afirmar que la poblacién cubana tiene estos
niveles de anticuerpos contra esta bacteria.

En resumen, se siguié un protocolo satisfactorio
para la optimizacién del inmunoensayo, lo cual nos
permitié llegar a establecer un método homogéneo
y cuantitativo para evaluar la presencia de
anticuerpos de tipo IgG anti-LPS de P. aeruginosa
011 en suero de humano. Este ensayo constituye
una de las herramientas imprescindibles en el
laboratorio para la seleccién de sueros humanos
para la obtenciéon de una gamma especifica y para
la evaluacion de futuras preparaciones de
candidatos vacunales contra P. aeruginosa.
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Determination of the optimal assay conditions for an ELISA to detect serum IgG antibodies
against Pseudomonas aeruginosa 011 lipopolysaccharide

Abstract

An indirect quantitative ELISA was developed for the evaluation of the immune response elicited by
Pseudomona aeruginosa vaccine candidates, and for obtaining hyperimmune immunoglobulins to be used
in the medical treatment. Standard and control sera were made, and the optimal LPS coating dilution of the
polystyrene plates, and the sample and conjugate dilutions were established. A 1.5 yg/mL concentration
of O11 LPS in PBS, incubated for 16-20 h at 4°C were found to be the best coating conditions. The
blocking step was unnecessary. A 1:100 dilution for the serum samples and 1:3000 for the anti-human
IgG:HRP conjugate were selected. Accurate quantitative determinations were possible in the lineal range
of the standard curve.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, immunoglobulin, lipopolysaccharide, ELISA, standardization.
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