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RESUMEN

Se optimizé un ELISA de tipo indirecto en el cual se usan como antigenos de captura las proteinas de membrana externa del
meningococo B presentes en la vacuna cubana VA-MENGOC-B& presencia de anticuerpos especificos en muestras de sueros
extraidas de individuos vacunados fueron detectadas con un conjugado anti-lgG humana: fosfatasa alcalina, revelandose la
reaccion con el sustrato especifico p-nitrofenilfosfato. Se obtuvo el suero estandar a partir de un estandar de refangpucia, el

de la curva de calibracion es de 625 a 20 000 U/mL. Se selecciond el suero control en la zona de mayor interés para las muestra
y se determinaron las caracteristicas del ensayo, cuya imprecision intraensayo, interensayo y total fueron inferiores al 10 % e
la zona mas lineal de la curva. La detectabilidad fue de 700 U/mL. Los estudios de recuperacion, paralelismo y lineatmtad muest
una inexactitud inferior al 10 %.

Descriptores DeCS:NEISSERIA MENINGITIDIS; MENINGITIS MENINGOCOCICA/diag/ inmunol/terap; TEST DE ELISA/
métodos; VACUNAS.

La infeccion poNeisseria meningitidiss una  meningococo B, que culmind en 1989 con los estudios
condicion peligrosa para la vida, que puede tenerde eficacia de VA-MENGOC-BE® Después de
varias formas clinicas de presentacdite.meningitis  la evaluacién y aprobacion, la vacuna ha sido
meningocAcica tiene aln una significativa mortalidad aplicada en campafas de vacunacion en Cubay otros
y morbilidad al margen del sustancial progreso en elpaises y se reconoce como la primera vacuna eficaz
diagndstico y tratamiento. La inmunizacion activa en la prevencion de la enfermedad meningocdcica
es la Unicay real solucién para reducir la incidenciacausada por el serogrupo®BEn el Instituto
de estas infecciones por un largo peridBebido “Finlay”, ademas de producirse la vacuna
a la situacion epidémica en Cuba en el afio 1982, santimeningocdécica BC se desarrollan investigaciones
inicié un intenso programa dirigido a investigar y de forma sistematica sobre este microorganismo
desarrollar una vacuna eficaz para prevenir lapara profundizar en el conocimiento de esta bacteria,
enfermedad meningocécica producida por elasi como evaluar de forma permanente el
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comportamiento de esta infeccion en nuestro paisy  Muestras.Las muestras se ensayaron a una
en otros del area que se puedan beneficiar con dilucién 1:200. Se hicieron diluciones mayores en
empleo de nuestra vacuna. Se han realizado variaaquellos casos con densidades Opticas superiores al
investigaciones dirigidas a evaluar la primer punto de la curva estandar, asi como en las
inmunogenicidad de las proteinas vacunales pruebas de dilucién. La solucion diluente para
centrando la atencién en andlisis de seroconvéfsion muestras, estandar y control fueron SSTF 0,15 M
y en general para la evaluacion de la eficacia de lacon tween 20 al 0,05 % y leche desnatada (Merck)
vacuna cubana. al 3 %.

En el presente trabajo se optimizaun ELISAde  Seleccion de la concentracion optima de
tipo indirecto para la cuantificacion de anticuerpos recubrimientoPara la seleccién de la concentracion
isotipo 1gG antiproteinas de membrana externa deldptima de recubrimiento se sensibilizd la placa con
meningococo B en suero de individuos vacunadoslas vesiculas de proteinas de membrana externa del
Se analizan algunas caracteristicas del ensayo commeningococo B (proteina vacunal) en
la concentracion Optima de recubrimiento, la concentraciones desde O4dg/mL hasta 2Qu g/mL
imprecision intra, interensayo y total, la detectabilidad en diluciones dobles seriadas.

y se evaluaron la curva estandar y la exactitud Ensayo inmunoenzimatico.Para la
mediante pruebas de paralelismo, linealidad ycuantificacion de IgG antiproteinas de VA-
recuperacion y se determind el rango del sueroMENGOC-BC’ se disefié un ELISA de tipo
control. indirecto segun el procedimiento que se describe a
continuacion.
El recubrimiento se realiz6 con proteinas de
METODOS membrana externa del meningococo B, en solucion
reguladora carbonato-bicarbonato 0,05 M pH 9,6;

Antigeno El antigeno utilizado para el sedepositaron 1Qf de esta dilucion en cada pocillo
recubrimiento de la fase solida se logroé en el Institutode una placa de poliestireno de alta capacidad
"Finlay' a partir de la obtencién de vesiculas de (COSTAR cod 3590, EE.UU.). La placa se incub6
proteinas de la membrana externa del meningococd6 h a 4 °C en camara humeda. Después de lavar
B cepa B:4:P.1.15, las cuales contienen el principiocon SSTF 0,15 M con tween 20 al 0,05 % (solucion
activo proteico de VA-MENGOC-BC de lavado), se afiaden 100 mL por pocillo de

Preparacion del estdndar secundario, suero diluciones seriadas del estandar, suero control, y
control y muestrasPara la seleccion dekstandar ~ muestras diluidas 1:200 en solucién diluente y se
secundariose analizaron 84 sueros de adultos incuba 1 h a 37 °C en camara hiumeda. Pasado este
vacunados con VA-MENGOC-BC De éstos se tiempo las placas se lavan de nuevo y se afiaden
tomo uno de alto titulo que fue diluido con una 100uL por pocillo de un conjugado anti-lgG humana
cantidad apropiada de albumina de suero humandosfatasa-alcalina (Sigma EE.UU.) diluido 1:2 000
(HSA) al 6 % en solucién salina tamponada conen el mismo diluente y se dej6 reaccionar 1 ha
fosfato (SSTF) 0,15 M pH 7,3 hasta una 37 °C en cadmara humeda. Por ultimo, después de
concentracion de 20 000 U/mL con respecto alun lavado final se afadi6é el sustrato p-ni-
estandar de referencia. La curva de calibracion derofenilfosfato (pnpp) en solucion reguladora de
6 puntos se obtuvo por diluciones dobles seriadas. dietanolamina 0,92 M pH 9,8 y se incubd a

Suero controlEl suero control fue seleccionado temperatura ambiente hasta que el primer punto de
también de los sueros mencionados anteriormentéa curva alcanzara un valor de DO aproximado de
Se diluy6 con una cantidad apropiada de HSA all,3a1,4. Lalectura se realiz6 en un lector de ELISA
6 % y se estableci6 un rango adecuado para eAnthos Labtec a 405 nm. Las muestras se
andlisis de las muestras. Para ello se realizaron 546uantificaron mediante la utilizacion de un programa
repeticiones. La determinacion de la normalidad sede computacion aportado por el Centro para el
realizé por la prueba de Kolmogorov Smiribv. Control de Enfermedades (CDC) de Atlanta,
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EE.UU., basado en una transformacion logistic-log  lente se consideraron los valored0 % con

con 4 parametros. respecto al valor tedrico.

Parametros de calidad del ELISARara g) Detectabilidad. Para el estudio del limite de
evaluar las caracteristicas del sistéiase detectabilidad se realizaron 18 repeticiones de
analizaron los parametros siguientes: blanco reactivo en 3 placas diferentes y se le

calcul6 la media (X) y la desviacién estandar
(DE) para cada placa. La detectabilidad se
calculd por la férmula X% 2 DE.

a) Precision. La variaciéon intraensayo fue
comparada ensayando 5 muestras de diferentes
concentraciones, probandose 10 réplicas de cada
muestra en 3 placas. La variacion interensayo
se determiné con los valores promedios de cad
una de las muestras evaluadas. La variacion tota
fue comprobada analizando la variacion de todas )
las muestras, dentro y entre los ensayos. E| L0S valores de absorbancia aumentan
coeficiente de variacion (CV %) se determing Proporcionalmente a la concentracion de
para estimar la variacién estadistica de la mediaecubrimiento hasta 10g/mL, a partir del cual se
de las réplicas. mantienen constantes, como concentracion optima

b) Exactitud. Se analizé6 mediante la prueba dede recubrimiento se tomé 2@/mL (fig. 1).
recuperacion, se selecciond para ello una muestra  El coeficiente de variacion intraensayo (tabla 1)
libre de anticuerpos contra las proteinas medido para5 concentracionesy repetido en 3 placas
vacunales, a la que se le afiaden diferentesliferentes es menor que el 10 % en el 2do., 3er. y
volumenes de muestras de concentracionesito. segmentos de la curvay entre 10y 15 % en el
conocidas. El porcentaje de recuperacion seiro. y 5to. segmentos. Un comportamiento similar
calculé mediante la formula: ocurre con el coeficiente de variacion interensayo,

) . como CV promedio se obtuvo 9,09 %. En el caso
Valor obtenido U/mL/ Valor tedrico U/mL x 100 g coeficiente de variacion total se logré un CV

ESULTADOS

Siendo el val rico = C - | promedio de 12,30 % y en todos los casos el CV fue
iendo el valor tedrico = Concentracion calcu- ;0 a1 20 0 (tabla 2).

lada xvolumen de la muestra evaluada/ Volumen

de la muestra evaluada + volumen de la muestra

libre de anticuerpos.

Se consideré como Optimo un porcentaje de

recuperacion entre el 90-110 % y aceptable entre

80-90%y 110 - 120 %. 1,47

c¢) Evaluacion de la curva estandar. 12

— Paralelismo. Para la prueba de paralelismo se_
tomaron 5 muestras con concentraciones va-g
riables. A cada una se le realizaron diluciones %
seriadas desde 1:800 hasta 1:3 200rgadie 2067

11

zaron 4 repeticiones de cada dilucién. T0.4-

Se consideré como optimo si la dispersion de 0.2 a

los valores era inferior al 10 %. 0 _,F: , ll | | |
— Linealidad. Se tomaron 24 muestras que 0 5 10 15 20 25

X pg/mL
presentaban concentraciones entre 20 000

y 5 000 U/mL y sdnicieron 12 parejas que

combinaban las de mayor y menor concentra-
cion. Se aplicaron 4 veces las muestras indivi-
duales y las mezclas en la p|aca. Como exce-Fig. 1. Concentracién 6ptima de recubrimiento.

—eo—— Estandar —a— Negativo —a—— Blanco
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TABLA 1. Precision intraensayo del ELISA de proteina VA-MENGOC2BC

Placa 1 Placa 2 _ Placa 3
Muestras ~ X(U/mL) CV (%) — X(U/mL) CV (%)  U/m¥( CV (%)
1 18 342 10,26 13 771 10,59 18 952 6,33
2 10 178 9,75 9 504 8,43 10 233 4,26
3 5111 7,94 4 581 9,69 5 104 5,27
4 2 582 9,68 2 756 10,49 2 427 8,57
5 1 380 15,87 1579 15,0 1 238 12,28
TABLA 2. Precision interensayo y total del ELISA de proteina VA-MENGOCBC
_Interensayo _ Total
Muestras X(U/mL) DE X(U/mL) CV (%) X(U/mL) DE)YU/m CV (%)
1 17 022 2 832 16,63 17 022 27,82 16,34
2 9 972 406 4,07 9 972 817 8,19
3 4 932 304 6,16 4 932 443 9,98
4 2 588 165 6,37 2 588 276 10,66
5 1 399 171 12,22 1399 243 17,36
250
200
=
150

100

50

0_25003500| 35004500 45005500 55006500 65007500 7[5](/)06500
m

Determinacion de la norm alidad: Prueba KS p< 0,01, N = 549, Media = 4 353 Desviacion

estandar = 898, Rango = 2 557 - 6 149,

Fig. 2. Rango del suero control del
ELISA de proteina de VA-MENGOC-

BC®.

El rango del suero control fue entre 2 557 y 6 TABLA 3. Recuperacion del ELISA de proteina VA-MENGOE-B

149 describiendo una distribucion normal segin
la prueba de Kolmogorov Smirnov (fig.2). El
rango de la curva se extiende desde 20 000 U/

Valor esperado

Valor obtenido  Recuperacién

mL hasta 625 U/mL. El analisis de correlacion
entre el estandar secundario y el estandar de
referencia mostrdé un coeficiente de correlacion

de 0,9958 con pendiente 1,0253 e intercepto de -

132,47 (fig. 3).

Muestra (U/mL) (U/mL) (%)
1 20 000 17 022 85,11
2 10 000 9772 99,72
3 5 000 4 932 98,64
4 2 500 2 588 103,54
5 1 250 1 399 111,92

La recuperacion del sistema entre los segmentosomportamiento similar en el rango de medicion evaluado
2do., 3ro. y 4to. se encuentra dentro de los valoregfig. 4). Entodos los casos el CV fue mermie 10 %.
Optimos y en el 1ro. y 5to. segmentos discretamente
superiores. La recuperacion promedio fue de 99,78 %entre 93 y 108 % respecto al valor teorico (tabla 4).
(tabla3). La prueba de paralelismo realizada para 5Se detuvo una detectabilidad de 700 U/mL, para una
muestras en 3 diluciones diferentes mostré unn =54, X =281y DE = 209,5.

En la prueba de linealidad se obtuvieron valores
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Fig. 3. Correlacién entre el estandar

Ecuacion de regresion: y =1,0253x - 132,47, Coeficiente de correlacion: r = 0,9958, N = 144 secundario y el de referencia.
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4. Paralelismo del ELISA de proteina VA-MENGOC-BC

TABLA 4. Linealidad del ELISA de proteina VA-MENGOC-BC

Muestra X Muestra Y Valor esperado Valor obtenido
(U/mL) (U/mL) X+Y (U/mL) X+Y (UmL) %

4 045 11 495 7 770 7 836 100,8
3 031 9 144 6 087 6 490 106,6
4 436 15 407 9 922 9 446 95,2
4 426 9 490 6 958 6 498 93,4
5101 8 566 6 834 6 545 95,8
6 330 11 937 9 134 9 452 103,5
7 748 10 079 10 913 10 302 94,4
7 607 2 995 5301 5 661 106,8
11 893 3 834 7 863 7 508 95,5
6 981 3 932 5 456 5 896 108,1
12 031 5 573 8 802 9 145 103,9
11 533 3 697 7 615 7 669 100,7

DISCUSION

VA-MENGOC-BC® es la Unica vacuna
comercialmente disponible en el mundo para el
serogrupo B,por este motivo fue necesario validar
un ELISA de tipo indirecto que utiliza las vesiculas
de membrana externa de la vacuna como antigeno
de captura, de ahi que sea el tnico ELISA con estas
caracteristicas disponible en la actualidad y util para
evaluar la efectividad y eficacia de este preparado
vacunal.

Para la validacion del ELISA se analizaron
diferentes parametros como: concentracion optima
de recubrimiento, seleccion de la curva estandar,
correlacion entre el estandar secundario y el de
referencia, precision y exactitud.

En los ELISA de tipo indirecto debe
seleccionarse como concentracion 6ptima de
recubrimiento aquélla que se encuentre en la zona
de meseta. En la figura 1 se muestran las densidades
optimas (DO) obtenidas con las diferentes
concentraciones de recubrimiento. Las densidades
mas altas se observaron a partir de la concentracion
de 10ug/mL y se mantuvieron luego constantes, lo
gue coincide con lo reportado por algunos autdres.
Tomando como base este resultado, se decidio
utilizar 20ug/mL para la sensibilizacién de las placas
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en nuestro ensayo, y garantizar asi un recubrimient@n el segmento inferior, y por una menor pendiente
Optimo. en el caso del segmento superior.

La dispersion obtenida de los resultados de una  La prueba de paralelismo de las muestras
muestra procesada varias veces se define comensayadas mostré una independencia del valor de la
precisién y para su evaluacion exploramos laconcentracion de cada muestra de la dilucion de
intraensayo, interensayo y el total. Empleamos comdrabajo utilizada, para el rango de medicion evaluado.
criterio de calidad 6ptimo el alcanzar un CV menor La prueba exhibié un coeficiente de variacion entre
gue 10 % para el andlisis intraensayo, y entre 10 ylas muestras inferior al 10 % (fig. 4).

20 % para el interensayo y el total, por lo que puede  Elanlisis de la linealidad mostr6 que los valores
valorarse como buena la precisién alcanzada en estabservados se encontraban dentro del intervalo de
prueba. En el interensayo, el ler. y 5to. segmentog 10 % con respecto al valor esperado (tabla 4).
presentan una menor precision, aunque menor que Estos resultados avalan la adecuada linealidad
el 20 %, dada por la baja concentracion de la muestrae la curva estandar y se corresponden con los
y por tanto, menores DO en el segmento inferiorreportados por otros autores para sistemas EEISA,
(5to. segmento) y por una menor pendiente en elo cual posibilita confiar en estudios posteriores con
caso del segmento superior (ler. segmento). esta técnican vitro.

El rango del suero control mostré una distribucién Se define como limite de deteccién o
normal (fig. 2) y se ubicé entre el segundo y el cuartodetectabilidad, a la minima cantidad detectable por
puntos de la curva segun la dilucion de trabajo, siendaun método analitico, es decir, la cantidad minima
este segmento Optimo en términos de precisién ydiferenciable de O, que en nuestro caso fue de
exactitud. Este rango permite controlar la calidad de Ia700 U/mL. Pensamos que este limite de deteccién
preparacion de la curva estandar, ya que los ensayass adecuado para nuestros propdésitos, si se tiene en
s6lo deben ser aceptados cuando el suero contraluenta el rango de cuantificacion empleado.
muestre valores de concentracion dentro de éste. Para evaluar esta vacuna se han empleado los

Se prepard una curva estandar de 6 puntos #rminos de seroconversion y serorrespondedor,
partir de una dilucién 1:200 hasta 1:6 400. El rangodados por un incremento en la concentraciéon de
de la curva permitié cuantificar entre 20 000 y anticuerpos con respecto a los valores obtenidos
625 U/mL con la dilucién de trabajo de 1:200, a estaprevia vacunacion, mayores que 4 en el primer
dilucion, los valores de concentracion de IgG anti- caso y que 2 para el seguridddquellos valores
proteina B de la mayoria de las muestras de suernferiores al limite de deteccion deben sustituirse por
estudiadas con este sistema, se encuentran dentsu mitad'® en este caso 350 U/mL, de esta manera
del rango de valores de la curva estandar, lo que nok clasificacion de la respuesta es mas objetiva, sobre
permite confirmar la utilidad de la dilucion de trabajo todo para aquellos valores extremadamente bajos
seleccionada por nosotros. El andlisis de correlaciordetectados en las muestras tomadas antes de
entre el estandar secundario y el estandar deomenzar el esquema de vacunacion.
referencia indica la similitud entre los 2 estandares  Este ELISA de apropiada precision y exactitud,

y por tanto, las mediciones con ambos patronescaracterizado de forma adecuada, es Util para ser
(fig. 3). La exactitud es el grado de identidad de usado en la evaluacion del componente proteico de
valores analiticos obtenidos con un método y elVA-MENGOC-BC® y probablemente en estudios

contenido real del parametro. seroepidemioldgicos para explorar la respuesta

La recuperacion del sistema para 5 muestrascontra las proteinas de membrana externa del
diferentes se ubica desde 85 y 111 %; el valormeningococo B cepa B4P1.15.
promedio del recobrado es de 99,78 %, lo que
permite afirmar la alta exactitud obtenida, aunque
en la primera y Gltima muestras correspondientes aSUMMARY

primero y ditimo puntos de la curva los valores So'_qAn indirect ELISA test was optimised in which B meningoccocus

Iigeramente superiores al 10 %, dada por la balaouter membrane proteins included in the Cuban Vaccine known as
concentracion de la muestra y por tanto menor DOVA-MENGOC-BC were used as capture antigents. Specific antibodies



in serum samples from vaccinated individuals were detected using 7.
a human anti-lgG conjugate, i,e, alkalyne phosphatase, thus the
reaction developed with a specific substrate called p-
nitrophenilphophate. Standard serum was obtained from a reference
standard, the gage curve range was 625 to 20 000/mL. The control
serum was selected from the most interesting areas for the samples,
hence, assay characteristics were determined. Intra-assay, inter-
assay and total inaccuracies were lower than 10 % imds¢
linear area of the curve. Detectability was 0/ Recovery,
paralelism and linearity studies showed an under 10 % innaccuracy.10.

Subject headings:NEISSERIA MENINGITIDIS; MENINGITIS; 11.
MENINGOCOCCAL/diagnosis; MENINGOCOCCAL/inmunol;
MENINGOCOCCAL/therapy; ENZYM-LINKED; IMMUNO-
SORBET ASSAY/methods; VACCINES.
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