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Para evaluar la respuesta inmunológica 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
estandarización del ELISA indirecto, usado para la determinación de anticuerpos séricos anti-LPS Ogawa
contra cólera en suero de humanos inoculados por vía oral, así como la evaluación de los parámetros de
validación típicos de este ensayo. Para la selección de las condiciones óptimas se evaluaron la
concentración de recubrimiento, condiciones de bloqueo y dilución de conjugado, con el objetivo de
seleccionar las mejores respuestas para el control positivo, el control negativo y el blanco en cada caso.
Una concentración de 25 µg/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-IgA-HRP
diluido 1:5000, resultaron las variables óptimas para el ensayo. En cuanto a la validación de la técnica los
parámetros evaluados fueron precisión, exactitud, límite de detección, especificidad y robustez. Para ello se
siguió un protocolo de validación que permitiera evaluarlos, y en todos los casos el ensayo se consideró
adecuado, siempre y cuando el coeficiente de variación resultara ser menor del 20%. En todos los
parámetros evaluados se cumplió con este requisito, considerando así los resultados confiables y
reproducibles.
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Introducción

El desarrollo de la inmunología, específicamente el
estudio de la inmunidad de mucosa y el hecho de que
el agente etiológico del cólera no es un germen
invasivo, ha llevado a la aceptación general de que una
vacuna contra el cólera, verdaderamente protectora,
debe ser administrada por vía oral, de manera que
estimule adecuadamente al sistema inmune a nivel de
la mucosa intestinal (1). En este sentido, en el
Laboratorio de Bacterias Enteropatógenas del Instituto
Finlay se trabaja intensamente, desde hace varios
años, con el propósito 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 más empleadas en los
estudios preclínicos y clínicos para la evaluación de la
inmunogenicidad son el ensayo de inmunoadsorción
ligado al enzima (ELISA), utilizado para la
determinación de anticuerpos séricos contra el

Lipopolisacárido (LPS) de V. cholerae (3) y la
determinación de anticuerpos vibriocidas (4).

Debido a que la evaluación de la inmunogenicidad
producida por una vacuna requiere de una adecuada
consistencia y reproducibilidad en sus resultados, la
correcta estandarización del ensayo analítico, seguida
de la validación del método, son elementos que
además de su importancia individual, están
estrechamente relacionados.

En este trabajo se resumen los principales resultados
en el proceso de estandarización y validación del ELISA
utilizado para la determinación 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 cólera.

Materiales y Métodos

Muestras evaluadas: Se seleccionaron los sueros
procedentes de voluntarios previamente inoculados por
vía oral con la cepa atenuada 638 V. cholerae O1 El
Tor Ogawa, o que recibieron placebo, en los ensayos
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