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Para medir el grado de protección inducido por vacunas antimeningocócicas se ha establecido el Ensayo
Bactericida en Suero (EBS) y se perfeccionan otros ensayos inmunobiológicos, sin embargo, es necesario contar
con pruebas sencillas como el ELISA, capaz de evaluar un gran número de muestras. Se estimó el nivel de corte
de los ELISAs para la cuantificación de IgG humana contra los antígenos de VA-MENGOC-BC , vacuna
antimeningocócica compuesta por vesículas proteicas de membrana externa de meningococo B y polisacárido
capsular de meningococo C, con respecto a un panel de muestras de suero de lactantes, caracterizado por
Ensayo Bactericida en Sangre Total (EBST). Los valores correspondientes a la máxima sensibilidad y
especificidad fueron respectivamente; 2 µg/mL y 12 µg/mL para antipolisacárido C, y 1000 U/mL y 7000 U/mL
para antiproteínas de membrana externa. La mayor coincidencia se obtuvo con 6 µg/mL y 2500 U/mL. Se evaluó
otro panel de muestras de suero de adolescentes entre 14 y 18 años, por ELISA y EBS para Neisseria
meningitidis serogrupos B y C, alcanzándose una buena concordancia. Doce años después de la inmunización
con VA-MENGOC-BC  persiste una importante concentración de anticuerpos contra los antígenos vacunales en
los sueros estudiados.

Palabras claves: Vacunas, Neisseria meningitidis, polisacárido C, proteínas de membrana externa, ELISA.

Introducción
La enfermedad meningocócica es una importante causa
de morbilidad y mortalidad en el mundo. Para su control
existen vacunas de polisacáridos efectivas para los
meningococos de los serogrupos A y C, no conjugadas
para mayores de 2 años de edad y recientemente
vacunas conjugadas para el meningococo C, efectivas
por debajo de esa edad (1-6).

No ha sido posible desarrollar una vacuna de polisacárido
contra el meningococo B, ya que éste es incapaz de
inducir una adecuada respuesta humoral, dada su
similitud estructural con carbohidratos presentes en
glicoproteínas del sistema nervioso central. Se ha
intentado conjugar el polisacárido químicamente
modificado a una proteína portadora, sin embargo esto
entraña el riesgo de reacciones autoinmunes (1, 2). Se
han usado otros componentes de la bacteria, como las
proteínas de membrana externa (1, 2), estrategia que fue
seguida por el Instituto Finlay, que desarrolló y
comercializa una vacuna antimeningocócica de
reconocida eficacia -VA-MENGOC-BC  - compuesta por
vesículas proteicas de membrana externa de la cepa
B:4:P1.19,15 y polisacárido capsular de meningococo
serogrupo C (7, 8).

Para medir el grado de protección inducido por vacunas
antimeningocócicas se ha establecido el Ensayo
Bactericida en Suero (EBS). Si bien sus resultados se
correlacionan con vacunas de polisacáridos, tiende a
subestimar en vacunas con otros constituyentes, como
las proteínas de membrana externa (8). Por ello se han
explorado otros ensayos inmunobiológicos (9-12). Entre
ellos se destaca el Ensayo Bactericida en Sangre Total
(EBST) o lisis en sangre total, considerada ex vivo, ya
que reproduce en el laboratorio la bacteriemia y los
mecanismos de defensa involucrados (10-12).

Aunque las pruebas funcionales son insustituibles, es
importante contar con pruebas sencillas, capaces de
evaluar un gran número de muestras, útiles para estudios
seroepidemiológicos y de inmunogenicidad de vacunas.
El ELISA es una técnica que cumple estos requisitos, sin
embargo, no está bien establecido el nivel de anticuerpos
antipolisacárido requerido para la protección, aunque se
han estimado niveles que varían entre 0,5 y 2 µg/mL (3,
4, 6, 13). No existen reportes al respecto para proteínas
de membrana externa, en parte debido a la carencia de
sueros estándares de referencia con concentraciones
definidas. El estándar para antipolisacárido C, CDC1992
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(NIBSC, GB) ha sido caracterizado para las principales
clases de inmunoglobulinas (13).

En el estudio que describimos determinamos por primera
vez el nivel de corte de los ELISAs para la cuantificación
de anticuerpos contra los antígenos vacunales de VA-
MENGOC-BC , tomando como referencia un panel de
muestras de suero de lactantes evaluado mediante
EBST.

Materiales y Métodos
Panel de muestras

Panel 1: Para el cálculo del nivel de corte de ambos
ELISAs se usó un panel de 86 muestras de suero de
lactantes, tomadas inmediatamente antes de inmunizar
con VA-MENGOC-BC  (3,5 meses de edad) y a los 3
meses de la segunda dosis (8 a 9 meses de edad). Este
panel fue previamente caracterizado por EBST para
Neisseria meningitidis (N. meningitidis) serogrupos B y C
(11, 12).

Panel 2: Para comparar los EBS para N. meningitidis
serogrupos B y C y los ELISAs respectivos, se usó un
panel de muestras de suero de adolescentes entre 14 y
18 años, vacunados con VA-MENGOC-BC  , 12 años
antes. Se estudiaron 183 muestras para meningococo B y
177 para meningococo C.

Ensayos inmunoenzimáticos

Los procedimientos técnicos de los ELISAs indirectos
para la cuantificación de anticuerpos contra polisacárido
C y proteínas vacunales de VA-MENGOC-BC , se
ejecutaron tal y como describen Nerey y colaboradores
(14) y Ferriol y colaboradores (15), excepto que en el
ELISA antipolisacárido C, se empleó un suero estándar
secundario, calibrado contra el suero estándar CDC1992
y que los resultados se expresan en µg/mL en lugar de
unidades arbitrarias por mL (U/mL). Los valores de
absorbancia se transforman a U/mL o µg/mL
respectivamente para antiproteínas vacunales y
antipolisacárido C, con un programa desarrollado por el
Centro para el Control de Enfermedades, Atlanta, GA. Se
usó la función logistic-log de 4 parámetros para construir
la curva de referencia. La validación y determinación
cuantitativa se hicieron con el paquete de programas
ELISA (16, 17).

Ensayo Bactericida en Sangre Total (EBST) para N.
meningitidis serogrupos B y C

Este ensayo es un modelo ex vivo de bacteriemia,
basado en la evaluación de la interacción de la sangre
con un cultivo de bacterias en fase exponencial de
crecimiento.

Se distribuyeron alícuotas de 1 mL de sangre en tubos
plásticos bijoux que se inocularon con las suspensiones
bacterianas a una concentración de 107 Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) por mL. Se colocaron los
tubos en una plataforma rotatoria, a 37 °C. Se tomaron 10
µL de cada mezcla en los tiempos 0, 45 y 90 min, se
realizaron 4 diluciones en RPMI (Gibco, GB) (1:10) y se
sembraron 10 µL de cada dilución en placas de agar base
GC (Difco, USA). Se incubaron todas las placas a 37 °C
con 6% de CO2 a una humedad > 90% durante 24 horas.
Al día siguiente se realizó el conteo de colonias en cada
placa. El resultado se expresó como el porcentaje de lisis
a los 45 y 90 min con respecto al conteo en tiempo 0.
Las muestras con un 50% de lisis se clasificaron como
positivas (10, 11, 12).

Ensayo Bactericida en Suero (EBS) para N.
meningitidis serogrupos B y C

Se realiza en placas estériles de microtitulación de 96
pocillos, con fondo plano y tapa. Se añaden 25 µL de
solución Hanks a los pocillos. Se agrega 50 µL de los
sueros a probar en el primer pocillo de cada hilera y luego
se hacen diluciones seriadas al doble. Se agrega 12,5 µL
de la suspensión bacteriana previamente titulada a todos
los pocillos de la placa. Se adicionan 12,5 µL de la fuente
de complemento a todos los pocillos, exceptuando la fila 12
(control de la suspensión). La fuente de complemento es
plasma humano fresco para N. meningitidis serogrupo B y
una mezcla de sueros de gazapos para el serogrupo C. Se
incuba la placa durante 30 min a 37 °C sin CO2. Se añaden
150 µL de caldo Soya Tripticasa (Difco, USA) con 1% de
agar noble que se funde y enfría hasta 50 °C más suero de
ternera al 10%. Después de solidificado el agar, se incuba
18-24 horas a 37 °C en atmósfera de CO2 (5-10%) y
pasado este tiempo se procede al conteo de las colonias en
las diferentes diluciones del suero. Se considera como
indicativo de actividad bactericida en los sueros, la
obtención de un conteo de colonias igual o menor al 50%
respecto al promedio de colonias del control de suspensión.
El resultado se reporta en título de anticuerpos con
respecto a la dilución del suero (18). Las muestras con un
título mayor o igual a 1:4 para el serogrupo B y mayor o
igual a 1:8 para el serogrupo C se clasifican como
positivas (3, 4, 13).

Análisis estadístico de los resultados

Se calcularon con el Panel 1 la sensibilidad,
especificidad, valores predictivos positivos y negativos,
coincidencia e índice Kappa (19) y se determinaron los
valores de corte correspondientes a la mejor sensibilidad,
especificidad, así como aquel valor en que se encontró
mayor coincidencia entre ELISA y EBST.
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Con el Panel 2 se compararon los resultados alcanzados
por ELISA con respecto a EBS. Se calculó para ambos
ELISAs la sensibilidad, especificidad, valores predictivos
positivos y negativos, coincidencia e índice Kappa (19),
así como el porcentaje de muestras mayores que los
valores de corte.

Resultados y Discusión
Los ensayos inmunoenzimáticos pueden ser
herramientas valiosas para estudios seroepidemiológicos,
siempre y cuando puedan establecerse los estudios de
correlatos de protección. Para anticuerpos
antipolisacárido C se han usado concentraciones entre
0,5 y 2 µg/mL (3-6) como valor de corte; preferentemente
este último. Para su determinación se han tenido en
cuenta estudios poblacionales y ensayos bactericidas en
suero, aunque no siempre se ha demostrado una
adecuada correlación entre esta última técnica y el ELISA
(3, 4).

Para el cálculo de los niveles de corte antipolisacárido C
empleamos un suero estándar secundario calibrado
contra el suero estándar CDC1992, cuantificando la IgG
en lugar de los anticuerpos totales (3, 4, 6), teniendo en
cuenta nuestro interés de explorar la respuesta inmune
de larga duración y que en las vacunas de polisacáridos,
incluso las no conjugadas, ocurre el cambio de isotipo de
IgM a IgG, aunque no podamos hablar de respuesta
secundaria en estas últimas (3-6). Por otra parte quisimos
evitar la posible interferencia de anticuerpos IgA (3, 5),
limitándonos a explorar la IgG, que tiene una alta
capacidad lítica y opsonizante, lo que nos facilitó alcanzar
una mayor concordancia con el ensayo biológico.

No existen estándares internacionales para anticuerpos
antiproteínas de membrana externa de meningococo B,
por ello usamos un estándar al que le fueron asignados
20000 U/mL. Al igual que para antipolisacárido C,
cuantificamos la IgG específica (15).

En ambos casos analizamos los niveles de corte usando
como referencia el EBST, ya que no se ha encontrado
una buena correlación entre el EBS para N. meningitidis
serogrupo B y el ELISA correspondiente. Esta correlación
ha sido discreta para la evaluación de la respuesta contra
el polisacárido C (3, 4). Preferimos emplear el EBST,
modelo ex vivo de bacteriemia que evalúa las
interacciones entre la bacteria y el hospedero que,
aunque muy laborioso, es una medida sensible de
actividad bactericida. Este ensayo tiene como virtud el
usar complemento autólogo y explorar no sólo la lisis
mediada  por  anticuerpo y  complemento, sino también la

capacidad opsonizante de los anticuerpos y las opsoninas
generadas de la activación del complemento, mecanismo
importante en bacterias extracelulares y particularmente
para N. meningitidis serogrupo B. Mientras los
anticuerpos contra el polisacárido capsular son capaces
de activar de forma efectiva el sistema del complemento
para lisar meningococo C, los anticuerpos dirigidos contra
antígenos no polisacarídicos pueden actuar mediante
opsonización y activación de los neutrófilos, de esta
forma esperábamos lograr una mejor coincidencia con el
ELISA (10-12).

Describimos distintos valores de corte acorde con la
máxima sensibilidad y especificidad y por ende los
mejores valores predictivos negativos y positivos y la
mayor coincidencia, que se obtuvo en 6 µg/mL para
antipolisacárido C (Tabla 1), mucho mayor que los 2
µg/mL usados como valor de corte en otros estudios (3,
4, 6, 13). Si empleáramos este último valor, aunque se
alcanzaría una sensibilidad del 100%, la especificidad
sería sólo del 62% y la coincidencia de 71%, con un
índice Kappa de 0,43, indicativo de baja correlación entre
ambas técnicas.

Tabla 1. Valores de corte del ELISA antipolisacárido
C, estimados con un panel de 86 sueros de lactantes
caracterizado por el Ensayo Bactericida en Sangre
Total

Valores de corte
2 µg/mL 6 µg/mL 12 µg/mL

IK 0,43 0,80 0,45
S 100 85 35
E 62 95 100

VPP 44 85 100
VPN 100 95 84

C 71 93 85
IK = Índice Kappa. S = Sensibilidad. E = Especificidad.
VPP = Valor predictivo positivo. VPN = Valor predictivo negativo.
C = Coincidencia

La mayor coincidencia para antiproteína vacunal se
alcanzó con 2500 U/mL, concentración a la que
corresponde un buen índice Kappa de 0,75 (Tabla 2). No
reflejamos el valor correspondiente al 100% de
sensibilidad, pues coincidió con una muestra positiva por
el EBST con concentraciones de anticuerpos muy bajas,
(por debajo del límite de detección del ensayo), para el
cual no tenemos una explicación, aunque pudiera
deberse a mecanismos naturales de defensa. Como era
de esperar la sensibilidad y especificidad son
inversamente proporcionales según se aumente el valor
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de corte. A una mayor densidad de anticuerpos debe
corresponder una mayor actividad lítica. En el caso de las
vesículas proteicas de membrana externa es más difícil
de precisar, ya que probablemente algunos de sus
componentes son más inmunogénicos y capaces de
inducir anticuerpos con capacidad bactericida mediada
por complemento o por los fagocitos, de ahí que los
cambios de especificidad sean menos marcados a
medida que se eleva el valor de corte, aunque siempre en
sentido ascendente (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de corte del ELISA antiproteínas de
membrana externa, estimados con un panel de 86
sueros de lactantes caracterizado por el Ensayo
Bactericida en Sangre Total

Valores de corte
1000 U/mL 2500

U/mL
7000
U/mL

IK 0,67 0,75 0,37
S 96 88 29
E 81 90 100

VPP 66 78 100
VPN 98 95 78

C 85 90 80

IK = Índice Kappa. S=Sensibilidad. E=Especificidad.
VPP=Valor predictivo positivo. VPN=Valor predictivo negativo.
C=Coincidencia

Los valores de corte pudieran variar si estudiáramos otras
poblaciones de más edad con un grado mayor de
madurez del sistema inmune. Preferimos utilizar muestras
de suero de lactantes por ser el principal grupo
susceptible y por lo tanto receptores de vacunas
antimeningocócicas. El empleo de muestras de lactantes,
con un sistema inmune menos maduro sobre todo en su
vertiente humoral, pudiera explicar los niveles superiores
de corte para polisacárido C (3, 4, 6,13). También
pudieran modificarse si se ajustara el inóculo bacteriano
buscando una mejor sensibilidad del EBST, para lo cual
habría que realizar nuevos estudios (10).

Se obtuvo un aceptable índice Kappa (> 0,50) y por ende
la concordancia entre los EBS para N. meningitidis
serogrupos B, C y los ELISAs respectivos (Tablas 3 y 4),
en los valores de corte correspondientes a 2500 U/mL de
antiproteínas vacunales y 6 µg/mL de antipolisacárido C,
aunque inferior a lo alcanzado con el EBST en el Panel 1.

Tabla 3. Evaluación del ELISA antipolisacárido C, con
respecto al Ensayo Bactericida en Suero en un panel
de 177 muestras de adolescentes entre 14 y 18 años

Valores de corte
2 µg/mL 6 µg/mL 12 µg/mL

IK 0,27 0,51 0,42
S 95 69 43
E 40 82 94

VPP 44 66 78
VPN 94 84 77

C 58 78 77

IK=Índice Kappa.  S=Sensibilidad.  E=Especificidad.
VPP=Valor predictivo positivo. VPN=Valor Predictivo negativo.
C=Coincidencia.

Tabla 4. Evaluación del ELISA antiproteínas de
membrana externa, con respecto al Ensayo
Bactericida en Suero en un panel de 183 muestras de
adolescentes entre 14 y 18 años

Valores de corte
1000 U/mL 2500 U/mL 7000 U/mL

IK 0,11 0,51 0,42
S 99 87 44
E 14 66 95

VPP 46 65 87
VPN 94 88 70

C 50 75 74

IK = Índice Kappa. S=Sensibilidad. E=Especificidad.
VPP = Valor predictivo positivo. VPN=Valor predictivo negativo.
C = Coincidencia.

El empleo de niveles de corte que no requieren muestras
pareadas permite el análisis seroepidemiológico.
Aplicando este principio a las muestras del Panel 2,
podemos observar una buena respuesta contra proteínas
vacunales (Tabla 5), incluso para el valor de corte
correspondiente al mayor valor predictivo positivo (19).

Tabla 5. Distribución de muestras de suero de
adolescentes para IgG antiproteínas de membrana
externa según los niveles de corte empleados

Muestras
Nivel de corte No. %
> 1000 U/mL 165 90,16
> 2500 U/mL 104 56,83
> 7000 U/mL 39 21,31
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Si asumimos esta respuesta como inducida por VA-
MENGOC-BC , podríamos concluir que 12 años después
de la inmunización, persiste una elevada protección.
Parte de esta respuesta pudiera ser también atribuida a la
reestimulación natural por contacto con cepas circulantes
de varios serotipos del serogrupo B, lo que impediría, al
parecer, la ocupación del nicho ecológico por otros
patógenos. El hecho cierto es que existe un nivel elevado
de anticuerpos IgG contra proteínas vacunales.

En el caso de antipolisacárido C (Tabla 6), aunque en
menor grado, encontramos también una respuesta
importante, máxime teniendo en cuenta que esta vacuna
no está conjugada covalentemente a una proteína
portadora, aunque su interacción con la vesícula pudiera
explicar una respuesta que resulta intermedia entre las
vacunas no conjugadas y las conjugadas.

Tabla 6. Distribución de muestras de suero de
adolescentes para IgG antipolisacárido C según los
niveles de corte empleados

Muestras
Nivel de corte No. %

> 2 µg/mL 134 73,22
> 6 µg/mL 65 35,22

> 12 µg/mL 31 16,94

La respuesta contra polisacárido C no puede explicarse
por el estado de portador, teniendo en cuenta que no se
ha aislado meningococo C en nuestro país en los últimos
años (20, 21). Pudiera explicarse por reactividad cruzada
con el polisacárido capsular de Escherichia coli K92, pero
este patógeno se encuentra raramente en personas
sanas (1, 2, 22); tampoco pudiéramos descartar la
posibilidad de cierto grado de respuesta contra trazas
proteicas no detectables en el polisacárido vacunal.

Por supuesto que se requieren en ambos casos estudios
más exhaustivos para arribar a conclusiones más
precisas, que por otra parte no constituían objetivos
primarios de este trabajo.

Resulta totalmente inédito para estos ELISAs la
determinación de los niveles de corte tomando como
referencia pruebas funcionales ex vivo que correlacionan
con protección. De este modo, la aplicación de estos
inmunoensayos enzimáticos cobra mayor importancia en
estudios seroepidemiológicos y de evaluación clínica de
vacunas.
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ELISA Cut off Level for Quantitation of Antibodies Elicited by the Meningococcal Vaccine
VA-MENGOC-BC 

Abstract

The Serum Bactericidal Assay (SBA) has been used to measure the protection elicited by meningococcal vaccines. Other
immunobiological assays are being improved, however simple assays as ELISA, which are useful to test many samples
are necessary. The cut off levels in the ELISAs for quantitation of human IgG against the antigens in VA-MENGOC-BC

vaccine, prepared from outer membrane proteins of meningococcus B and capsular polysaccharide of meningococcus C,
were assessed with a panel of serum samples from infants, previously characterized by Whole-Blood Assay (WBA). The
cut off levels corresponding with the greatest sensitivity and specificity were respectively 2 µg/mL and 12 µg/mL for
polysaccharide C antibodies, and 1000 U/mL and 7000 U/mL for outer membrane protein antibodies. The highest
coincidence was obtained with 6 µg/mL, and 2500 U/mL. Another panel of serum samples from teenagers between 14
and 18 years old was tested by ELISA and SBA against Neisseria meningitidis serogroups B and C; a good concordance
was reached. A high concentration of specific antibodies persists twelve years after vaccination with VA-MENGOC-BC .
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