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ABSTRACT
An indirect ELISA against capsular polysaccharide of Neisseria meningitidis serogroup C was developed to evaluate
the immune response to this component of VA-MENGOC-BC® Cuban vaccine. Polystyrene plates coated with poly-
L-lysine and polysaccharide antigen {"Finlay" Institute), are first incubated with human serum samples. Antibodies
are detected by addition of anti-human IgG/alkaline phosphatase conjugate, which recognizes antibodies against
polysaccharide C. The enzymatic reaction is evidenced by processing of the specific substrate p-nitrophenylphosfate.
The detection limit of the assay is 367 U/mL of specific IgG in human serum. Intra- and interassay lack of precision
was below 10%. Parallelism, linearity and recovery were = 10% of the expected values. The relation between the
standard of the "Finlay" Institute and the PB2 standard from the Center for Disease Control (CDC), Atlanta, USA,
was determined. The regression equation was CDC = 0.5398 Finlay +143,
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RESUMEN

Se desarrollé un ELISA indirecto utilizando un doble recubrimiento con poli-L-lisina y el polisacarido capsular de
Neisseria meningitidis serogrupo C (Instituto “Finlay", Habana, Cuba) para evaluar la respuesta inmune contra este
componente de la vacuna cubana VA-MENGOC-BC®. Como conjugado, se utilizé anti-lgG humana/fosfatasa
alcalina el cual se une a los anticuerpos anti-polisacaridos C producidos en humanos, reaccién evidenciada por la
degradacién del sustrato especifico (p-nitrofenilfosfato). La detectabilidad del ensayo fue de 367 U/mL. La imprecisién
(intraensayo, interensayo y total), asi como las desviaciones de la recuperacion, linealidad y paralelismo, fueron
inferiores a 10%. Se calculd la ecuacién de regresion entre el estandar PB2 del Centro para el Control de Enfermedades
(CDC) de Atlanta, Estados Unidos y el del Instituto "Finlay", (CDC = 0,5398 Finlay +143), lo que permitio establecer
una relacién entre ellos.
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Introduccién

Neisseria meningitidis es una causa importante de in-
feccion del sistema nervioso central que origina una
alta mortalidad y morbilidad, provocadas fundamen-
talmente por cepas de {os serogrupos A, By C. Para
prevenir esta enfermedad, se han desarrollado vacu-
nas antimeningocdccicas monovalentes, bivalentes y
tetravalentes contra los serogrupos A, C, Y y WI133,
Estas vacunas han resultado ser inmunogeénicas y to-
lerables en adultos, aunque en nifios menores de dos
afios confieren una inmunidad de corta duracion [1].

La vacuna antimeningocdccica cubana VA-MENGQOC-
BC* contiene proteinas de la membrana externa de la
cepa B4:P1.15 de N. meningitidis, embebidas en un
proteoliposoma, y polisacaride capsular de N,
meningitidis serogrupo C de la cepa C11ATCC [2].

Junto con estas vacunas, surgen los métodos que
permiten cvaluar la respuesta inmune humoral contra
estos preparados vacunales. Uno de los mds emplea-
dos actualmente es el ELISA |3, 4].

En el presente trabajo sc describe la normalizacion
y validacion de un ELISA dc tipo indirecto para la
cuantificacion de anticuerpos anti-polisacarido C de
N. meningitidis del isotipo 1gG, en los sueros de hu-
manos vacunados con VA-MENGOC-BC* u otros
preparados vacunales que incluyan el serogrupo C. Se
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determinaron las caracteristicas del sistema y se cal-
culé la ccuacion de regresion entre el estandar del Ins-
tituto “Finlay™ y ¢l PB2 del Centro para el Control de
Enfermedades (CDC) de Atlanta, Estados Unidos [5].

Materiales y Métodos

Antigeno

Elpolisacarido C utilizado para el recubrimiento de la fase
solida fue suministrado por el Departamento de Control
de Procesos del Instituto “Finlay”, Habana, Cuba.

Preparacién de la curva estandar

Para la scleccion del estdndar sc analizaron 84 sueros
de humanos adultos vacunados con VA-MENGOC-
BC¥, de los cuales s¢ selecciond la bolsa de mayor
titulo y se lc asignd una concentracion de 10 000 U/mL.
La curva estdndar se confecciond con seis puntos ob-
tenidos por diluciones 1:2 scriadas; el grafico abarca el
rango desde 10 000 hasta 312,5 U/mL.

Svero control

Bl suero control se selecciond del grupo de 84 sueros
hurmanos de donantes vacunados analizados v se diluyd
con albumina de sucro humano a 6% para que su concen-
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tracion se encontrara entre el tercero y cuarto punto de la
curva estandar. Para la determinacion del rango de acep-
tacion del suero de control, se realizaron 446 repeticio-
nes de la muestra y se definié como ¢l valor promedio +
2 desviaciones estandar (DE) [6]. La comprobacion de la
normalidad se realizé mediante la prueba de Kolmogorov
Smimov (ot = 0,05). Todos los calculos estadisticos fue-
ron realizados en Statgraphics® Plus para Windows [7].

Muestras

l.as muestras s¢ ensayaron en una dilucion 1:200 en
solucion diluente para muestras, estandar y control, la
cual esta formada por solucién salina tamponada con
fosfato 0,15 M pH 7,2 - 7,4 (SSTF), 0,05% de Tween
20y leche descremada a 3% (Merck) (solucion A). Se
hicieron diluciones mayores en aquellos casos con va-
lores de DO superiores al del primer punto de la curva
estandar, y en las pruebas de dilucion.

Ensayo inmunoenzimatico

Para la cuantificacion de IgG anti-polisacaride C se dise-
fi6 un sistema ELISA de tipo indirecto, en el cual se
utilizaron placas de poliestireno de alta capacidad de
acoplamiento (Costar 3590, Estados Unidos). Para el
recubrimiento de la fase sélida, se utilizo una solucion de
poli-L-lisinade 3 pg/mL en SSTF (solucion B) de la cual
se adicionan 100 uL por pocillo y la placa con esta solu-
cion se incubd a 20-25 °C por 30 min en una camara
himeda. Se realizaron tres lavados con solucion B a in-
tervalos de 30 s. Se adicionaron 100 pl. por pocillo de
una solucion de polisacdrido C a una concentracion de
2.5 ug/mL. diluidos en solucién B. La placa se incubd de
16220 ha4 °C en una cdmara homeda. Luego, la placa
se lavo tres veces con SSTF + Tween 20 a 0,05% (solu-
¢ion C) a intervalos de 30 s; se adicionaron las muestras
en cstudio, el estandar y el control del ensayo, diluidos
en solucion A y fueren incubados 1 h a 37 °C en una
camara himeda. Se realizaron tres lavados con solucidn
C y se afiadieron 100 pL por pocillo de un conjugado
anti-IgG humana/fosfatasa alcalina (SIGMA). La reac-
cién se incubé durante 1 ha 37 °C en una camara hime-
da. Finalmente, se realizaron tres lavados con solucion C
y se afadio el sustrato p-nitrofenilfosfato (SIGMA) a
una concentracion de 1 mg/mL en solucién reguladora
dietanolamina a 0,92 M pH 9,8, y se incubd durante 30
min en la oscuridad, periodo en el que el primer punto de
la curva estandar debe alcanzar una DO de 1,2 a 1,3. Al
cabo de este tiempo, la reaccion se detiene con 100 mL
por pocillo de NaOH 3 M y se realiza la lectura a 405 nm
en un lector de MicroELISA Anthos Labtec.

La cuantificacion se realizé mediante un programa
aportado por el CDC de Atlanta, Estados Unidos que
utiliza una transformacion logistic-log con cuatro
parametros [8].

Parametros de calidad del ensayo

Para cvaluar las caracteristicas del sistema, se analiza-

ron los parametros siguientes:

« Concentracion minima detectable. Se realizaron
80 repeticiones del reactivo blanco (solucion
A) y se calculd el promedio + 2 DE [6, 9].

» Precision del sistema. La variacion intraensayo
fue comprobada ensayando cinco sueros de con-
centraciones que estuvieran en ¢l rango de la curva
patrén, mediante la realizacion de diez repeticio-
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nes de cada muestra en tres placas diferentes. La
variacion interensayo utilizo la informacién de dos
placas diarias durante tres dias, comparando las
medias de cada placa. Para la variacidn total, se
emplearon todos los valores. El coeficiente de va-
riacion (CV) se uso para estimar la variacion esta-
distica de la media entre las réplicas [5, 6. 9].

+  Exactitud. Se analizo el recobrado seleccionandose,
para c¢llo, una muestra libre de anticuerpos con-
tra el polisacarido C, a la que se le afiadieron
diferentes volumenes de cinco muestras de sue-
ros de concentracidn conocida [6]. El recobrado
s¢ analizd por medio de la formula {media del
valor medido / valor teorico de concentracién)
x 100. El valor tedrico se representa por (concen-
tracion calculada x volumen de la muestra evalua-
da)/ (volumen de la muestra evaluada + volumen
de la mucstra libre de anticuerpos).

* Evaluacion de la curva estdndar.

Paralelismo

Se analizaron cinco muestras de sueros en diluciones
seriadas 1:800, 1:1 600 y 1:3 200, y sus valores de
concentracion se miden previa correcciéon con el factor
de dilucion. Se calculo lamedia, la DE y el CV entre las
réplicas para cada muestra [6, 9].

Linealidad

Se prepararon cinco pares de muestras, mezclando en
cada caso dos muestras con concentraciones elevadas v
bajas. El valor tedrico se compard con ¢l obtenido [6, 9].

Comparacién del estandar "Finlay"
con el PB2 del CDC de Atlanta

Se realizaron diluciones 4 la mitad seriadas de 1:100
hasta 1:3 200 para ambos estandares, se calculé la
media entre las réplicas de cada dilucién (n=200) y
se determing la ecuacidn de regresidn, asi como el coefi-
ciente de determinacion previa verificacion de la ho-
mogencidad de las varianzas para cada punte de la
curva mediante la prueba de Cochran.

Resultados y Discusion

Se prepard una curva estandar de seis puntos a partir
de una dilucion 1:100 hasta 1:3 200. El rango de la
curva permitié cuantificar entre 20 000 y 625 U/mL
con la dilucion de trabajo 1:200. A esta dilucion, los
valores de concentracion de IgG anti-polisacarido C
de la mayoria de las muestras estudiadas con este
sisterna, se encuentran dentro del rango de valores de
la curva estandar, lo que nos permite confirmar la
utilidad de la dilucién de trabajo seleccionada.

El limite de deteccion calculado fue de 367 U/mL,
valor inferior al limite de la curva para una dilucion
1:200 de la muestra, pero incluido dentro del rango dela
curva para las muestras con el mismo factor de dilucion
(1:100) que la dilucidn inicial de la curva estandar.

El suero control mostré una distribucion normal y
se ubico entre el tercero y el cuarto punto de la curva,
segun la dilucion de trabajo con un rango entre 2 394
4 978 U/mL (Figura 1).

Este rango permite controlar la calidad de la prepa-
racién de la curva estandar, ya que los ensayos sélo
deben ser aceptados cuando el suero control muestre
valores de concentracion dentro del mismo,
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