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RESUMEN

La infeccion por Neisseria meningitidis del grupo B ha sido dificil de detectar, en parte por-
que el polisacdrido de este grupo de bacterias es un inmundgeno débil. En este articulo se des-
cribe el andlisis de la validez de una nueva prueba, la MB-Dot-ELISA, en la cual se emplea un
antisuero de caballo de alta titulacién para detectar antigenos de N. meningitidis del grupo
B. En el estudio se valoraron muestras de liquido cefalorraquideo de 585 personas, 574 de las
cuales padecian presuntamente meningitis y 11, trastornos neuroldgicos. La sensibilidad de la
prueba fue 0,991 y la especificidad, 0,826. Estos valores fueron mds altos que los de la agluti-
nacion en litex y son muy compatibles con los de la contrainmunoelectroforesis y los métodos
de andlisis bacteriolégico. La prueba MB-Dot-ELISA es sensible, barata y apropiada para rea-
lizar investigaciones en los laboratorios de salud piiblica.

Desde 1988, se han producido brotes
epidémicos de meningitis cerebroespi-
nal causados por Neisseria meningitidis
del grupo B en la ciudad de Sdo Paulo,
Brasil. Datos recientes sugieren que la
incidencia de la enfermedad se estd
reduciendo algo, ya que en 1993 se
notificaron solo 9,56 casos por millén
de habitantes en comparacién con
14,25 en 1990 (1).

1 Se public6 en inglés en el Bulletin of the Pan Ameri-
can Health Organization, 1996, Vol. 30, No. 3, con
el titulo “Detection of N. meningitidis Group B
antigens by MB-Dot-ELISA in patients with
meningitis”.

2 Instituto Adolfo Lutz, Seccién de Inmunologia. Las
solicitudes de separatas deben dirigirse a esta
primera autora en el Instituto Adolfo Lutz. Direc-
cién postal: Avda. Dr. Arnaldo 355, 01246-902, Sao
Paulo, SP, Brasil.

3 Instituto Adolfo Lutz, Seccién de Bacteriologia,
Sao Paulo, SP, Brasil.
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La deteccién de antigenos de N. me-
ningitidis del grupo B en el liquido
cefalorraquideo (LCR) de los pacientes
plantea algunas dificultades. Estas
derivan de la falta de un buen anti-
suero especifico del grupo que, a su
vez, se debe a la baja inmunogenicidad
del polisacarido de este grupo bacte-
riano (2-3). En general, los datos dis-
ponibles al respecto son escasos.

Se ha descrito el uso de una prueba
de inmunovaloraciéon en mancha (dot-
immunobinding assay) en la cual se uti-
liza un anticuerpo monoclonal para
detectar antigenos polisacaridos de
meningocdcicos del grupo B en el LCR
y la orina de pacientes infectados (2).
Si bien esta prueba parece ser més sen-
sible que la contrainmunoelectrofore-
sis (CIE), la aglutinacién en latex (LA)
o la valoracién por inmunosorcién

enzimatica (ELISA), su positividad no
sobrepasé 67%. No se han encontrado
referencias bibliograficas sobre anti-
sueros policlonales contra N. me-
ningitidis del grupo B.

Con objeto de mejorar los instru-
mentos disponibles para detectar este
agente causal de la meningitis, se pre-
paré con anterioridad a este estudio
un antisuero policlonal de alta titula-
cién contra N. meningitidis del grupo B
en caballos (4), que suele usarse en el
diagnéstico por CIE. El trabajo que
aqui se presenta se llevé a cabo con el
fin de estandarizar y evaluar otra
prueba, la dot-ELISA para meningoco-
cos del grupo B (MB-Dot-ELISA), y
comparar los resultados obtenidos con
los de la microscopia, los métodos de
cultivo y otras técnicas de andlisis
inmunolégico como la CIE y la LA.

Rev Panam Salud Publica/Pan Am | Public Health 1(3), 1997



MATERIALES Y METODOS
Liquido cefalorraquideo

En este estudio se analizaron 585
muestras de LCR. De ellas, 574 se
habian enviado al Instituto Adolfo
Lutz para diagnéstico inmunobacte-
riolégico después de obtenerlas de
pacientes hospitalizados en el Instituto
de Infectologia Emilio Ribas por pre-
sentar presuntos casos de meningitis.
Las 11 muestras de LCR restantes se
extrajeron de pacientes que padecian
trastornos neurolégicos y estaban
ingresados en la policlinica de la
Facultad de Medicina de la Universi-
dad de Sao Paulo.

De las 574 muestras, 113 eran de
pacientes infectados por N. meningitidis
del grupo B. Otras 287 fueron positivas
en el examen microscépico (tincién de
Gram), el cultivo u otros métodos de
analisis bacteriolégico para detectar
otros agentes etiolégicos (56—-6). Las 174
restantes fueron negativas. Los resulta-
dos de las 11 muestras tomadas en el
Hospital Universitario de Sdo Paulo
fueron negativos. Todas las muestras
de LCR se procesaron en un periodo de
24 a 48 horas mediante métodos bacte-
riolégicos y CIE, y se guardaron a tem-
peraturas por debajo de —20 °C durante
casi un afio para utilizarlas en otras
pruebas inmunolégicas.

Técnicas inmunolégicas
convencionales

La CIE se realiz6 como se indicd
anteriormente (7). Para la prueba de
LA, se emple6 un estuche comercial de
reactivos (Biolab Diagnodstico SA, bio-
Mérieux 69260 Charbonnieres les
Bains, Francia), que fue donado por el
Dr. Antonio Walter Ferreira del Insti-
tuto de Medicina Tropical de Sao Paulo.

MB-Dot-ELISA

La prueba MB-Dot-ELISA se estan-
dariz6 del siguiente modo: se trazaron
areas de 0,5 X 0,5 cm en tiras de nitro-
celulosa de 1,0 X 11,0 cm con un mar-
cador indeleble. Luego se hizo una

mancha en el centro de cada cuadrila-
tero con una muestra de 1,0 pL de
LCR. Los controles positivos fueron un
antigeno polisacarido de N. meningiti-
dis del grupo B (8) y una muestra de
LCR de un paciente infectado por esta
bacteria. Los controles negativos fue-
ron muestras de LCR de pacientes con
infecciones distintas de la meningitis.
Después de secar las tiras a tempera-
tura ambiente, se bloque6 la mem-
brana con gelatina al 3% en una solu-
cién salina con tampén fosfato (PBS), a
un pH de 7,4, durante 30 minutos a
temperatura ambiente y se lavo tres
veces en agua destilada. A continua-
cidén, cada tira se incub6 con 2,5 mL de
antisuero de caballo contra N. meningi-
tidis del grupo B (4), a una dilucién de
1:600 en PBS, que contenia gelatina al
1% (PBS-G), durante 2 horas, a tempe-
ratura ambiente y en un agitador de
plataforma oscilante. Después, se lava-
ron las bandas dos veces en PBS que
contenia Tween 20 al 0,05%, y se incu-
baron durante 2 horas con 2,5 mL de
un conjugado de peroxidasa IgG anti-
caballo (Sigma Chemical Company,
Estados Unidos de América) a una
dilucién de 1:500 en PBS-G. Tras otros
dos ciclos de lavado con agua desti-
lada y PBS, las tiras se incubaron con
una solucién cromégena (tetraclorhi-
drato de 3-3’diaminobencidina y
H,O,) durante 5 minutos. Seguida-
mente, las tiras se lavaron tres veces en
agua destilada. Se registr6 una reac-
cién positiva al observar una mancha
de color contra el fondo blanco del
papel de filtro y una negativa, cuando
no se observo ninguna mancha tefiida.

La absorcién de antisuero con anti-
genos de bacterias heterélogas se
realiz6 segin el método descrito por
Alkmin et al. (4). Para evaluar la repro-
ducibilidad interensayo, se analizaron
50 muestras de LCR con la prueba MB-
Dot-ELISA en dias distintos. Para eva-
luar la reproducibilidad intraensayo,
se examinaron cinco veces las 10
muestras negativas y las 10 positivas
de LCR.

Para evaluar la estabilidad de las
membranas de nitrocelulosa mancha-
das, se prepararon cuatro membranas
de cada lote de muestras de LCR y se
mantuvieron entre papel secante. Des-
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pués de procesar la primera de ellas y
antes de examinarlas, dos membranas
se mantuvieron a 37 °C durante 15y 30
dias, respectivamente, y la cuarta se
mantuvo a temperatura ambiente y se
proces6 6 meses mads tarde.

Analisis estadistico

Para valorar la validez diagndstica
de la prueba MB-Dot-ELISA, se esti-
maron su sensibilidad, especificidad,
valores predictivos positivos y negati-
vos (con sus correspondientes interva-
los de confianza de 95%). La concor-
dancia entre las pruebas diagnosticas
se estim6é mediante el estadistico
kappa (k) (9-13). El grado de significa-
cion estadistica de k se calculd
mediante la prueba z, con un nivel de
significacion de 0,05.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos con la
prueba MB-Dot-ELISA se presentan en
el cuadro 1. Como puede apreciarse,
112 de los 113 casos comprobados de
infeccién por meningococos del grupo
B fueron positivos en la prueba MB-
Dot-ELISA (lo cual corresponde a una
sensibilidad de 0,991). Los porcentajes
de positividad general calculados en el
analisis de 39 muestras con LA y
MB-Dot-ELISA (que comprendian 30
de esos 113 casos y de 9 de los causa-
dos por otros microorganismos cau-
santes de meningitis) fueron 66,7% y
71,8%, respectivamente. Los porcenta-
jes de positividad verdadera de las dos
pruebas fueron 89,3 y 100%, respecti-
vamente.

De las 98 muestras de LCR positivas
en el andlisis microscépico de diplo-
cocos gramnegativos, pero negativas
en el cultivo y la CIE, 83 (84,7%) fueron
positivas en la prueba MB-Dot-ELISA
(véase el cuadro 1). También hubo 33
casos (17,8%) de reactividad cruzada
con bacterias no relacionadas. En el
grupo de 185 muestras de LCR negati-
vas, 38 (20,5%) fueron positivas en la
prueba MB-Dot-ELISA.

Estos datos proporcionaron la base
para evaluar el rendimiento diagnds-
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CUADRO 1. Resultados positivos y negativos obtenidos con la prueba MB-Dot-ELISA en
400 muestras de liquido cefalorraquideo de pacientes infectados por Neisseria meningitidis
del grupo B u otros agentes patégenos y 185 muestras de pacientes sin agentes patégenos

detectados

Agentes infecciosos detectados

Resultados del andlisis del
liquido cefalorraquideo (LCR)
con la prueba MB-Dot-ELISA

por microscopia, cultivo o No. No. No.
contrainmunoelectroforesis total positivos negativos
Pruebas positivas:
Neisseria meningitidis
grupo B 113 112 1
Diplococos gramnegativos 98 83 15
Otros microorganismos:
Neisseria meningitidis
grupo A 4 1 3
Neisseria meningitidis
grupo C 11 3 8
Neisseria meningitidis
grupo W135 11 5 6
Neisseria meningitidis
grupo Y 2 2 0
Haemophilus influenzae
tipo b 80 8 72
Streptococcus pneumoniae 16 3 13
Streptococcus sp. 4 1 3
Staphylococcus aureus 13 2 11
Escherichia coli 1 0 1
Klebsiella sp. 1 0 1
Proteus sp. 2 1 1
Listeria monocytogenes 2 0 2
Diplococos grampositivos 21 3 18
Cocos grampositivos 3 1 2
Bacilos gramnegativos 12 2 10
Bacilos grampositivos 2 1 1
Levadura 4 0 4
Subtotal de positivas 400 228 172
Pruebas negativas:
Subtotal de negativas 185 38 147
Total 585 266 319

tico de la prueba MB-Dot-ELISA y
otras pruebas. Como indica el cuadro
2, el rendimiento diagnéstico de la
prueba MB-Dot-ELISA no puede dis-
tinguirse del de la microscopia, el cul-
tivo y la CIE, ya que los valores de los
intervalos de confianza de 95% corres-
pondientes a cada técnica se solapan.

En el cuadro 2 se comparan la
prueba MB-Dot-ELISA con otras tres
pruebas. Puesto que la sensibilidad de
esas pruebas suele ser baja, la MB-Dot-
ELISA se compar6 luego con una com-
binaciéon de las tres, utilizando los
siguientes criterios: todas las muestras
de LCR positivas en el cultivo solo o en
combinacién con una de las otras dos
pruebas o con ambas se consideraron
positivas verdaderas. Ademads, todas
las muestras positivas en la microsco-
pia y la CIE se consideraron positivas
verdaderas. Sin embargo, todas las
muestras que solo fueron positivas en
la microscopia o solo en la CIE se con-
sideraron negativas. Al aplicar estos
criterios, la sensibilidad y especifici-
dad de la prueba MB-Dot-ELISA mejo-
raron, y sus valores ascendieron a
0,991 y 0,826, respectivamente.

La concordancia entre la prueba
MB-Dot-ELISA y otras técnicas de
diagnéstico, individualmente o en
combinacién, se estimé mediante el
indice kappa (k) (cuadro 3). Los valo-
res de k fueron estadisticamente signi-
ficativos en todas las comparaciones,
ya que los valores z oscilaron entre

CUADRO 2. Rendimiento diagnéstico de la prueba MB-Dot-ELISA en comparacion con las técnicas de microscopia, cultivo y contrainmuno-
electroforesis (13) en el estudio de 585 muestras de liquido cefalorraquideo. Sensibilidad = muestras positivas verdaderas detectadas/
(positivas verdaderas + negativas falsas); especificidad = negativas verdaderas detectadas/(negativas verdaderas + positivas falsas);
eficiencia = (positivas verdaderas detectadas + negativas verdaderas detectadas)/total de muestras analizadas; valor predictivo positivo =
positivas verdaderas detectadas/(positivas verdaderas + positivas falsas); y valor predictivo negativo = negativas verdaderas detec-
tadas/(negativas verdaderas + negativas falsas). En cada caso, se presenta el intervalo de confianza de 95% entre paréntesis (IC95%)

Prueba MB-Dot-ELISA

Valor Valor
predictivo predictivo
Técnica Positividad % Sensibilidad Especificidad Eficiencia negativo positivo

Microscopia 19,5 0,987 0,726 0,777 0,996 0,466
(0,930-0,998) (0,675-0,773) (0,734-0,815) (0,976-0,999) (0,391-0,543)

Cultivo 14,9 0,983 0,699 0,742 0,996 0,365
(0,910-0,997) (0,648-0,746) (0,696-0,782) (0,976-0,999) (0,294-0,442)

Contrainmunoelectroforesis 241 0,989 0,790 0,838 0,996 0,599
(0,943-0,998) (0,740-0,832) (0,780-0,871) (0,976-0,999) (0,521-0,672)
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CUADRQO 3. Valores kappa (k) de concordancia entre la técnica MB-Dot-ELISA
y otras pruebas bacteriolégicas e inmunolégicas de diagndstico de la infec-

cion por Neisseria meningitidis del grupo B

MB-Dot-ELISA
Otras técnicas K2 Significado de k z
Cultivo 0,636 Intermedio 4,155
Microscopia 0,669 Intermedio 5,494
Contrainmunoelectroforesis 0,741 intermedio 7,101

@Todos los valores de k son estadisticamente significativos.

4,155 y 7,101. En cada caso se estim6
que la concordancia entre los resulta-
dos de la prueba MB-Dot-ELISA y de
los anélisis bacteriolégicos (microsco-
pia o cultivo) o la CIE fue intermedia.
La reproducibilidad inter e intraen-
sayo de la técnica MB-Dot-ELISA con-
cordé totalmente con las de las pruebas
iniciales. Por tltimo, en lo que respecta
a la estabilidad de las membranas de
nitrocelulosa, se observé que, después
de manchar las bandas de nitrocelulosa
con las muestras de LCR, era posible
guardarlas durante 30 dias a 37 °C
o durante 6 meses a temperatura
ambiente sin pérdida de reactividad.

DISCUSION

En el diagndstico de infecciones
meningocécicas del grupo B, las prue-

1. Panachdo MRI, Kallds EG, Barbosa HA, et al.
Group B meningococcal disease in Sdo Paulo,
Brasil: an epidemiological and microbiologi-
cal study. In: Evans JS, Yost SE, Maiden MC]J,
Feavers IM, eds. Neisseria 94: proceedings of
the Ninth International Pathogenic Neisseria
Conference. Winchester, England: Guidhall;
1994:395.

2. Coll P, Borche L, Ausina V, Mirelis B, Prats G.
Dot-immunobinding assay with a monoclonal
antibody for detection of Group B meningo-
coccal antigen. Eur ]| Clin Microbiol 1986;5:
44-46.

3. Ghanassia JP, Slim A, Bergogne-Berezin E,
Modai J. Failure of diagnosing group B men-

bas inmunolégicas que permiten detec-
tar antigenos bacterianos en los fluidos
biolégicos de los pacientes desempe-
fan un papel importante junto con las
técnicas bacteriolégicas, lo cual contri-
buye a prescribir la quimioterapia
apropiada y a tomar otras medidas de
control de epidemias.

En el presente estudio se estandarizé
y evalud la prueba MB-Dot-ELISA con
antisuero policlonal para detectar el
antigeno de N. meningitidis del grupo B
en muestras de LCR de pacientes con
meningitis.

Coll et al. (2), utilizando anticuerpos
monoclonales, notificaron que el por-
centaje de positividad de la prueba
de inmunovaloracién en mancha fue
67% al estudiar casos de meningitis
meningococica del grupo B confirma-
dos con andlisis bacteriolégicos. En
este estudio no se detectaron reaccio-
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nes positivas en las 13 muestras de
LCR de casos de meningitis causados
por otros agentes etiolégicos, lo cual
indica que la especificidad de la
prueba fue 100%.

Por el contrario, los analisis aqui
notificados con la prueba MB-Dot-
ELISA y anticuerpos policlonales per-
mitieron detectar casi todas (99,1%) las
infecciones del grupo B. Se observd
alguna reactividad cruzada, pero la
especificidad mejor6 con las absorcio-
nes adicionales de antisuero de caballo
con cada tipo de bacterias o una mez-
cla de bacterias con distinta reactivi-
dad cruzada, lo cual rindi6 una especi-
ficidad de 0,826. Es preciso sefialar que
83 (84,7%) de las muestras de LCR
que solamente fueron positivas en la
microscopia para diplococos gramne-
gativos fueron positivas a N. meningiti-
dis del grupo B con la prueba MB-Dot-
ELISA.

Se descubri6 que la prueba MB-Dot-
ELISA, ademas de ser sumamente sen-
sible, ofrece mas ventajas que la CIE.
En otras palabras, se redujo mucho la
cantidad necesaria de antigeno y anti-
suero, no fue preciso utilizar equipo
especial y fue facil enviar para examen
las tiras manchadas por correo habi-
tual a laboratorios alejados. La princi-
pal conclusién es que esta prueba es
sensible, barata y apropiada para las
investigaciones que se realizan en los
laboratorios de salud ptblica.
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ABSTRACT

Detection of N. meningitidis
group B antigens by
MB-Dot-ELISA in patients
with meningitis

Infection with Neisseria meningitidis group B has been difficult to detect, partly because
this bacterial group’s polysaccharide is a weak immunogen. This article describes
work carried out to test a new procedure (MB-Dot-ELISA) employing a high-titered
horse antiserum for detection of N. meningitidis group B antigens. The study assayed
cerebrospinal fluid samples from 585 subjects, 574 with suspected meningitis cases
and 11 with neurologic disorders. The results of the assay indicated a sensitivity of
0.991 and a specificity of 0.826. These results were superior to those obtained with
latex agglutination and in substantial agreement with the results of counterimmuno-
electrophoresis and bacteriologic methods. Overall, the MB-Dot-ELISA was found to
be sensitive, inexpensive, and suitable for public health laboratory investigations.
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ERRATA

América Latina, 1973 a 1992”

error.

Se ruega a los lectores tomar nota de que las afiliaciones de los coautores Goldbaum y

Silvi aparecen trastrocadas.

« Junto al nombre del segundo autor, Moisés Goldbaum, deberia estar la llamada correspon-
diente a la nota 3, pues es miembro del Departamento de Medicina Preventiva y Social de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Sao Paulo, Brasil.

« John Silvi, en cambio, deberia haberse identificado con una cuarta nota que indicara su afi-
liacion con el Programa de Andlisis de la Situacion de Salud, Division de Salud y Desarrollo,
Organizacion Panamericana de la Salud.

La Redaccion lamenta cualquier inconveniente que se haya presentado debido a este
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