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omplemento del estudio de In respuesta inmune humoral a las proteinas de una

vacuna antimeningocdcica (VA-MENGOC-BC) para serogrupos B y C, se evalud la respuesta in-
mune humoral al polisacdrido C de la vacuna en 142 nifios de 1 a 5 afios de edad de una zona del
Departamento de Antioquia, Colombia. Se analizaron en pares de sueros pre (T} y posvacunacion
(T,), la respuesta de IgG por ELISA y la capacidad litica sérica frente a una cepa del serogrupo C por
prueba de anticuerpos bactericidas (PAB). La respuesta a la vacuna results estadisticamente signifi-
cativa (P < 0,01 ) por las dos técnicas. Por la PAB se demostrd seroconversion (T,/T, = 4) en 88%
(intervalo de confianza del 95%, IC95%: 80 a 95% ) del total de seronegativos prevacunacion. En los
nirios de 2, 3 y 4 arios de edad la proporcidn de seroconversion fue de 86% o mds. Del total de sueros
evaluados por ELISA respondieron a la vacuna (T,/T, = 2) 93% (IC95%: 89 a 97%) y se produjo
seroconersion (T /Ty = 4) en 98% de los casos con To 500 L/mL (IC95%: 94 @ 100). En la muestra
la vacuna estimuld una respuesta especifica y protectora medida por ELISA y PAB, prueba esta til-
tima que se utiliza para evaluar el estado de proteccion.

Los brotes epidémicos de enfermedad
meningocdcica son causados principalmente
por Neisseria meningitidis de los serogrupos A,
By C (1-3) por lo que la inmunoprofilaxis
contra estos serogrupos prevendria més de
90% de los casos que actualmente se produ-

! Oficina de Epidemiologfa, Direccién Seccional de Salud,
Gobernacién de Antioquia, Ceniro Administrativo De-
partamental, 8° piso, A.A. 50946, Medellin, Colombia.

2 Instituto Finlay, La Habana, Cuba.

cen en el mundo. Hacia 1970 se comenzaron
a emplear en grupos de riesgo y en momen-
tos de epidemias las vacunas contra los sero-
grupos A, C, Y y W135, producidas a partir
de polisacdridos capsulares purificados (4).
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Estas vacunas han sido ttiles en el control de
epidemias (1), a pesar de las limitaciones de-
bidas a su pobre inmunogenicidad y la corta
duracién de la respuesta en nifios pequefios.
La respuesta a las vacunas contra el menin-
gococo C es escasa en los menores de 2 afios
y decae hasta niveles basales a los 12 meses
de la aplicacién de la vacuna a nifios de un afio
de edad (2, 5, 6). La respuesta frente al poli-
sacarido capsular del meningococo B es aun
més pobre en todos los grupos de edad (7, 7
8). Por ]a baja inmunogenicidad de las vacu-
nas de polisacaridos en nifios pequefios y la
dificultad para lograr una vacuna antisero-
grupo B, los organismos internacionales no
recomiendan estas vacunas como inmuniza-
ciones derutina, a pesar dela gravedad delas
enfermedades producidas por estos gérme-
nes. Su empleo masivo se reserva para el
control de epidemias (9).

La vacuna antimeningococica VA~
MENGOC-BC producida y ensayada en Cuba
desde fines de la década pasada, ademds de
los componentes inmunogénicos obtenidos
de meningococos del serogrupo B, contiene
polisacarido C (10) que contribuye a mejorar
la calidad del preparado (I, 11). El efecto pro-
tector del componente polisacarido ha sido
poco evaluado por la baja incidencia de este
serogrupo en Cuba en los tiltimos afios, pero
resultados preliminares de su aplicacién en
algunas regiones del Brasil (12) parecen in-
dicar una mayor protectogenicidad de este
preparado. De comprobarse esta y existiendo
a su vez una vacuna eficaz contra ambos se-
rogrupos, podria recomendarse la aplicacion
de VA-MENGOC-BC en programas amplia-
dos de vacunacién, como se hace en Cuba
desde finales de los afios ochenta,

Este trabajo no fue disefiado inicial-
mente para el estudio de la respuesta al com-
ponente polisacérido de la vacuna. No obs-
tante, la necesidad de informacién sobre la
respuesta al polisacdrido C, principalmente en
nifios, nos llevé a evaluar la respuesta a este
inmunégeno enlamuestra seleccionada para
estudiar la aplicacién de VA-MENGOC-BC en
Antioquia, Colombia, en una regién y mo-
mento de alta incidencia de enfermedad por
N. meningitidis serogrupo B (13).

MATERIAL Y METODOS
Sujetos y muestras

Se estudio la respuesta al polisacdrido
capsular del meningococo C de VA-MEN-
GOC-BC mediante inmunosorcién enzimd-
tica (ELISA) y prueba de anticuerpos bacteri-
cidas (PAB) en 142 pares de sueros de nifios.
Los 142 nifios en los que se estudid la res-
puesta al polisacdrido capsular fueron una
muestra aleatoria de los 213 incluidos en
el estudio de la respuesta a las proteinas
vacunales (14).

Las muestras de suero se obtuvieron en
1991, inmediatamente antes de la vacunacién
(Ty) y 4 semanas después de administrada la
segunda dosis (T7).

Fuentes de antigenos

Para la PAB se empled como célula diana
una suspension previamente ajustada de la
cepa C-11 (ATCC) de N. meningitidis sero-
grupo C, OAc*, empleada en el proceso de
obtencién del polisacérido para la produc-
cién de la vacuna. En el recubrimiento de las
placas para microELISA se utilizé una solu-
cién de polisacéarido capsular de la cepa C-11
una vez satisfechos los controles de calidad
requeridos (15).

Métodos de evaluacién
ELISA. Se realizé un ELISA indirecto en

placas cuyos pocillos se recubrieron con so-
lucién de polisacarido C, 2,5 pg/mL, previa
fijacion en las mismas de poli-L-lisina a una
concentracién de 3 pg/mL. Se incubaron las
placas con el polisacarido a 4 °C durante 12—
16 horas, lavdndose finalmente para eliminar
el material no fijado a la placa.

Se afiadieron las muestras, controles de
calidad y patrén de concentracion correspon-
dientes, siguiendo la metodologia ya descrita
para la cuantificacién de IgG contra las pro-
teinas de la vacuna (14).



CUADF_!Q 1. Resultados de las pruebas de inmunosorcion enzimatica (ELISA) de IgG y de anticuerpos
bactericidas (PAB), antes (7;) y después de la vacunacién (7;), en una investigacién de anticuerpos
contra el polisacarido C de la vacuna VA-MENGOG-BC en nifios vacunados en Antioguia, Colombia

ELISA (U/mL) Titulo PAB
Ty T To T,
n 142 142 142 142
Media de los log neperianos 6,07 8,57 0,93 3,52
Desviacidn estandar 0,91 0,8 1,35 1,53
Mediana 400 4456 1 32
Percentil 25 253 2971 1 16
Percentil 75 861 8964 4 128
Media geométrica 432 5271 2,53 33,7
Intervalo de confianza de 95% 372 a 503 4615 a 6019 2,03 a 3,16 26,6 2 43,4

CUADRO 2. Resultados (media geométrica e intervalo de confianza de 95%) de las pruebas de
inmunosorcion enzimatica (ELISA) contra polisacarido C y de anticuerpos hactericidas (PAB) contra
meningococe C en sueros de nifios de Antioguia, Colombia, antes (7;) y después (7,) de Ia
vacunacion con VA-MENGOC-BC

ELISA (1C95%) PAB (1C95%)
Edad (n) To T To T

1 afio (6) 301 (113 a 805) 2980 (1160 a 7659) 19(0,72a5.7) 12 (2,3 a 64,5)

2 afios (20) 379 (232 a 621) 5431 (3802 a 7759) 1,6 (1,122,4) 30,6 (13,4 a 69,9)
3 afios (44) 347 (270 a 445) 4852 (3593 a 5843) 2,3(1,7233) 40,0 (25,5 a 62,9)
4 afios (59) 533 (410 a 693) 5541 (4545 a 6756) 3.2 (2,125,0) 33.8 (22,2 a 51.4)
5 afios (13) 464 (277 a 776) 8600 (4488 a 16827) 2,8(0,928,7) 28,5 (10,8 a 75,3)

Prueba de anticuerpos bactericidas. La
PAB se realizé mediante un procedimiento
semejante al descrito para las cepas de N. me-
ningitidis serogrupo B, pero empleando como
célula diana una cepa C-11 (ATCC) y como
fuente de complemento suero de conejo.

conjunto. La figura 1 muestra la distribucién
porcentual de los resultados de ELISA agru-
pados por intervalos de concentraciones, antes
y después de la vacunacién. Puede obser-
varse la distribucién inversa de las concentra-
ciones antes y después de la vacunacién. En
la fase prevacunacion predominan los valo-
res bajos, con concentraciones de menos de
1000 U/mL en 81% de las muestras. Por el
contrario, en la fase posvacunacion las con-
centraciones excedieron ese nivel en 98% de
los sueros.

La figura 2 muestra la distribucién por
intervalos de los titulos” pre y posvacunales
de actividad bactericida. La actividad bacte-
ricida estuvo ausente en 51% de los nifios an-
tes de la vacunacion y 80% tuvieron titulos de

RESULTADOS

La muestra estudiada quedd distri-
buida por edades de la siguiente forma: 142
nifios en edades de 1 a 5 afios en los siguien-
tes subgrupos: 1 afio, 6 nifios; 2 ahos, 20; 3
anos, 44; 4 afios, 59; 5 afos, 13. Los resulta-
dos correspondientes a ambas pruebas y
grupos de estudio se muestran en los cua-
dros1y2.

Mediante analisis de la varianza para
observaciones repetidas se hall6 un efecto . ) o
global significativo de la vacunacion (P < "Bl s lamers de s dlucin mivime e e e
0,001; F = 131,1) en la muestra tomada en su es8.

O CAPSULAR DE N. MENINGITIDIS
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FIGURA 1. Distribucion pre y posvacunacion
de las concentraciones de anfipolisacarido G
medidas por inmunosorcion enzimatica (ELISA)
en 142 nifios vacunades con VA-MENGOC-BC
en Antioguia, Colombia

70

60 -

=
&

50 -

40-

%

30 -

20 -

ALt 0

0-5 >5 10 >10 20 >20—30 >30—40 >40
Concentracién (U/mL x 100)

[ Prevacunacion 3 Posvacunacion

FIGURA 2. Distribucién pre y posvacunacién
de los tftulos de anticuerpos bactericidas
antimeningococo G en 142 nifios vacunados
con VA-MENGOC-BC en Antioguia, Colombia
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CUADRO 3. Nimero y porcentaje (e intervalo
de confianza correspondiente) de nifios de
distintas edades que respondieron (7,/T, = 2)
al polisacdrido C de la vacuna VA-MENGOC-BC
segun la prueba ELISA respecio al total de
vacunados estudiados (n = 142)

Respuesta
Edad (afios) n n % (1C95%)
1 6 6 100 —
2 20 16 80 (62 a 98)
3 44 42 95 (89 a 100)
4 59 56 95 (89 a 100)
5 13 12 92 (78 a 100)
Total 142 132 93 (89 a 97)

menos de 8. Por el contrario, después de la
vacunacion 88% presentaron titulos de mas
de 4, hallandose 86% de los titulos entre 8 y
256. El cuadro 3 muestra la proporcién de
respuesta que fue de 93%; se considerd la
existencia de la respuesta cuando el titulo
posvacunal duplicé al titulo prevacunal, in-
dependientemente del valor de este. Estrati-
ficando las proporciones de respuesta por
edades se obtuvo una proporcion de res-
puesta de 80% o mas en todos los estratos.

El cuadro 4 muestra los porcentajes de
seroconversion considerando en los célculos
de estos las muestras que al menos cuadru-
plicaron su titulo prevacunal partiendo de
valores iniciales menores o iguales a 500 U/mL
por ELISA o sin actividad bactericida (T, = 1)
en la prueba correspondiente.

Al estratificar por edades, algunos es-
tratos son muy reducidos, lo que limita el va-
lor de las inferencias correspondientes.

DISCUSION

Un objetivo actual en la prevencién de
las enfermedades infecciosas es el desarroilo
de vacunas miiltiples que permitan con el
minimo de intervenciones lograr la inmuni-
zacibn contra el maximo de agentes infeccio-
sos prevenibles por vacunas. El desarrollo de
la vaccinologia hace que cada vez haya més
microorganismos incluibles en ese grupo (7).



CUADRO 4. Resultados de seroconversion (7,/7, = 4) respecto a anticuerpes antipolisaedrido C por
inmunosorcién enzimética (ELISA) y prueba de anticuerpos bactericidas en nifios vacunados con

VA-MENGOC-BC en Antioguia, Colombia

ELISA Prueba de anticuerpos bactericidas
Total Seroconversion Seroconversion
(To = 500 Total

Edad (afios) U/mL) n % 1C95% (To=1) n % 1C95%
1 3 2 67 (13 a 100) 3 2 67 (13 2 100)
2 12 12 100 — 1" 10 91 (74 2 100)
3 29 28 96 (90 a 100) 22 19 86 (72 2 100)
4 29 29 100 — 27 25 93 (83 a 100)
5 12 12 100 — 9 7 78 (51 2 100)

Total 83 83 98 (94 a 100) 72 63 88 (80 a 95)

La introduccién de una nueva vacuna
para la prevencion simultidnea de la enfer-
medad meningocdcica producida por los se-
rogrupos B y C abre la posibilidad de in-
cluirla en las vacunaciones de rutina, como se
ha hecho en Cuba, ya que los serogrupos B
y C son los principales causantes de la en-
fermedad en América y Europa, incremen-
tdndose en los tltimos afos también en
Asia (16, 17).

En el grupo de nifios estudiados la res-
puesta inmune estimulada por el polisaca-
rido C de la vacuna VA-MENGOC-BC fue
elevada, pudiéndose evaluar la proteccién
mediante la PAB (18).

Los complejos no covalentes de polisa-
céridos y proteinas de membrana externa de
N. meningitidis han sido evaluados como can-
didatos para vacunas antimeningocdcicas.
Mediante esos complejos se han logrado res-
puestas inmunes timodependientes a los po-
lisacaridos, conservandose la inmunogenici-
dad de los componentes proteinicos (19, 20).
Cuando se emplean complejos naturales la
respuesta no es la misma que cuando los
complejos se forman por mezdla in vitro de los
componentes previamente purificados, lo que
indica la importancia de la forma de obten-
cién de dichos complejos (19), ya que el tipo
de respuesta contra estos estd muy relacio-
nada con la fuerza de la unién proteina-poli-
sacarido. Otro procedimiento para lograr una
respuesta timodependiente a los polisacéri-

dos ha sido la sintesis y administracién de
conjugados covalentes proteina-polisacarido
(21-23). En estos casos se logra una res-
puesta eficaz, pero lainmunogenicidad de la
proteina resulta alterada y solamente acttia
como portadora; el polisacdrido también
puede sufrir cierto deterioro en el proceso de
conjugacion (23).

Los resultados obtenidos en este tra-
bajo no proporcionan todos los elementos
necesarios para comparar el efecto de la com-
binacién de los inmundgenos de los menin-
gococos B y C presentes en la vacuna con otras
combinaciones o con el polisacérido purifi-
cado, pero por las dos pruebas empleadas se
obtienen resultados que permiten afirmar que
el nivel de inmunidad alcanzado es satisfac-
torio en cuanto a intensidad y capacidad pro-
tectora de la respuesta en nifios de 2, 3y 4 afios
de edad, lo que concuerda con algunos de los
resultados notificados en el Brasil (12). En los
nifios de menos de 2 afios de edad, que en
general han respondido mal a este y otros
polisacaridos empleados con fines vacunales
(1, 2, 6, 25, 26) si bien hubo respuesta en to-
dos ellos, el reducido niimero de integrantes
de la muestra relativiza las posibles conclu-
siones. La duracién de la respuesta es otro
aspecto a considerar que se evaluard en su
momento.

Los niveles de anticuerpos previa-
mente a la vacunacién fueron bajos, lo que
puede estar relacionado con una baja circu-
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lacién de N. meningitidis serogrupo C pero
implica un elevado nivel de susceptibilidad a
esta enfermedad (27).

En la evaluacién de la vacuna VA-
MENGOC-BC que estamos realizando en
Antioquia debemos incluir inmediatamente
nifos desde los 3 meses de edad, momento a
partir del cual comienzan a declinar los anti-
cuerpos maternos y se incrementa el riesgo de
contraer enfermedades infecciosas, que al-
canza el maximo entre los 6 meses y el afo de
edad (2). La proteccién de los nifios durante
el primer trimestre de vida podria lograrse
mediante la vacunacién de las embarazadas
si se demostrara que esta no presenta riesgos
para el feto y le confiere una inmunidad pa-
siva protectora (28). Actualmente se desarro-
lian estudios en ese sentido.®

Podemos concluir que la vacunacién con
VA-MENGOC-BC estimulé en el grupo es-
tudiado una respuesta inmune sustancial, con
titulos de anticuerpos bactericidas en mas de
95% de los nifios y una seroconversion global
elevada, pero con una muestra pequefia de
menores de 2 afios. Estdn en curso estudios
para evaluarla duracién de dicha respuesta y
caracterizar la misma en lactantes.
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vaccination (T,) sera were tested for IgG re-
sponse by means of ELISA and for serum lytic
capacity against a strain of serogroup C by means
of the bactericidal antibodies test (BAT). Re-
sponse to the vaccine was statistically signifi-
cant (P < 0.01) by both techniques. PAB dem-
onstrated seroconversion (T/T, = 4) in 88% (95%
confidence interval, CI95%: 80% to 95%) of all
those who were seronegative before vaccina-
tion. The proportion of seroconversion in chil-
dren 2, 3, and 4 years of age was 86% or more.
Of all the sera tested with ELISA, 93% (CI95%:
89% to 97%) showed response to the vaccine
(T/T, = 2), and 98% (CI95%: 94% to 100%) of
the subjects with T, < 500 U/mL seroconverted.
In this sample, the vaccine stimulated a specific
and protective response as measured by ELISA
and BAT, the latter test being utilized to evaluate
protection status.

O CAPSULAR DE N. MENINGITIDIS

z

Echeverryetal. « RESPUESTA AL POLISACARID

301



