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Se evalué la actividad especifica contra las proteinas de membrana externa del meningococo B por los métodos de
ELISA y Western Blot, en tres lotes de plasma de individuos inmunizados con VA-MENGOC-BC®, durante el proceso
de fraccionamiento con etanol en frio para la produccién de la Inmunoglobulina Humana Antimeningocécica. En la
mezcla de plasma inicial se encontré respuesta contra las proteinas de 140 kDa, 105 kDa, 80 kDa y 70 kDa, contra
las proteinas de membrana externa de clase 1, 3, 4 y 5, contra una proteina con masa molecular menor que 25 kDa
y contra otra entre 42 y 70 kDa, asf como un incremento de la actividad especifica total contra las proteinas de
membrana externa sin pérdida de especificidad por ninguna de las proteinas citadas durante el proceso.
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Introduccion

Por el hecho de que los voluntarios inmunizados con la
vacuna cubana de proteinas de membrana externa del
meningococo y polisacdrido C, VA-MENGOC-BC"
desarrollaran altos titulos de anticuerpos bactericidas
antimeningocdécicos, surgié la idea de producir una
inmunoglobulina hiperinmune a partir de los plasmas de
estos individuos. Posteriormente, con la demostracién de
la efectividad de este preparado vacunal (1), vy la
inmunizacién de grupos poblacionales grandes en todo el
pais, fue posible desarrollar el proyecto de obtencién de
inmunoglobulina hiperinmune contra el meningococo B a
una mayor escala. Esta inmunoglobulina hiperinmune
tiene titulo antimeningocdcico igual o mayor que seis
veces el titulo medio de la mezcla de donaciones que le
dio origen, se administra por via intravenosa diluida en
solucién salina fisiolégica, y se indica para el tratamiento
de pacientes con enfermedad meningocécica de los
serogrupos B en todas sus formas clinicas, pues ha sido
demostrada la efectividad del producto al incrementar la
sobrevida de nifios con meningitis y/o meningococemia
aiin con un alto nimero de factores de prondstico
desfavorables (2,3). Actualmente se trabaja en una
nueva formulacién del producto, segin la tecnologia
desarrollada en nuestro pais, para la produccién de
inmunoglobulina intravenosa estandar (4), que permite
una mayor estabilidad de la IgG y ofrece una mayor
seguridad debido al pH acido. El presente trabajo se
inserta en dicho proyecto y tiene como objetivo
caracterizar la especificidad de los anticuerpos anti-
proteinas de membrana externa del meningococo B a lo
largo del proceso productivo, haciendo uso, por una parte
de la posibilidad que brinda el andlisis inmunoenzimatico
conocido por ELISA parala cuantificacién de inmuno-

globulinas especificas, y por otra de las ventajas del
immunoblot al combinar la alta resolucién de una
electroforesis en geles de poliacrilamida empleando SDS
(PAGE-SDS) con la especificidad de la deteccién
inmunoguimica.

Materiales y Métodos
1. Muestras

Se estudiaron tres procesos de fraccionamiento
alcohélico (4), realizados a partir de plasma de donantes
sanos inmunizados con VA-MENGOC-BC", y agrupados
de acuerdo con la actividad especifica determinada
mediante un método inmunoenziméatico (UMELISA-
Meningo, SUMA). El plasma fue clasificado como lote de
mediana actividad o lote |, lote de alta actividad o lote I,
y lote de plasma no titulado y con menor actividad o
lote lll. Se tomaron como muestras de cada proceso:
mezcla de plasma inicial, fraccién Il e inmunoglobulinas
purificadas liofilizadas a granel.

2. Preparacion de las muestras

Las muestras de mezcla de plasmas de cada lote fueron
clarificadas y esterilizadas por filtracion con filtros de
membrana de porosidad 0,45 ym y 0,2 um. De cada lote
de fraccién Il se tomaron 5 g y se disolvieron en solucién
de dextrosa 5% pH 4 (p/2v), se realizé ultrafiltracién en
AMICON con membranas YM 100 pasando cinco
volimenes de dextrosa 5% (p/v) pH4 para eliminar el
etanol. Se determiné el porcentaje de alcohol tedrico, v
se comprobé que estaba en el rango correcto para que no
interfiera en las posteriores pruebas, se ajusté a pH4 con
HCI 1M, se determiné la concentracién de proteina por
el método de Biuret (5) y se ajusté al 5% para finalmente
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clarificar y filtrar en condiciones estériles de la misma
manera que las mezclas de plasmas. Se pesaron 2,8 g de
cada muestra de inmunoglobulina purificada liofilizada a
granel y 2,5 g de dextrosa para ser disueltos en 50 mL
de agua destilada de manera que la solucién final quedara
al 5% (p/v) de inmunoglobulina purificada y al 5% (p/v)
de dextrosa, teniendo en cuenta el grado de humedad de
la inmunoglobulina liofilizada; se ajusté el pH a 4
empleando HCl 1M, se determiné la concentracién de
proteinas por el método de Biuret (5) y se efectud la
clarificacion y filtracién estéril de las muestras por
filtracién.

3. Determinacién de actividad

meningococo B

especifica  anti-

Las determinaciones se realizaron por un método
inmunoenzimético del tipo ELISA, segin la técnica
descrita para la cuantificacién de 1gG humana contra las
proteinas de VA-MENGOC-BC® (6). Se calculé Ia
concentracién de anticuerpos empleando un programa
elaborado por el CDC de Atlanta, EE UU, y se determiné
la actividad especifica dividiendo la concentracién de
anticuerpos expresada en U/mL entre la concentracién de
proteinas expresada en mg/mL.

4. Evaluacion electroforética del Extracto de Antigenos
(STA) y la proteina vacunal

Las muestras de STA, proteina vacunal (PV), brindadas
por la planta |ll del Instituto Finlay fueron evaluadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS,
empleando un sistema discontinuo (6). En el gel se
colocé un patrén de peso molecular (Pharmacia
17-0446-01 low molecular weight markers) con las
siguientes proteinas (pesos moleculares): Fosforilasa

carbénica (94000 Da), Albimina (67000 Da),
Ovalbimina (43000 Da), Anhidrasa carbdnica (30000
Da), Inhibidor de tripsina (20100 Da) y Lactalbumina
(14400 Da). Por densitometria se calcularon los pesos
moleculares aproximados de las bandas tenidas con Azul
Coomassie, mediante el programa computacional Gel,
(versién 2/18/1989 JTR) .

5. Determinacién de la especificidad de los anticuerpos
contra las proteinas de membrana externa del
meningococo B

La determinacién se realizé mediante Western Blot {(W.B)
(6). Se utilizaron como antigenos STA vy proteina vacunal
corridos en geles de poliacrilamida (12,5%), que fueron
transferidos a membrana de nitrocelulosa con poros de
0,45 um en un sistema de transferencia hiumedo LKB,
las muestras y controles diluidos 1/200 en solucién de
leche descremada al 1,5% p/v en SSTF 0,015 M pH 2
Tween 20 0,1% se incubaron durante toda la noche a
temperatura de 4 °C, con agitacién suave. El conjugado
anti 1gG humana-peroxidasa fue diluido 1/1000 en el
mismo diluente de las muestras y se incubd a 37 °C
durante 1 hora, después de realizar los lavados
necesarios, se afadié el sustrato peréxido de hidrégeno -
diamino benzidina (DAB), preparado justo antes de su
empleo. Al cabo de 15 a 20 minutos se detuvo la
reaccién eliminando la solucién y lavando con abundante
agua destilada .

Resultados

Las actividades especificas contra las proteinas de
membrana externa del meningococo B determinadas por
el método de ELISA para cada muestra analizada se
muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Actividad especifica anti-OMP (Ud/mg proteinas) de mezcla de plasmas, fraccién Il e
inmunoglobulina purificada de donantes inmunizados con VA-MENGOC-BC"

Mezcla de Plasma
Fraccién I

Inmunoglobulina purificada liofilizada

105,06
362,56

655,74

165,55 o
929,64 448,93
753,35 614,32

* Muestra no disponible.

En la evaluacién electroforética realizada al STA
(Figura 1), se apreciaron bandas cuyo peso molecular
calculado, con el empleo de la densitometria y el
programa computacional, fueron 82,05 Kda; 71,60 Kda;
42,26 Kda; 38,12 Kda; 34,76 Kda; 29,56 KDa y 25,45
Kda.

Estas bandas son vistas también en la electroforesis
realizada a la proteina vacunal (Figura 2). En las corridas
se vieron bandas correspondientes a proteinas de alto
peso molecular (APM), pero no se calculé su peso debido
a que el rango del patrén empleado (14,4 kDa a 94 kDa)
no lo permitié.
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Figura 1. Evaluacién electroforética del STA
- Pocillo1. Patrén de peso molecular (97 kD - 14.4 kD)
- Pocillo 2. STA

Se verificé la correcta transferencia con la tincién de un
fragmento de gel y de una tira de nitrocelulosa después
de realizada la transferencia, al observarse bandas en la
nitrocelulosa y no en el gel. Como resultado del Western
Blot (Figuras 3 y 4), para ambos antigenos se encontrd
reconocimiento a 10 bandas en cada muestra evaluada,

Figura 3. Western Blot empleando STA como mezcla antigénica

PAGE-SDS del STA
Gel después de la transferencia
Membrana de nitrocelulosa después de la transferencia
Control positivo
Control negativo
Inmunoglobulinas liofilizadas. Lote Il
Inmunoglobulinas liofilizadas. Lote |
Inmunoglobulinas liofilizadas. Lote llI
Fraccién Il. Lote Il

. Fraccién Il. Lote Il

. Fraccién |l. Lote |

. Mezcla de plasmas. Lote Il

. Mezcla de plasmas. Lote |
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En la caracterizacion de la actividad especifica contra
OMP de las muestras, cuando se utilizé STA, las bandas
maés intensas fueron las correspondientes a los pesos
moleculares de 42,26 Kda; 34,76 Kda; 29,56 KDa y

Figura 2. Evaluacion electroforética de la proteina vacunal
- Pocillo 1. Patrén de peso molecular. (97 kD - 14.4 kD)
- Pocillo 2 y 3. Proteina vacunal

con la excepciéon de la mezcla de plasmas de lote I,
donde no se apreciaron algunas bandas. La intensidad de
las bandas, a las cuales se encontré respuesta, fue
incrementandose de la mezcla de plasma a las
inmunoglobulinas purificadas y liofilizadas resuspendidas
en solucion de dextrosa 5% pH 4.

Figura 4. Western Blot empleando proteina
vacunal como mezcla antigénica

1. Control positivo

2. Control negativo

3. Inmunoglobulinas liofilizadas. Lote |
4. Inmunoglobulinas liofilizadas. Lote Il
5. Inmunoglobulinas liofilizadas. Lote Il
6. Fraccion Il. Lote |

7. Fraccion Il. Lote Il

8. Fraccion ll. Lote |l

9. Mezcla de plasmas. Lote |

10. Mezcla de plasmas. Lote Il

25,45 KDa, mientras que aparecian bandas muy intensas
en la posicién correspondiente a las proteinas de 42,26
Kda; 34,76 KDa y 71,60 K Da al emplear como mezcla
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antigénica la proteina vacunal. Las intensidades del resto
de las bandas no pudieron diferenciarse.

Discusion

El aumento de la actividad especifica a lo largo del
proceso de fraccionamiento alcohdlico en los lotes | y llI,
esta en correspondencia con el objetivo de purificacién
de inmunoglobulinas que persigue el método; sin
embargo, las concentraciones calculadas
correspondientes al proceso de fraccionamiento del lote B
entran en contradicciéon con lo anteriormente planteado,
esto puede ocurrir como consecuencia de la formacién de
un numero grande de agregados en el paso de la
liofilizacion, hecho que influye negativamente en la
actividad especifica de dichas moléculas.

La cepa utilizada para la obtencién de STA y PV, (385/83
B:4.P1.15) ha sido clasificada con anticuerpos
monoclonales (7) y se identificaron proteinas de 80 y 70
KDa, asi como las proteinas de clase 1, (P1.15) de clase
3 (serotipo 4) y las de clase 5 incluyendo 5c. La
identificacion de las proteinas presentes en el PAGE-SDS
correspondiente a STA y PV se hizo atendiendo al peso
molecular calculado y lo reportado tanto en la literatura
(7,10), como por los productores. De esta forma se
determiné que las bandas corresponden a: P1 (banda de
42,26 kDa), P3 (banda de 38,12 kDa), P4 (banda de
34,76 kDa), P5 (banda de 29,56 kDa), P5¢c ( banda de
25,45), 70 kDa (banda de 71,60 kDa) y 80 kDa (banda
de 82,05 kDa).

El método de obtencién de STA es mundialmente
utilizado para la preparacién de antigeno para W.B. (8,9},
y el W.B. es una técnica que ha sido ampliamente
utilizada para la evaluacién y caracterizacién de la
inmunogenicidad de diferentes preparados vacunales en
animales y humanos (10,11). Recientermente Rosenqvist
y colaboradores lo emplearon para evaluar la respuesta
de anticuerpos especificos contra las proteinas de
membrana externa después de dosis de la vacuna
Noruega contra meningoco B {12).

Segun nuestra evaluacién electroforética, se encontraron
anticuerpos en el andlisis por W.B. contra proteinas que
pudieran identificarse como P1, P3, P4, P5, P5¢c, 70kDa
y 80kDa, y de acuerdo con la caracterizacién del
productor la respuesta observada contra proteinas de alto
peso molecular pudiera asignarse a APM | (140 kDa) vy
APM Il (105 KDa), la banda gque se observa por encima
de P1 y por debajo de 70kDa pudiera corresponder a una
proteina de 55 kDa contra la cual informaron encontrar
respuesta, Estrada y colaboradores (13}, quienes también
refieren respuesta contra una proteina de 22 kDa con la
que pudiera identificarse otra banda encontrada por

nosotros, o a la proteina de 64 kDa referida por Guillén y
colaboradores (14).

En el W.B. la intensidad de las bandas depende tanto de
la concentracion de antigeno unido a la membrana de
nitrocelulosa, como de la concentracion de anticuerpos
presentes en la solucion. Se  utilizé una sola
concentracion de antigeno como resultado de una unica
transferencia, y la misma dilucién para todas las
muestras por lo cual las diferencias en cuanto a nimero
de banda del lote | se deben a una menor concentracién
de anticuerpos especificos en la mezcla de plasma
correspondientes a ese lote. La fuerte intensidad
apreciada en la banda correspondiente a P1, tanto en el
caso que se usé STA como PV, mayor que la que se
obtuvo para P3, ain cuando ambas se encuentran en
concentraciones aproximadamente iguales en la vacuna
antimeningocécica cubana, estd de acuerdo con lo
reportado por Rosenqgvist en 1295 (12) en un estudio
similar empleando como antisueros plasma de individuos
inmunizados con dosis de la vacuna noruega
antimeningocécica. La mayor intensidad encontrada
contra las bandas que pertenecen a P5 cuando se empled
STA, se explica porque estas proteinas se encuentran en
mayor proporcién en esta mezcla antigénica proteica que
en PV; no obstante encontramos presencia de IgG contra
P5 en las muestra evaluadas a pesar de estar en poca
cantidad en la vacuna cubana (15), requiriéndose por
tanto poca cantidad de estas proteinas para inducir una
fuerte respuesta de anticuerpos contra ellas; esta alta
inmunogenicidad encontrada estéa en concordancia con lo
descrito por Tavares y colaboradores en 1995 (16),
estudiando el posible uso de proteinas de clase 5 como
componente de una vacuna contra el meningococo B y C.

De la misma manera se explica la mayor intensidad
observada en las bandas correspondientes a la proteina
de 70 kDa cuando se empleé PV como antigeno debido a
que esta proteina se encuentra en mayor proporcién en la
proteina vacunal que en el STA. Estos resultados
concuerdan con lo descrito por Stojiljkovic vy
colaboradores en 1995 (17). Asi corroboramos Ila
importancia del empleo como antigeno de STA cuando
buscamos identificar los anticuerpos contra P5 y de PV
para la identificacion de los anticuerpos contra la proteina
de 70 kDa.

En estudios realizados con anticuerpos monoclonales
contra las proteinas de clase 1 y 3 se ha podido
confirmar la alta actividad bactericida que poseen los
anticuerpos contra dichas proteinas (18} y que estos
anticuerpos son los méaximos responsables de actividad
opsonisante de los anticuerpos anti-OMP, siendo también
los méaximos responsables de la opsonofagocitosis
durante el curso de la enfermedad meningocécica (19), v
que éstos protegen contra la infeccién in vivo (20). Se ha
reportado que los anticuerpos contra 70 K muestran
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actividad bactericida comparable con los niveles
encontrados en los anticuerpos anti-P1 (21). Las
proteinas de clase 5 son capaces de inducir anticuerpos
especificos bactericidas para aquellas cepas que las
contengan (22). Por estas razones consideramos
importante la presencia de estos anticuerpos en el
producto analizado por la implicacién que tiene en su
efectividad. En un estudio de la inmunogenicidad de los
componentes de la vacuna, donde se determinaron
anticuerpos especificos contra OMP por W.B y ELISA,
empleando como antisueros plasmas de 10 individuos
adultos inmunizados con VA-MENGOC-BC® y como
antigeno STA, se reporté como generalidad una
respuesta en adultos contra las proteinas de 80 kDa, P1,
P3, P4, 22 kDa. Esos resultados han sido corroborados
en el presente trabajo, pues se midi6 la respuesta inmune
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Immunoblot analysis of antibodies against outer membrane proteins of group B Neisseria meningitidis during the
fractionating process of hyperimmune plasma attained by immunization with VA-MENGOC-BC®

Abstract

Specific activity against group B meningococcal outer membrane proteins (OMP) in three batches of plasma from donors
vaccinated with VA-MENGOC-BC® was evaluated by ELISA and Western Blot in the course of cold ethanol fractionation
process for manufacturing of Antimeningococcal Human Immunoglobulin. Response was found to 140 kDa, 105 kDa, 80
kDa, 70 kDa, and class 1, 3, 4, and 5 OMPs, to a protein below 25 kDa and to another protein between 42 and 70 kDa on
the initial pool of plasma and an increase on the total specific activity against OMPs without loss of activity for any protein
in the course of the process.
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