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Estandarizacion de un ELISA para la cuantificacion de anticuerpos IgG humanos
contra células enteras de Bordetella pertussis
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Bordetella pertussis es un patégeno exclusivo de humanos que causa la tos ferina, enfermedad respiratoria aguda que
afecta principalmente a la poblacion pediatrica. Existen dos tipos de vacunas comercializadas contra este patogeno:
celulares y acelulares. Las vacunas celulares han sido extensamente utilizadas y siguen teniendo gran relevancia. El
presente trabajo tuvo como objetivo la estandarizacion de un ELISA para la cuantificacion de anticuerpos IgG contra
células enteras de Bordetella pertussis. Para ello se determiné la concentracion de recubrimiento, el rango lineal de la
curva, los parametros de precision intra e interensayo, la especificidad, el valor de corte y el limite de deteccion. Se
determind como concentracion de recubrimiento 0,5 UO/mL de células enteras. La curva estandar utilizando un suero de
referencia internacional presentd un buen ajuste a una funcion polindmica en un intervalo entre las diluciones 1/100 y
1/24.300 con un coeficiente de correlacion R*>0,98. Los coeficientes de variacion en los ensayos de precision intra e
interensayo estuvieron en los intervalos establecidos para cada uno (<10%, <20% respectivamente). Los resultados
obtenidos avalan el empleo de este ELISA cuantitativo para la evaluacion de la respuesta a células enteras de Bordetella
pertussis en ensayos clinicos.
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Introduccion gotitas de aerosol generadas al hablar, toser o
estornudar, o procedentes de secreciones respiratorias
de personas infectadas. El periodo de incubacion oscila
entre 1 y 2 semanas hasta causar tos ferina. A pesar de
ser considerada una enfermedad de la infancia,
eventualmente podria afectar a cualquier grupo de
edad, como adolescentes y adultos jovenes en los que
muchas veces no se identifica la enfermedad como tal,
pero actiian como fuente de contagio para neonatos y
lactantes. La edad en que ocurre la mayor incidencia es

Bordetella pertussis es un patdgeno exclusivo de
humanos, en los que produce una enfermedad
respiratoria aguda altamente contagiosa llamada tos
ferina, tos convulsa o coqueluche.” Esta bacteria
produce la exotoxina pertussis, que impide la sintesis de
proteinas en las células ciliadas del tracto respiratorio y
produce necrosis por la acumulacion de monofosfato de
adenosina ciclico, lo que inmoviliza los cilios

incrementando la produccion y secrecion de mucus en
las vias respiratorias.?) en lactantes menores de 4 meses, que no han

completado el esquema de tres dosis de vacunacion,
razéon por la cual este grupo es mas vulnerable a
complicaciones como neumonia e infecciones graves

La B. pertussis se transmite de persona a persona a
través de la inhalacion o el contacto de las mucosas con
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asociadas a altas tasas de mortalidad. Globalmente se
estima que cada afio se reportan mas de 16 millones de
casos de tos ferina y aproximadamente 195.000
muertes."”

La vacunacion es la principal medida preventiva frente a
la tos ferina, ya que posee una eficacia demostrada del
80-85%, lo que ha permitido reducir la incidencia de la
enfermedad y su mortalidad. Actualmente, existen dos
tipos de vacunas comercializadas contra B. pertussis,
una compuesta por células enteras inactivadas y la otra
constituida por antigenos altamente purificados o vacuna
acelular. Estas vacunas son usualmente combinadas con
otros antigenos (difteria, tétanos, hepatitis B,
Haemophilus influenzae tipo b, poliovirus inactivados).
Segin los esquemas de vacunacion, se deben
administrar tres dosis durante el primer afio de vida y, al
menos, una dosis de refuerzo antes de los 2 afios de
edad.”?

Varios estudios han demostrado que la proteccion que
brinda la vacunaciéon disminuye con el tiempo, esto
explica por qué se afectan mas los adolescentes y
adultos jovenes que recibieron la vacuna hace varios
afios, asi como los lactantes que no estan protegidos por
los anticuerpos de su madre a través de la lactancia.”
Existe poca informacion de la duracion exacta de la
respuesta inmune inducida por ambos tipos de vacunas y
esto se debe a no contar con un correlato de proteccion
fiable. Investigaciones recientes han sugerido que las
vacunas compuestas por células enteras inactivadas
protegen durante periodos mas largos de tiempo que las
acelulares.”) Cuba produce y utiliza vacunas
combinadas que incluyen células enteras inactivadas de

B. pertussis.((’)

La cuantificacion de anticuerpos IgG contra células
enteras de B. pertussis por la técnica de ELISA (Enzyme
linked immunosorbent assay, por sus siglas en inglés) se
utiliza para estudiar la respuesta inmune inducida por
estas vacunas.” Debido a inconvenientes en la
adquisicion de estuches comerciales, nos hemos
propuesto como objetivo estandarizar un ensayo
inmunoenzimatico tipo ELISA para la cuantificacion de
IgG contra células enteras de B. pertussis en muestras de
sueros de nifios entre 1 y 5 afios de edad.

Materiales y Métodos

Determinacion de la concentracion de recubrimiento

Para determinar la concentracion de recubrimiento,
placas de 96 pocillos MaxiSorp (Nunc, Dinamarca) se
recubrieron con diluciones seriadas dobles de células
enteras inactivadas de B. pertussis (100 puL/pocillo), en
el rango de 8 - 0,04 Unidades de opacidad (UO)/mL,
disueltas en solucidon salina tamponada con fosfatos
(SSTF) 1X (137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM
Na,HPO,*7H,0; 1,4 mM KH,PO,), pH 7,2 £ 0,2.
Después de incubadas las placas durante 12-18 h a 4°C,
fueron lavadas tres veces con solucion de lavado (SSTF
1X y 0,05% de Tween 20). Se empled como control
positivo el suero de referencia internacional (SRI)
06/142 del NIBSC; como control negativo, sueros de
humanos no reactivos a la bacteria y el blanco reactivo
fue la solucion de anticuerpos (SSTF 1X; 0,05% Tween
20 y NaN;. pH 7,2 £ 0,2).

Se escogid como concentracion de recubrimiento, la
menor concentracion donde se alcanzaron las
densidades opticas (D.O) deseadas para el suero control
positivo sin la ocurrencia de valores de fondos, es decir,
donde se observo la mayor diferencia entre las D.O del
suero control positivo y el blanco reactivo.®

ELISA

Para las diferentes evaluaciones se utilizd un ensayo
inmunoenzimatico en fase solida, cuantitativo, de tipo
indirecto. Se realizd el recubrimiento con la
concentracion seleccionada, tal como se describio en el
acapite anterior. Luego de lavadas las placas, se
procedid a adicionar 100 pL/pocillo (por duplicado) de
las muestras de los sueros problema, los controles y la
curva estandar a partir del SRI, diluidas en solucion de
anticuerpos. Las placas se incubaron 1 h a temperatura
ambiente y se lavaron posteriormente de la forma
descrita. Luego se adicion6 100 pL/pocillo del
anticuerpo anti-IgG humano conjugado a fosfatasa
alcalina (Sigma-Aldrich, EUA) preparado en solucion
de anticuerpos. Las placas se incubaron nuevamente 2 h
a temperatura ambiente y mas tarde se lavaron de la
forma descrita. Posteriormente, se aplicaron 100 pL de
la  disolucion cromogénica p-nitrofenil fosfato
hexahidratado (0,5 mg/mL), diluida en tampoén sustrato
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(dietanolamina, MgCl,*6H,0, HCI 6M, pH 9,8 + 0,05).
La reaccion se desarrolld durante 30 min a temperatura
ambiente, protegida de la luz y se detuvo con 50 pL/
pocillo de NaOH 3M. Las lecturas se realizaron en un
lector de microplacas (TECAN, Austria) acoplado a una
computadora haciendo uso del programa Magellan 7; la
absorbancia se midi6 con una longitud de onda de
405nm con 690nm de referencia.

Determinacion del rango lineal de la curva y
titulacion del conjugado

Se realizaron tres ensayos en los que se evaluaron 12
diluciones seriadas con factor 3 del SRI 06/142 del
NIBSC, comenzando desde 1/100. En cada ensayo se
procesaron seis réplicas de cada suero. Se seleccioné el
segmento de la curva correspondiente a aquellas
diluciones que alcanzaran un coeficiente de
determinacion (R?) > 0,98, un coeficiente de correlacion
(r) > 0,99, asi como un coeficiente de variacion (CV)
menor del 10% entre las concentraciones de cada punto,
una vez corregidas por el factor de dilucion. Los
parametros de la ecuaciéon se determinaron mediante
regresion no lineal polindmica. EI CV debe ser menor
del 20% para los tres ensayos realizados.”) El SRI
recibi6 una asignacion arbitraria de 100 unidades
arbitrarias por mililitro (UA/mL), para su empleo como
curva de calibracion.

La dilucion del anticuerpo anti-IgG humano conjugado a
fosfatasa alcalina se tituld igualmente en diluciones
entre 1:10.000 y 1:20.000, con incrementos de 5.000 con
las mismas curvas del SRI. Se seleccion6 como dilucion
optima aquella cuya razon suero positivo/suero negativo
fue mayor.

Precision del ensayo

Precision intraensayo

La repetibilidad del ensayo se evaluo utilizando tres
sueros de diferentes concentraciones dentro del rango de
la curva estandar, a través del analisis de cinco réplicas.
Se determinaron la media, la desviacion estandar (DS) y
el CV. Para considerar la precision intraensayo como
adecuada, el coeficiente de variacion no debe superar el
10% entre las determinaciones realizadas.”’

Precision interensayo

La precision interensayo se evalu6 con los sueros
referidos en el acapite anterior, por duplicado, en cuatro
diluciones dobles seriadas. La evaluacién se realizd
bajo las condiciones de: un analista en dias diferentes,
tres analistas en un mismo dia y entre dos laboratorios y
se utilizaron las mismas soluciones y equipos excepto
cuando se realizo en el otro laboratorio. La temperatura
durante el ensayo se mantuvo en un rango de 18°C a
24°C. Para cumplir con este parametro, el CV no debe
superar el 20% para cada uno de los casos.®”

Paralelismo

Se procesaron en el mismo ensayo, dos réplicas de cada
punto de la curva de calibracion a las diluciones
previamente seleccionadas, con al menos seis réplicas
de cuatro diluciones de suero, desde 1/100 hasta 1/800,
de siete muestras procedentes de nifios previamente
vacunados. Se calculd el R de cada curva obtenida que
debe ser > 098, asi como el CV entre las
concentraciones de cada muestra, una vez corregidas
por el factor de dilucién, que debe ser inferior al 10%.*

Valor de corte y limite de deteccion

Para establecer el valor de corte y limite de deteccion se
utilizaron los sueros positivos y negativos (sueros
positivos a tétano y difteria) como se describe en el
acapite anterior. El limite de deteccion se calculé como
la media de la respuesta de anticuerpos de las muestras
de sueros no relacionadas mas tres veces la DS
expresada en UA/mL.

Especificidad

Para determinar la especificidad de la técnica, se
evaluaron sueros humanos inmunizados con diferentes
inmunogenos: células enteras de B. pertussis, toxoide
tetanico (TT) y toxoide diftérico (TD) con una
concentracion conocida de anticuerpos en cada caso. El
criterio de aceptacion fue que los sueros positivos para
otros antigenos resultaran no respondedores para B.

pertussis segtn el criterio seleccionado anteriormente."”’

Aplicacion del ELISA en Ensayos Clinicos



Martinez-Bedoya D, et. al.;32:e14123

Para evaluar el uso del ELISA, se determinaron las
concentraciones de anticuerpos contra B. pertussis en
sueros de nifios procedentes del Ensayo Fase II/III
“Evaluacion de la inmunogenicidad y eficacia del
candidato vacunal heptavalente contra neumococos en
nifos pre-escolares (ISCANI, RPCEC00000182)”; este
candidato vacunal en estudio se aplico de manera
concomitante con otras vacunas del calendario nacional
de vacunacion. Se evaluaron dos grupos etarios
comprendidos entre 12-23 meses y 2-5 afios.

Resultados y Discusion

Las vacunas de células enteras contra B. pertussis han
sido utilizadas desde 1940 con cierto éxito en el
control de la tos ferina. Por su reactogenicidad, fueron
sustituidas en algunos esquemas de inmunizacién por
las vacunas acelulares. A pesar de ello, el
microorganismo sigue re-emergiendo, aun cuando
existe alta cobertura y esquemas de inmunizacion
eficientes a nivel mundial. Las causas de esta re-
emergencia son multifactoriales por lo que se impone
la necesidad de evaluar continuamente el estado
serologico de las poblaciones pediatricas.!”

Los ensayos inmunoenzimaticos ELISA han sido
extensamente utilizados en estudios
inmunoepidemioldgicos de B. pertussis. Estos
ensayos se realizan con frecuencia mediante la
evaluacion directa de los anticuerpos especificos
contra la toxina pertussis relacionada estrechamente
con la proteccion."” Adicionalmente, el seguimiento
y evaluacion de la respuesta de anticuerpos contra la
célula entera constituye una herramienta necesaria
como diagndstico y evaluacion de la inmunogenicidad
vacunal."?  Estos ensayos permitirian ademas
determinar y caracterizar la respuesta de anticuerpos
especificos en esquemas de vacunacion combinados o
concomitantes con vacunas como la  anti-
neumococica.

Recubrimiento

En la Figura 1 se puede apreciar una curva sigmoidal
con un ligero ascenso de las concentraciones de
recubrimiento. En este caso se escogid 0,5 UO/mL de
células enteras de B. pertussis, donde se alcanzd la
mayor sefial posible con el menor valor de blanco y se

comienza a observar un discreto ascenso de la respuesta,
ya que cualquier concentracion superior de antigeno no
proporcionara una respuesta superior.

Establecimiento del rango lineal de la curva y el
titulo del conjugado

Al evaluar la dilucién adecuada del anticuerpo anti
IgG humana conjugado a fosfatasa, se determind que
la mayor relacion entre el suero control positivo y el
suero control negativo se observd con la dilucion
1:10.000.

Luego de evaluar 12 diluciones seriadas triples del
suero de referencia se escogid el segmento de la curva
comprendido entre 1/100 y 1/72.900 por ser el
segmento que mejor ajuste mostraba con una curva
polindmica de grado 3 con un coeficiente de
determinaciéon R? de 0,994 y coeficiente de correlacion
(r) de 0,995 (Fig. 2). El suero estandar dilucion 1/100
recibié una asignacion arbitraria de 100 UA/mL para
su empleo como curva estandar.

Precision

Precision intraensayo

La precision intraensayo es el parametro que se utiliza
para evaluar la variabilidad intrinseca del método. Es
llevada a cabo sobre la base de un nimero suficiente de
determinaciones, en las mismas condiciones, por un

—8— Suero positivo
Suero negativo

—o— Blanco reactivo

=405 nm)
I

D.O @A

o=k

Q O O O N O & & O & & »
» & O » R L OO
¥ S FIFSE LSS

K
SIS
) SR\ NEEEN o

UO/mL de células enteras de B. pertussis

Fig. 1. Determinacion de la concentracion de recubrimiento
de células enteras de B. pertussis (UO/mL). D.O: densidad
optica.
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Fig. 2. Curva de calibracion del ELISA de cuantificacion de
anticuerpos contra células enteras de B. pertussis. Se grafica
la densidad optica (D.O) contra el logaritmo del inverso de la
dilucién del intervalo seleccionado. El valor promedio de las
determinaciones de las curvas realizadas en dias diferentes se
muestra en linea continua. Las lineas discontinuas representan
el valor promedio =+ 2 desviaciones estandar (DS).

mismo analista, en el mismo laboratorio, con los
mismos equipos y reactivos; generalmente en un corto
intervalo de tiempo.'?

En la Tabla 1 se muestran los CV para tres réplicas de
cada muestra, siendo estas menores del 10%, por lo
tanto, el ensayo posee una variabilidad intrinseca
aceptable.”) Esto significa que el método posee una

Tabla 1. Precision intraensayo.

buena precision entre determinaciones independientes
realizadas en las mismas condiciones.

Precision interensayo

La reproducibilidad es la medida de la precision de los
resultados de un método analitico que se efectiia sobre
la misma muestra, pero en condiciones diferentes:
analistas, laboratorios, equipos y dias, entre otras. Es
decir, evalia la wvariabilidad debida a un factor
extrinseco al método."® En la Tabla 2 se muestran las
medias de las concentraciones obtenidas para cada una;
el CV interensayo para todos los casos fue inferior al
20%. De acuerdo con estos resultados puede afirmarse
que el método posee wuna reproducibilidad
satisfactoria.'?

Paralelismo

Se evaluo, ademas, el paralelismo entre la respuesta de
la curva de calibracion y la obtenida en sueros de nifios
participantes en el Ensayo ISCANI Los sueros
individuales de cada sujeto fueron evaluados para medir
la respuesta especifica contra B. pertussis. En la Figura
3 se muestran los valores promedios de cada suero con
respecto a la curva de calibracion obtenida a partir del
SRI. En todos los casos los R® obtenidos fueron
superiores a 0,98 y el CV entre las concentraciones de
cada muestra fue inferior al 10%, una vez corregido los

Muestras Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio DS Cv
1 111,351 113,307 112,329 112,329 0,978 0,871
2 64,675 62,930 63,803 63,803 0,873 1,367
3 1,339 1,208 1,376 1,308 0,088 6,750

DS: desviacion estandar. CV: coeficiente de variacion.

Tabla 2. Precision interensayo.

Dias n=3 Analistas n=3 Laboratorios n=2
Muestra
Media DS CvV Media DS CvV Media DS CvV
1 102,329 0,978 0,956 115,329 5,011 4,345 113,329 7,196 6,350
2 62,715 0,806 1,285 65,805 4,348 6,607 62,804 5,615 8,940
3 1,437 0,194 13,481 1,301 0,059 4,521 1,465 0,116 7,899

La precision interensayo se evalu6 en tres condiciones diferentes: un mismo analista en dias diferentes (n=3), tres analistas en un
mismo dia (n=3) y entre dos laboratorios (n=2). La concentracion de cada muestra se expresa en UA/mL. DS: desviacion estan-

dar. CV: coeficiente de variacion.
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Fig. 3. Paralelismo. Respuesta de IgG de células enteras de B.
pertussis. Se grafican los valores de densidad optica (D.O) de
IgG en funcion de los logaritmos de las diluciones.

valores obtenidos por el factor de dilucion, lo que avala
la linealidad de la respuesta.’”’

Limite de deteccion

El limite de deteccidon calculado fue de 0,04 UA/mL.
Los sueros negativos con valores asignados para otros
antigenos no relacionados presentaron valores de
respuesta bajos, inferiores al limite de deteccion. Las
muestras de los sueros no relacionados que resultaron
negativas se encontraron por debajo del limite de
deteccion, por lo que este también se convierte en el
valor de corte del ensayo. Dado este valor los sujetos
con valores por encima del mismo seran considerados
respondedores.
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Especificidad

La especificidad se define como la capacidad del ensayo
para identificar o medir el analito en una muestra en
presencia de otros componentes previsibles en el
producto (impurezas, productos de degradacion, otros
componentes de la formulacidn). Este criterio define la
propiedad del método de detectar el anticuerpo de
interés, sin que otros anticuerpos afecten o influyan
sobre el wvalor obtenido. Se puede determinar
adicionando a la muestra una cantidad conocida de
impurezas en concentraciones adecuadas y demostrar
que el andlisis no resulta afectado por la adicion de estas
sustancias."? Para la determinacion de la especificidad
se evaluaron sueros humanos inmunizados contra
células enteras de B. pertussis, incluyendo otros
positivos a TT y diftérico TD.

En la Figura 4A se observan los valores de las D.O de
los sueros que se evaluaron. Los dos sueros negativos
no relacionados presentaron respuestas bajas en todos
los casos, estadisticamente significativas (p=0,002), con
respecto al suero control positivo contra B. pertussis. La
absorbancia del suero positivo contra células enteras de
B. pertussis fue superior a la de los sueros especificos
para otros antigenos. Lo que demuestra que el ensayo
cuantifica los anticuerpos anti células completas de B.
pertussis sin que los valores sean afectados por la
presencia de interferencias en el suero.

Aplicacién del ensayo

p = 0.0001

;

604

404

204

N
N \
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Fig. 4. Especificidad y aplicacion del ELISA de cuantificacion en ensayos clinicos. A) Pertussis (suero positivo contra células
enteras de B. pertussis), Tétanos (suero positivo contra TT) y Difteria (suero positivo contra TD). B) Se observan las medias
geométricas de las concentraciones de los sueros procedentes del ensayo ISCANI. Las barras de error corresponden a las
desviaciones estandar calculadas. D.O: densidad optica.
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En el ensayo se utilizaron sueros de 200 nifios
participantes en el Ensayo ISCANI, del candidato
vacunal cubano contra neumococo PCV7-TT. En la
Figura 4B se muestran las medias geométricas de las
concentraciones calculadas para cada grupo etario
evaluado, el grupo comprendido de 12-18 meses mostro
valores de anticuerpos mas altos que los encontrados en
el grupo de 2-5 afios. La inmunizaciéon de refuerzo de
células enteras de B. pertussis que recibe la poblacion
infantil a los 12 y 18 meses pudiera ser la razon del por
qué los titulos de anticuerpo son superiores, los cudles
van decayendo en el tiempo y por esto se ve una
disminucion en el grupo de 2-5 afios.

Conclusiones

El ELISA de cuantificacion permitira determinar de
manera precisa y especifica los anticuerpos IgG
inducidos por la vacuna de células enteras de B.
pertussis.
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Standardization of an ELISA for the quantification of human IgG antibodies against whole

cells of Bordetella pertussis

Abstract

Bordetella pertussis is a pathogen exclusive to humans that causes pertussis, an acute respiratory disease that
mainly affects the pediatric population. There are two types of vaccines commercially available against this
pathogen: cellular and acellular. Cellular vaccines have been widely used and continue to be of great
relevance. The aim of the present work was to standardize an ELISA for the quantification of IgG antibodies
against whole cells of Bordetella pertussis. For this purpose, the coating concentration, the linear range of the
curve, the intra- and inter-assay precision parameters, the specificity, the cut-off value and the detection limit
were determined. The coating concentration was determined as 0.5 UO/mL of whole cells. The standard curve
using an international reference serum presented a good fit to a polynomial function in a range between
dilutions 1/100 and 1/24,300 with a correlation coefficient R2>0.98. The coefficients of variation in the intra-
and inter-assay precision tests were in the intervals established for each (<10%, <20% respectively). The
results obtained support the use of this quantitative ELISA for the evaluation of whole-cell response to

Bordetella pertussis in clinical trials.
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