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Desde hace unos afios los inmunoensayos enzimaticos ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) en fase sdlida, estan
ganando una aceptacion creciente, debido principalmente a
que ofrecen una alta sensibilidad junto con una gran versatili-
dad y simplicidad de manejo. Aunque existen numerosos ELI-
SA descritos en la literatura, solo unos pocos pueden obtener-
se en el mercado. La produccion comercial de kits de diagnos-
tico ELISA esta todavia poco estudiada. En este trabajo se co-
mentan algunos de sus problemas y soluciones.

Etapas de desarrollo

Las etapas de desarrollo de un kit

diagndstico tipico son:

1. Estudio bibliogréfico.
puesta al dia en el tema utilizan-
do bancos de datos, asi como
consultas a especialistas, aseso-
rias y el disefio experimental pre-
liminar. Dura unos tres meses, si
bién continia durante todo el
-proyecto,

2. Obtencién de reactivos y aparata-
je complementario. Es una fase
que dura de 3 a.5 meses, depen-
diendo mucho del proyecto (im-
portacién de aparataje y reacti-
vos, obtencion de serotecas en
hospitales, etc...).

3. Investigacién o desarrolio a esca- -

la de laboratorio. Hacia la mitad

de su duracién debe preguntar-

.se si se slgue o no el proyecto,

debido a dificultades técnicas in-

superables, o muy costosas en
tiempo-y/o dinero.

4. Pruebas clinicas internas. Para

lo que hay que hacer un pre-dise-

~ fio del kit, documentacion prelimi-

Incluye la

nar, y al menos, 10 kits prototipo.
Los resuttados de estas pruebas
suelen sugerir variaciones impor-
tantes en el disefo del kit, por lo
que se vuelve a la etapa anterior
a efectuar las modificaciones. Al
finalizar ésta es posible haber ob-
tenido suficiente material para
efectuar alguna publicacién de
apoyo para el sector médico. La
duracion de esta etapaes de 3 a
8 meses. ‘ '

5. Desarrollo a escala de planta pilo-
to, pruebas clinicas externas y

modificaciones a escala planta pi-

loto. La escala planta piloto se de-
fine como 3-4 loles de 50 kits
por lote. Principalmente hay que
comprobar la reproducibilidad
dentro de un mismo lote y efec-
tuar un estudio multicentro. Pue-
de que incluso haya que volver a
la etapa de investigacién si se de-
muestran  algunas anomalias.
Por todo ello es previsible que la
duracién de esta etapa esté en-
tre los 6-12 meses.

6. Desarrollo a escala de produc-
cion.

Disefio en el laboratorio

El hacer un ensayo en el labora-

“torio parausar en el laboralorio es re-

lativamente facil, se trala'de poner
en practica una idea, hacer los tam-

pones, preparar los reactivos de

hoy para mafiana, guardar congela-

do todo aquello que no es estable y

realizar el ensayo en un laboratorio

preparado, con medios y con perso-
nal bastante formado. El preparar
un ensayo a escala de laboratorio,
pero para ser usado en un laborato-

‘rio clinico, plantea problemas distin-

tos, tales como:

+ La estabilidad de los reactivos ha
de ser preferiblemente en disolu-
cién (para evitarle al clinico re-
constituciones que son fuentc

"de trabajo y error), y necesaria
mente a 4°C (ya que el transpor-
te se eféctia a esas temperatu-
ras). Todos los reactivos del kit
han de soportar ademas tiempos
cortos de exposicion a tempera-
turas de 20-25¢C. Para evitar
tiempos reales al hacer estos ex-
perimentos tiempo/temperatura,
se recurrg a experiencias con
temperaturas forzadas; lo que
dé una estimacién de su estabili-
dad.

« En el disefio (nimero de fras-
cos, diluciones, reconstitucio-
nes, sellados, etc...). debe tener-
se en cuenta la mayor simplici-
dad de manejo, preparando lo-
dos los reactivos y manipulacio-
nes para que se puedan realizar
en. laboratorios no bien equipa-
dos y por personas no expenas.
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 Fig. 1. Esquema del desarrollo tipico de un proyecto de kit de diagndstico
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Hay que demostrar en un nime-
ro suficiente de muestras clini-
cas que lo que se mide con el
nuevo método es lo mismo que
se medfa con los métodos utiliza-
dos normalmente (correlacio-

-nes).

Hay que estudiar las variables

“analiticas del ensayo y demostrar

que son mejores que en otros
métodos (curva estandar, lineari-
dad del ensayo, reproducibili-
intensidad de respuesta,

precisién intra- é inter-ensayo,
etc...)

Hay que comprobar que la distri-
bucién de los valores paramétri-

© ¢Os en una poblacién normal, no

enferma, es la adecuada. Se de-
be poder definir.un valor de cor-
te que clasifique claramente las
muestras en positivas y negati-
vas. :

Se debe verificar que en el nue-
vo método no interfiercn sustan-
cias que se encuentran con rela-
tiva frecuencia en las muestras
de ‘suero en .un hospital y
que por lo incontrolado de las

mismas podrian afectar a las me-
didas. Ejemplos son la hemoglo-
bina (debida a la mayor 6 menor
hemolizacién de los sueros) y
sustancias que se emplean para
evitar la coagulacién (citrato, he-
parina, etc..).

El sistema de ensayo ha de te-
ner unos fondos muy bajos, ya
que estos al cambiar de persona
y/o de laboratorio tienden a au-
mentar. El uso de tampones es-
peciales para los sistemas enzi-
maticos tiene aqui especial rele-
vancia. -

Ha de conseguirse la mayor flexi-

. bilidad posible para que se ade-

cue al nimero de muestras que
el clinico debe efectuar en cada
ensayo. Un ensayo realizado en
fubos se adapta totaimente a las

" necesidades del clinico, pero un

ensayo en placas de 96 pocillos
es algo mas fijo que no se-adapta
facilmente. Una solucién interme-
dia lo constituyen las placas de
96 pocillos divididas en tiras de 2
x 8 pocillos. Se adaptan con ma-
yor -facilidad al usuario aungue
plantean problemas de estabili-

dad al quedar sin vacio las liras
gue no se usan en un determi-
nado ensayo.

Todavia a escala de laboratorio,

el test ha de estar listo para que un
laboratorio distinto, pero bien prepa-
rado, pueda llevarlo a feliz término.
Nos encontramos con que hay que
comprobar:

¢ Como varla el .comportamiento
del ensayo, cuando distintas per-
sonas del mismo laboratorlo lo
realizan?

Introducir las mstruccuones preci-
sas en el manual de instruccio-
nes segun se vayan comproban-
do los errores y malas interpreta-- |
ciones.

Comprobar la reproduc:blhdad in-
ter- e intra-ensayo con varios lo-
tes de unos 10 kits.

Enviar los kits junto con su ma- -
nual de instrucciones a varios la-
boratoinics de hospitales y com-
probar los resultados, introdu-
ciendo las modificaciones oportu-
nas en los mismos,
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Produccion

Viene ahora el tema de cémo va-
rian esos problemas cuando en vez
de un kit se han de fabricar 100 6
1000 kits, un lote, que es la Unica
manera de poner en el mercado la
idea original. Nuevos problemas
vuelven a surgir:

* La calidad de los frascos y tapo-
nes, cuyos proveedores deben
comprometerse asuministrarcan-
tidades adecuadas durante un
periodo suficientemente largo.
Estos componentes deben ser
probados antes de utilizarlos en
el kit ya que puede haber sorpre-
sas inesperadas. Es preciso com-
probar que los cierres supues-
tamente. herméticos, son hermé-
ticos.,

Los componentes quimicos de
los tampones se han de revisar
en cuanto a relacién calidad/ pre-
cio. Los compuestos, como la al-
bimina bovina, no son equipara-
bles, dependiendo de la casa
comercial que los suministre 6
del lote. Idealmente se tiende a
utilizar lamas alta pureza de reac-
tivos, pero cuando se trata de es-
calar la produccién, los precios
pueden ser prohibitivos.

E! conjugado puede dar proble-
mas ya que el escalado de un
conjugado a bhase de anticuer-
pos policlonales exige un sumi-
nistro de antigeno suficiente-
mente puro, mantenimiento de
un animalario, purificaciones,
etc... Dado que un policlonal es
una mezcla compleja, cada lote
debe ser cuidadosamente con-

trolado para asegurarse que se

va a comportar tai y como debe.
El uso de monoclonales es de
gran importancia de cara a pro-
duccién, ya que simplifica todas
las manipulaciones mencionadas
anteriormente, eso si, requiere
una inversién importante en re-
cursos (medios humanos) para
obtener y seleccionar el mono-
clonal adecuado al kit. Aporta
ademas una mayor especificidad
y menores fondos de cara al
usuario y es para él, una garantia
de que lotes distintos se van a
comportarigual.

El extendido de placas es uno
de los mayores problemas con
los que se enfrenta el desarrollo
de kits cuantitativos de ELISA.
Cada uno de los pocillos de una
placa de 96 debe tener una mis-
ma cantidad de antigeno, anti-
cuerpo ¢ ligando pegado a su

_Flg. 2. Diagrama de flujos de la produccin
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superficie. Para ello hay que con-
trolar especialmente el protocolo
de pegado de un gran numero
(100 a 1.000 placas) de placas
por lote. Se utilizan dispensado-
res y lavadores de 9& puntas y
protocolos que se adapten a una
produccion a esa escala. Elcon-
trol de calidad es aqui muy impor-
tante, ya que el funcionamiento
de los dispensadores y lavado-
res simultaneos, muy a menudo
no resulta todo lo homogeneo
que cabria esperar (obturacién
de puntas, pérdidas preferencia-
les de presion, pérdidas de sus-
tancias en las conducciones
elc...)

- Lamayorsimplicidad parapresen-
tar el tampdn sustrato en el kit,
es poner esle en presencia del
cromoégeno /"sustrato” de la reac-
cién.  Eslo puede conseguirse,
por ejemplo, con sistemas que
utilizan como enzima ia fosfatasa
alcalina. Sin embargo, el sistema

- de peroxidasa y en concreto el
sistema . peroxidasa-o-phenyle-
nediamina son claramente supe-
riores para un ELISA cuantitativo
en fase solida, al aportar una ma-
yor sensibilidad y menor coste
;. produccion. Este sistema tie-
ne la desventaja de que es ines-
table y por lo tanto el cromageno
y el tampdén sustrato han de
ocupar dos frascos distintos en
el kit, lo que es.un mal menor
necesario si se compara con las
ventajas que aporta el uso del
sistema. Para que este U otro
sistema se adapte a la flexibilidad
que exige un kit para un nimero

de muestras variables es necesa-,

rio empaquetar el cromdégeno en
alicuotas 6 pastillas, lo que a su
vez impone nuevos problemas al
escalado. . ,

« Los patrones en el laboratorio se

hacen con sustancias purificadas

y controladas, evitando de esta
manera complicar el sistema con
otra fuente de posibles interpre-
taciones a los resultados. Ahora
-bien, de cara al escalado es pre-
ferible usar sustancias conteni-
das en gran cantidad en los liqui-
dos fisiolégicos naturales (anti-
cuerpos 6 antigenos) y usarlos a
una alla dilucién en el ensayo.

Hay que comprobar su estabili-
dad en disolucién en esta forma
final, lo que a menudo significa
afadir inhibidores de proteasasy
estabilizadores, junto con prue-
bas a temperaturas forzadas.

« Por tltimo, quedan el empaque-
tado y el etiquetado, que han de
tener presentes los problemas
de estabilidad (por ejemplo, las
cajas de styrofoam son buenos
aislantes) y de correcta interpre-
tacion e identificacion de cada
uno de los frascos del kit.

Instrucciones
para el uso

Como ejemplos de algunas de
las causas identificadas que origi-
nan variaciones inter-ensayo en el
desarrolio de un kit, pueden mencio-
narse:

« FElcalibrado de pipetas, que pue-
de llegar a afectar hasta en un
20% a los resultados.

. Pequefios errores de pipeteo
de cada persona.

« Diferencias de temperalura en
las habitaciones (cada 6°C pue-
den inducir errores del 20%).

« El atemperamiento de los reacti-
vos puede afectar distintamente
a las muestras y a los standards,
a los pocillos segun su situacion
enlaplaca, etc...

« Las diferencias entre pipeteos
al principio y al final de la placa,
sobre todo cuando se analiza un
nimero grande de muestras,
puede llegar al 20%.

. _La forma del lavado de placas
(con multichannel, con frasco la-
vador, con lavador automatico,
elc...) y la forma de sacudir lapla-
ca después de cada lavado, ya
que los restos de algunos tampo-
nes de lavado activan las enzi-
mas utilizadas en los enzimo-in-
munoensayos.

. Las diferencias de temperatura/
evaporacién entre los pocillos
interiores y exteriores.

+ Diferenclas en la agitacion da 168
pocitlos.

Estas variaciones, aunque no

causan problemas especiales para -

un ensayo en unas condiciones da-

BIOTECNOLOGIA, vol 4, n%6,p 18

das, debido a que afectan a todas

las muestras por igual, pueden afec-
tar cuando se intentan comparar re-
sultados entre laboratorios 6 en el
mismo laboratorio en dias distintos,
por ello siempre se debe utilizar una
curva patrén cada vez que se realice
un ensayo. La mayoria de estas va-
riaciones se corrigen con  un
buen manual de instrucciones, pero
exigen un estudio muy complete
del ensayo para poder dar las indi-
caciones precisas; en caso contra-
rio, el usuario encontraré que el fest
no funciona y no seguird averi-
guando.

Conclusién

La tecnologia de produccion de
kits de diagnéstico ELISA en fase
solida esta en su infancia. Las multi-
ples ventajas de estas técnicas, re-
flejadas en el gran numero de publi-
caciones recientes sobre eflas, han
hecho que se vayan solucionando
los problemas que han surgido de
cara a su produccién comercial. El

estudio de las causas de variabilidad ‘

entre lotes ha aportado mejoras in-
discutibles y en el futuro es de espe-
rar que la automatizacion de la pro-
duccion aumente de forma espec-
tacular el ndmero de kits que se
ofrezcan en el mercado. 8
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