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ABSTRACT

The current antimeningococcal vaccine, composed of the purified capsular polysaccharide of group C (PS-C) does
not induce a good antibody response in children under two years of age. This drawback has usually been over-
come by coupling immunogenic proteins to PS or oligosaccharides to convert these antigens to a T-dependent
form. In this study the purified PS-C was depolymerized by acid hydrolysis to obtain oligosaccharides C (0S-C),
and it was evaluated the integrity of their antigenic properties by inhibition ELISA. Twenty OS-C were obtained by
this experimental procedure. The molecular size of the meningococcal OS-C was determined by gel filtration.
Significant differences between the molecular size of the OS-C were obtained with different pH and temperature
values. An inhibition ELISA was developed in order to evaluate the antigenic properties of the OS-C obtained. The
antigenic properties were dependent on the molecular size. Oligosaccharides with the same antigenic properties
as Neisseria meningitidis PS-C were obtained by acid hydrolysis at 60 °C, pH 4 for 20 min.
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RESUMEN

La vacuna existente de polisacarido capsular purificado de Neisseria meningitidis serogrupo C (PS-C) posee serias
limitaciones por la pobre inmunogenicidad y la corta duracién de la respuesta en nifos menores de dos anos de
edad. Numerosos estudios han demostrado la utilidad de la conjugacién covalente de proteinas portadoras con
polisacaridos (PS) o fragmentos antigénicos de éstos (oligosacaridos) para superar estas limitantes. El objetivo
propuesto en este estudio fue obtener oligosacaridos C (OS-C) a partir de PS-C por hidrélisis acida, y evaluar la
conservacion de sus propiedades antigénicas mediante un ELISA de inhibicién. Se obtuvieron 20 OS-C como
resultado del disefio de dos experimentos de hidrdlisis acida. Se determiné su talla molecular relativa por filtracién
en gel, y se encontraron diferencias significativas con las variaciones de pH y temperatura de hidrélisis utilizadas.
Se desarrollé un ELISA de inhibicién para la evaluacién de la conservacién de las propiedades antigénicas de los
0OS, y se hallé que éstas fueron directamente proporcionales al tamafo molecular. Se obtuvieron OS-C
antigénicamente similares al PS-C con 20 min de hidrélisis dcida a 60 °Cy pH 4.
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Introduccién

Las bacterias encapsuladas son causantes de serias
afecciones; la capsula es el principal mecanismo por
el cual éstas se protegen de las defensas del huésped.
El mayor nimero de casos reportados de meningitis
es provocado por pneumococos, meningococos y
Haemophilus influenzae; la meningitis bacteriana es
la causante de uno de los mayores problemas de salud
en el mundo actual. Los brotes meningocdccicos se
encuentran entre los mas temidos por la salud publica
mundial. principalmente por atacar de forma aleatoria
a personas sanas, provocando la muerte a uno de cada
siete afectados [1].

Los tres serogrupos principales de Neisseria
meningitidis son el A, By C: del ltimo se han repor-
tado brotes en numerosos paises. Este serogrupo, aun-
que fundamentalmente ocasiona enfermedades en for-
ma esporadica, es la causa mas frecuente de brotes
epidémicos en paises como Canada y Estados Unidos
[1.2]. La mortalidad asociada con este serogrupo es
mayor que la debida al serogrupo A, y similar o ma-
vor que la asociada al serogrupo B [3].

Desde 1970, se comenzaron a aplicar en grupos de
riesgo v en momentos de epidemias vacunas multi-
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ples contra los serogrupos A, C, Y y W133 produci-
das a partir de polisacaridos capsulares purificados
(PS) [4]. El polisacarido C (PS-C) es un componente
comun para todas estas vacunas, que si bien ha sido
atil en el control de epidemias asociadas al serogrupo
C, posee serias limitaciones por la pobre inmunoge-
nicidad y la corta duracién de la respuesta encontrada
en nifios menores de dos afios de edad, grupo de ma-
yor riesgo de contraer la enfermedad meningococcica
debida al serogrupo C de forma esporadica, y en los
que se ha observado una declinacion de la respuesta
inmune hasta niveles basales pasado el afo de la
primovacunacion [5, 6]. Por esta razon, estas vacu-
nas se emplean solamente para controlar la aparicion
de brotes epidémicos.

Numerosos trabajos han demostrado que la solucion
para mejorar la inmunogenicidad de estas vacunas en
nifios pequeiios, es la conversion de los antigenos
polisacaridicos timo-independientes en antigenos timo-
dependientes. Moléculas no inmunogénicas como los
PS pueden ser convertidas en antigenos inmunogéni-
cos, a través de una union covalente a moléculas
proteicas portadoras (conjugacion) |5, 7).
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Se ha reportado que cadenas cortas de oligosacéri-
dos (OS) de los serogrupos A y C acopladas a porta-
dores protéicos. han sido inmunogénicas en conejos
y ratones. Ademas. se ha demostrado la aparicion de
una respuesta timo-dependiente por la inmunizacion
con los mismos. El empleo de OS en lugar de PS,
permite incorporar una mayor diversidad de éstos a
un preparado vacunal. lo que posibilita la obtencién
de vacunas multiples eficaces necesarias para nifios
pequenos [8].

La inmunogenicidad de los conjugados no puede
evaluarse antes de su obtencion: no obstante, la eva-
luacion de la conservacion de las propiedades
antigénicas originales de sus componentes si es facti-
ble de realizar durante las diferentes etapas de obten-
cion. v estda muy relacionada con la inmunogenicidad:
de aqui. la importancia de su evaluacion durante los
diferentes procesos de obtencion de preparados
vacunales conjugados.

El objetivo propuesto en este trabajo fue obtener
OS capsulares de N. meningitidis serogrupo C
(OS-C). a partir de moléculas de PS-C purificadas
por hidrolisis dcida, y evaluar la conservacion de sus
propiedades antigénicas a través de un ELISA de in-
hibicion.

Materiales y Métodos

Preparacion de OS-C mediante hidrélisis
acida del PS-C

Se realiz6 la hidrélisis acida del PS-C obtenido para
la produccion de la vacuna antimeningocdccica
VA-MENGOC-BC* y que cumple todos los requisitos
de calidad establecidos. empleando para esto variantes
[9] del procedimiento descrito por Nomoto y
colaboradores. Con el objetivo de determinar como
influyen las variaciones en el pH, la temperatura y el
tiempo de hidrélisis recomendados para la obtencién
de OS-C, primeramente se disefié un experimento de
efectos fijos con estos tres pardmetros como factores.

Se tomaron 12 muestras que contenian 1 mL cada
una de PS-C con una concentracion de acido sialico de
14,94 mg/mL. [10]. Se les anadi¢ a seis de ellas 90 ul.
de HC1 0.1 M para lograr pH 1-2, y 70 pL a las seis
restantes para lograr pH 2 (segin papel pH 1-12,
Duotest*): Seguidamente se sometieron tres de cada
grupo a 80 °C en bafio termostatado por espacio de 20,
40 y 60 min, y las seis restantes a 60 °C durante tiem-
pos similares. Transcurridos estos tiempos se coloca-
ron en bafo de agua fria y se ajusté el pH a 7 con NaOH
0.1 M (segun papel pH 5,0-8,0, Duotest*). Se siguié
un orden aleatorio para realizar las diferentes unidades
experimentales. Luego se determino la talla molecular
de los OS por filtracion en gel y se aplico un andlisis
de varianza de las tallas moleculares con las variacio-
nes de tres factores: el pH, la temperatura y el tiempo
de hidrdlisis analizados [11].

Posteriormente se realizé un segundo experimento
de hidrélisis 4cida a cuatro muestras de PS-C simila-
res a las del primer experimento. Se les afiadio a cada
una por separado 70, 30, 20 y 10 puL. de HCI 0,1 M
para lograr pH 2, 3, 3-4 y 4, respectivamente (segan
papel pH 1-12, Duotest®) y se incubaron a 60 °C en
bafio termostatado por espacio de 20 min. Transcurri-
do este tiempo se colocaron en bafio de agua fria y el
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pH se ajusté a 7 con NaOH 0.1 M (segin papel pH
5.0-8.0. Duotest"). Este experimento se desarroll6 por
duplicado y se determind la talla molecular de los OS
por filtracion en gel.

Determinacion de la talla molecular
de los OS-C por filtracién en gel

De cada muestra de OS-C se preparé 1 mL de con-
centracion 2.5 mg/mL y se aplico a una columna
XK26 empacada con Sepharose 6FF hasta 95 cm de
alturay equilibrada con NaCl 0.2 M, con el propési-
to de determinar el tamano molecular relativo de los
OS. mediante la determinacidén de sus constantes de
distribucion (Kd). Se tomé como referencia la Kd
del PS de partida y la de un patrén de acido sialico
(Sigma No 2751). Para ello se determino el volu-
men de elucion (Ve) de las muestras como la mayor
lectura a 206 nm. Se utilizé NaCl 0.2 M como fase
movil de la cromatografia, y la velocidad de flujo
fue de 30 mL/h. El volumen muerto de la columna
(Vo) se determind con I mL de una solucién de
dextrana azul 2000 (Sigma Cat No 5376) de con-
centracion 1.0 mg/mL y el volumen final (V) con 2
mL de una solucion de L-serina dinitrofenolada
(Sigma Cat. No 6393) de concentracion 2,0 mg/mL.
Estos voltimenes se determinaron como la mayor
lectura a 280 nm de las fracciones con dextrana azul
2000 y como la mayor a 360 nm de las fracciones
con L-serina dinitrofenolada. El valor de la Kd se
calculd por la siguiente expresion:

Kd = Ve-Vo/Vi-Vo

ELISA de inhibicion para evaluar
la conservacion de lg antigenicidad de los OS

Para determinar la conservacion de la antigenicidad
de moléculas de OS-C. obtenidas por hidrolisis acida
del PS-C purificado, se determiné la concentracion
de anticuerpos (Ac) isotipo IgG contra el PS-C en un
suero humano de un individuo inmunizado con VA-
MENGOC-BC*, una vez que este suero fue absorbi-
do por los diferentes OS-C y por el PS-C de partida.
Para esto, se utilizo un sistema ELISA indirecto es-
tandarizado en nuestro laboratorio [12], que utiliza
como estandar un suero humano de un individuo va-
cunado con VA-MENGOC-BC* con altos titulos de
[gG contra el PS-C y que no presenta respuesta inmu-
ne a la poli-L-lisina utilizada como recubrimiento en
el ensayo, y como control negativo, un suero humano
de un individuo sin inmunizar que no mostré niveles
de IgG anti PS-C significativos para esta técnica. Se
calculd el porcentaje de inhibicién tomando como
100% la concentracion de Ac de isotipo IgG en el
suero humano sin adsorber.

Recubrimiento de la fase solida. Se utilizaron pla-
cas COSTAR* (EIA/RIA, Cat No 3590, EE'UU) y
de cada reactivo se emplearon 100 pL por pocillo.
Se utiliz6 como prerrecubrimiento poli-L-lisina
(Sigma, Cat No P1399) a una concentracion de 3 pg/
mL en solucidn salina tamponada con fosfatos
0,015 M, pH 7,2-7,4 (SSTF). Se incubé 30 min a
temperatura ambiente en una camara himeda. Pos-
teriormente, se realizaron tres lavados con SSTF, se
sect sobre papel absorbente y se recubrié con PS-C
purificado a una concentracion de 2,5 ug/mL en
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SSTF. Se incubd de 12 a 16 ha 4 °C en una cdmara
hiameda [12].

Preparacion y adicion de las muestras, suero
estandar v suero control. Se mezclaron 100 uL del
0S-C o del PS-C en diluciones dobles seriadas en
SSTF. desde concentraciones de 4 720 hasta
147 pg/mL. concentraciones Optimas para el ensas
vo. con 200 pL de suero humano con 7 500 U/mL
de 1gG anti PS-C diluido 1:8 en SSTF. Se mantuvo
esta serie de reacciones a 37 °C durante 18 h. Poste-
riormente. se diluyeron las mezclas 1:25 en leche
descremada (Oxoid) al 3% (m/v). SSTF, Tween 20
.05% (v/v) para una dilucion final de 1:300. Este
mismo diluente fue el utilizado pata prepatar las di-
luciones dobles seriadas. desde 1:100 hasta 1:6 400
(7 puntos) del esténdar y para diluir el suero control
negativo 1:100, Se realizaron tres lavados de la fase
solida con SSTF, Tween 20 0,05% (v/v) y se seco
sobre papel absorbente. Luego las muestras fueron
anadidas a la fase sélida y se incubé 1 ha 37 °C en
una camara humeda.

Preparacion y adicién del conjugado Ac-enzima.
Se realizaron tres lavados con SSTF, Tween 20 0,05%
(v/v). se seco sobre papel absorbente y se afiadio el
conjugado anti-IgG humana-fosfatasa alcalina (Sigma
Cat No A-0287) diluido 1:1 000 en el mismo diluen-
te empleado para las muestras. Se incub6 1 ha 37 °C
¢n una camara himeda.

Preparacion y adicion del substrato. Se realizaron
tres lavados con SSTF, Tween 20 0,05% (v/v) y se
anadié una solucion de p-nitrofenilfosfato (PNPP)
(Sigma Cat No 104-0) de concentraciéon 1 mg/mL en
tampén dietanolamina pH 9,8. Se mantuvo a
temperatura ambiente en la oscuridad hasta que la
densidad optica del primer punto del estandar alcanzé
entre 1.3-1.5 a 405 nm y se leyd en un lector de
microELISA Anthos Labtec.

Cdlculo de los resultados. Se analizo el ajuste de
la curva y las concentraciones de 1gG de las muestras
y del control negativo por medio de un programa lla-
mado ELISA, basado en una transformacion logistic-
log con cuatro parametros [13], suministrado por el
Centro para el Control de Enfermedades (CDC) de
Atlanta, que compara el resultado de la muestra en la
dilucién estudiada con la curva de calibracién em-
pleada en el propio sistema, utilizando el suero hu-
mano estandar contra el PS-C, el cual tiene asignadas
11 000 U/mL.

Resultados y Discusion

Obtencién de OS-C mediante hidrélisis acida
del PS-C

Se obtuvieron 12 muestras de OS-C producto de la
hidrolisis disefiada en el primer experimento, y ésta se
confirmd mediante la determinacion de sus tallas
moleculares (Tabla 1).

Como resultado del analisis de varianza realizado,
se encontraron diferencias significativas entre los va-
lores de Kd a diferentes pH (P = 0,0005) y a diferen-
tes temperaturas (P = 0,0041). No se encontraron di-
ferencias significativas entre los valores de Kd en los
diferentes tiempos analizados (P > 0,05). Se observd
un aumento apreciable de la Kd con respecto a la del
PS-C de partida (0,190), y un acercamiento de ésta al

=
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Tabla 1. Tamafos moleculares relativos (Kd) determina-
dos en Sepharose 6FF de los OS-C obtenidos del primer
experimento de hidrélisis.

pH Temperatura (°C) Tiempo (min) Kd
20 0,729
: 0] 40 0,780
1.2 60 0,766
20 0,710
60 40 0,724
60 0,731
20 0,654
80 40 0,695
2 60 0,748
20 0,626
60 40 0,632
60 0,645

que presenta el 4cido sidlico (mondmero) utilizado
como referencia (0,833), en la medida que fueron més
drasticas las condiciones de pH y temperatura, lo cual
presupone un producto de la hidrélisis antigénicamente
diferente al PS-C de partida. Algunos autores repor-
tan resultados similares donde el mayor tamaio
molecular corresponde al hexamero [9] y donde pre-
dominan mondémeros, dimeros y trimeros.

Como resultado de este disefio, se realizé un segun-
do experimento fijando la menor temperatura y el me-
nor tiempo analizados anteriormente, y aumentando el
pH en busca de una hidrélisis menos severa que permi-
tiera obtener OS-C de mayores tallas. De este segundo
experimento, se obtuvieron ocho muestras (dos de cada
pH) de OS-C a las cuales se les determiné la Kd y se
comprobd la disminucion de la misma en la medida en
que fue aumentando el pH (Tabla 2).

El valor de Kd resultante se acercé al valor del PS-C
de partida (0,190) a medida que aumenté el pH, lo
cual evidencia la obtencion de fragmentos de PS-C de
mayor tamafio molecular que los del primer experi-
mento. Es de esperar que estos fragmentos de mayor
talla sean antigénicamente mas parecidos al PS-C de
partida que los obtenidos en el primer experimento,
debido a que fueron sometidos a condiciones de
hidrdlisis menos drasticas.

Evaluacién de la conservacién
de la antigenicidad de los OS-C

Se evalud la antigenicidad de los OS-C mediante un
ELISA de inhibicién, ajustindose todos los ensayos
por el programa ELISA (CDC, EE UU), y en los
mismos se obtuvo un CV interensayo estimado de 11,7
a 14,8%. Trabajos similares reportan valores de CV
de hasta 19% [4]. El ensayo mostr6, ademas, blancos
bajos y resultados reproducibles.

En la Figura 1, se observa que los OS del primer
experimento mostraron ser antigénicamente diferen-
tes al PS-C, ya que sus porcentajes de inhibicion fue-
ron mucho mas bajos que los del PS. Las propiedades

Tabla 2. Tamafos moleculares relativos (Kd) determi-
nados en Sepharose 6FF de los OS-C obtenidos del
segundo experimento de hidrélisis.

Temperatura Tiempo pH Kd media
2 0,625
3 0,538
‘ 0 mi '
60 °C 20 min 3.4 0,529
4 0,400
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Figura 1. Inhibicién de la IgG anti PS-C por los OS-C obtenidos
del primer experimento baijo las condiciones A: pH 1-2, 80 °C;
B:pH1-2, 60 °C;C:pH2,80 °C; D:pH2, 60 °C,y diferentes
tiempos de hidrolisis.

antigénicas fueron directamente proporcionales al ta-
mafio molecular de los OS-C. Los obtenidos a pH 1-
2y 80 °C en los diferentes tiempos, mostraron los me-
nores porcentajes de inhibicion comparados con los
obtenidos bajo otras condiciones.

En la Figura 2, se observa la inhibicion de los OS-C
obtenidos del segundo experimento bajo condiciones
de pH mas suaves que provocan la obtencién de mo-
léculas antigénicamente mas parecidos al PS-C que
las del primer experimento.
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Figura 2. Inhibicién de la IgG humana anti PS-C por OS-C
obfenidos del segundo experimento de hidrélisis acida (60 °C,
20 min y diferentes pH).

Las propiedades antigénicas de las moléculas ob-
tenidas a pH 4, fueron muy similares a las del PS-C y
la hidrélisis bajo estas condiciones se evidenci6 por
el aumento de la Kd con respecto a la del PS-C de
partida.

Algunos autores sefialan que las propiedades
inhibitorias de los OS-C dependen de la presencia de
al menos dos residuos de acido sialico unidos
(dimero); el monémero no presenta propiedades
inhibitorias; las mismas se incrementan en el trimero
y rapidamente se hacen méximas cuando se emplean
el pentamero y el hexdmero como inhibidores. Estas
dimensiones se corresponden con las minimas reque-
ridas para las uniones antigeno-Ac [9].

Numerosos autores analizan los determinantes
antigénicos de los PS por la técnica de inhibicion de
la precipitacién por haptenos, donde se inhibe la
precipitacion del PS original con sus Ac por los OS
[14-16]. Esta técnica, al igual que el ELISA de
inhibicion, permite medir lgcapacidad inhibitoria de
haptenos relacionados para comparaciones entre si y
con el antigeno inmunizante; sin embargo, resulta mas
compleja en su ejecucion que el ELISA. Ademas,
consume mayores cantidades de antisuero y antigenos
por ensayo, y se limita s6lo al analisis antigénico de
moléculas de bajo peso molecular que no precipitan
con la unién a los Ac.

Podemos concluir que la hidrolisis 4cida desa-
rrollada permite obtener OS capsulares antigénica-
mente similares al PS-C de partida, luego de con-
trolar fundamentalmente la temperatura y el pH de
la reaccion.
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