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RESUMEN

Introduccion: las esferas de poliestireno se utilizan como soporte sélido de
biomoléculas en inmunoensayos de aglutinacion de latex, con aplicaciones en el
diagndstico de enfermedades vy la identificacidn de microorganismos.

Objetivos: sintetizar y caracterizar tres lotes consecutivos de latex de poliestireno y
su aplicacion en la elaboracidn de reactivos para la tipificacion de la bacteria Neisseria
meningitidis serogrupo W.

Métodos: la sintesis se realizé mediante polimerizacidon en emulsion libre de
surfactantes. La morfologia y limpieza de las particulas se observdé mediante
microscopia electronica de barrido. El didmetro y el potencial Z de las esferas se
determind mediante dispersion dinamica y electroforética de la luz. Se utilizo la
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) como ensayo de
identidad. Para estudiar la capacidad de las esferas para adsorber proteinas se
empled el anticuerpo monoclonal (AcM) 5C11F1, especifico para el polisacarido
capsular de N. meningitidis serogrupo W.

Resultados: se obtuvieron tres lotes consecutivos de latex de poliestireno con
esferas de diametro medio en el intervalo de 0,8 = 0,1 ym y se demostrd su similitud
con tres latex comerciales respecto a limpieza, morfologia y espectros FT-IR. Los latex
fueron estables al menos durante 24 meses, en coincidencia con los potenciales Z
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medidos por debajo de -30 mV. Las superficies de las particulas se saturaron en el
intervalo de 48 a 63 ug de AcM por mg de esferas para los tres lotes de latex y para
un latex comercial utilizado como control. Los reactivos de latex obtenidos por
adsorcion del AcM 5C11F1 a las esferas de poliestireno se aplicaron con éxito en la
identificacion de cepas de N. meningitidis serogrupo W.

Palabras clave: latex de poliestireno; tipificacion bacteriana; serotipificacion de
Neisseria meningitidis.

ABSTRACT

Introduction: Polystyrene spheres are used as solid support for biomolecules in latex
immunoagglutination assays performed to diagnose disease and identify
microorganisms.

Objectives: Synthesize and characterize three consecutive polystyrene latex lots and
their application in developing reagents for the typing of the bacteria Neisseria
meningitidis serogroup W.

Methods: Synthesis was based on polymerization in surfactant-free emulsion.
Morphology and cleanliness of the particles was assessed by scanning electron
microscopy. Diameter and Z-potential of the spheres was determined by dynamic
dispersion and light electrophoresis. Fourier transform infrared (FT-IR) spectroscopy
was used as identity assay. Study of the capacity of spheres to adsorb proteins was
based on monoclonal antibody (mAb) 5C11F1, specific for the capsular polysaccharide
of N. meningitidis serogroup W.

Results: Three consecutive polysterene latex lots were obtained, with spheres of a
mean diameter in the 0.8 £ 0.1 pym interval, showing their similarity with three
commercial latexes in terms of cleanliness, morphology and FT-IR spectra. The
latexes were stable for at least 24 months, coinciding with the Z-potentials measured
below -30 mV. Particle surfaces were saturated in the interval of 48 to 63 g of mAb
per mg of spheres for the three latex lots and for a commercial latex used as control.
The latex reagents obtained by adsorption of mAb 5C11F1 to polystyrene spheres
were successfully applied in the identification of strains of N. meningitidis serogroup
W.

Key words: polystyrene latex; bacterial typing; serotyping of Neisseria meningitides.

INTRODUCCION

Los polimeros obtenidos por polimerizacién en emulsiéon se conocen como latex y
consisten en particulas de polimeros dispersos en un medio continuo, de manera
usual agua.! La polimerizaciéon en emulsién del estireno produce latex de poliestireno.
Las particulas de latex de poliestireno se utilizan como soporte sélido de biomoléculas,
principalmente proteinas, para inmunoensayos, con aplicaciones en el diagndstico de
enfermedades y la identificacion de microorganismos.?3 Las esferas de poliestireno
recubiertas con antigenos o con anticuerpos se aglutinan en presencia de anticuerpos
o de antigenos especificos, respectivamente, formando agregados visibles. Para la
deteccién visual de la aglutinacién, se pueden emplear esferas con diametros de 0,2 a
0,9 um,*aunque son mas frecuentemente utilizadas las de alrededor de 0,8 pm.>
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En el Centro de Biomateriales (BIOMAT) de la Universidad de La Habana se sintetiza,
mediante el método de polimerizacion en emulsion libre de surfactantes,® latex de
poliestireno que se ha utilizado, entre otras aplicaciones, para estudiar la adsorcién de
inmunoglobulinas humanas antirrabicas’ y como base para el desarrollo de un reactivo
para detectar el Factor Reumatoide en sueros humanos.?

En el presente trabajo se estudia el proceso de obtencion de latex de poliestireno en
BIOMAT, mediante la sintesis de tres lotes consecutivos del mismo y su
caracterizacion en paralelo con latex comerciales. El latex sintetizado se utiliza como
soporte sélido para el acoplamiento de un anticuerpo monoclonal (AcM) dirigido
contra el polisacarido capsular de la bacteria Neisseria meningitidis serogrupo W y los
reactivos de latex obtenidos se aplican para la identificacion de cepas del
meningococo de este serogrupo.

METODOS
MATERIALES

El estireno (Sigma-Aldrich, EEUU), se purificd por destilacién al vacio antes del uso.
Se utilizé agua doblemente destilada con una conductividad menor de 2 uS/cm en
todos los experimentos. El persulfato de potasio se adquirié de Fluka, Suiza.

ANTICUERPO MONOCLONAL 5C11F1

El anticuerpo monoclonal (AcM) 5C11F1 es una inmunoglobulina IgG 1 que reconoce
en especifico el polisacarido capsular del serogrupo W de N. meningitidis. Se obtuvo
en el Instituto de Vacunas Finlay (La Habana, Cuba).®

MUESTRAS DE NEISSERIA MENINGITIDIS

Las cepas del serogrupo W de N. meningitidis MK 222/02 y S4383 y la cepa Z6433 del
serogrupo Y, empleada como control, se obtuvieron del Laboratorio de Ensayo
Bactericida del Departamento de Inmunologia del Instituto de Vacunas Finlay (La
Habana, Cuba). Las muestras se inactivaron por calor y se diluyeron hasta 10°
Unidades Formadoras de Colonias/ mL en caldo de triptona soja.

LATEX COMERCIALES

Se adquirieron, a tres firmas comerciales, latex de poliestireno con diametro medio de
particulas de 0,8 um. Todas tienen un contenido de sdélidos del 10 %.

SINTESIS Y LIMPIEZA DEL LATEX

Se realizé de forma basica segun lo informado.” Se mezclaron 25 mL de estireno
destilado y 230 mL de agua en un reactor de vidrio de cuatro bocas y de fondo
redondo, equipado con un agitador mecanico, un condensador y una entrada de
nitrégeno. El reactor se coloco en un bano de aceite con temperatura controlada de
75 °C. El reactor se purgd con nitrégeno, y la velocidad de agitacion se fijé en 250
rpm. Después de alcanzar el equilibrio térmico, se anadieron 20 mL de agua que
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contenian 0,16 g del iniciador de la reaccion persulfato de potasio. La reacciéon
procedié 24 h.

Las particulas de latex se lavaron mediante ciclos de centrifugacion a 15 000 x g durante
15 min (centrifuga HITACHI SCR 20B, Japon). Los sobrenadantes se decantaron y el
sedimento se resuspendid en agua hasta el volumen original. Los lavados se detuvieron
cuando la conductividad sobrenadante fue inferior a 2 uS/cm; esto normalmente requirié
alrededor de 15 lavados. La resuspension de las particulas se asistié con un bafio de
ultrasonido. Las particulas lavadas se almacenaron de 4-8 °C.

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE SOLIDOS Y DEL RENDIMIENTO

El contenido de sdlidos en el latex (CS) se determind gravimétricamente después de
la sintesis y después de los lavados. Se pesé 1 mL de la suspension de latex, para
determinar el peso hiumedo, y luego se sec6 en un horno convencional a 60 °C hasta
obtener peso constante y de esa forma determinar el peso seco. El CS se calculd con
la ecuacién: CS (%)= (peso seco latex/peso himedo latex) x 100. El proceso se
realizé por triplicado, y se determind un valor medio de CS. Después de los lavados,
el CS del latex se ajusté a 10 %.

El rendimiento se calculé después de la sintesis para determinar el grado de
conversion de mondmero en polimero (rendimiento de la sintesis) y después de los
lavados para determinar la pérdida de polimero a consecuencia de los lavados. En
ambos casos se utilizé la ecuacién: Rendimiento (%) = peso seco latex/ peso inicial
de estireno x volumen total de latex x 100, utilizando el peso seco de 1 mL de latex,
determinado inmediatamente después de la sintesis o después de los lavados,
respectivamente.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Se seco al vacio una muestra de latex y se observd en un microscopio electréonico de
barrido (MEB) Hitachi TM 3000 (Japon) con un aumento de 7000 X.

DISPERSION DE LUZ

Se utilizé un equipo Beckman Coulter Delsa Nano C (EE.UU.) para determinar el
diametro de las particulas y el indice de polidispersidad (IPD) por dispersion dinamica
de la luz (DDL) y para determinar el potencial Z mediante dispersion electroforética
de la luz (DEL). Se utilizaron muestras de latex diluidas en agua (pH 6,8) a 0,01 %
(p/v) para ambos ensayos.

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE FOURIER

Se secaron en horno de vacio a 40 °C durante 4 h muestras de 2 mg de latex. Se
secd KBr en horno de vacio a 120 °C durante 16 h. El latex seco se mezcl6 al 1 %
(p/p) con el KBr seco y se prensd hasta obtener discos transparentes. Los espectros
de transmision se registraron con un espectrémetro infrarrojo con Transformada de
Fourier FTIR- WQF-510 (Rayleigh, China) desde 4000 hasta 400 cm™ con 2 cm™ de
resolucién.
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ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DEL LATEX

Desde la conclusidn de los lavados los tres lotes de latex se chequearon cada tres
meses mediante:

Comprobacion visual de la dispersion y el color de las suspensiones.

Ensayo de auto-aglutinacion: se colocaron 20uL de muestra en un
portaobjetos de aglutinacion (HELFA Diagndsticos, La Habana, Cuba) y se hizo
girar suave durante tres minutos. La presencia o ausencia de aglomerados se
observo a simple vista.

La presencia de particulas individuales se comprobé mediante examen al
microscoépico éptico (Olympus CH2, Japén) con aumento 1000 X.

ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS

El estudio se hizo en solucién salina tamponada con glicina (STG) a pH 8,2, Glicina
0,1 My NaCl 0,17 M. Se realizaron tres experimentos independientes, donde se
mezclaron en cada uno 10 mg de esferas de poliestireno con el AcM 5C11F1 a 0,25;
0,5 y 0,75 mg/mL (concentracién inicial de AcM), para un volumen final de 1 mL.
Estas concentraciones de AcM se corresponden tedricamente con 1,4; 2,7 y 4,2 veces
la cantidad de proteinas necesarias para saturar la superficie de las particulas. Las
mezclas se incubaron 2 horas a 37 °C con agitacion orbital y luego se centrifugaron
(15 min a 1100 x g). Los sobrenadantes se filtraron a través de filtros de 0,2 pym de
acetato de celulosa (Sartorius, Gottingen, Alemania). La concentracion de proteinas
libres en el sobrenadante (AcM no adsorbido) se determind con un juego de reactivos
comerciales (BCA Protein Assay Kit, Pierce Biotechnology, Thermo Scientific,
Rockford, EE.UU.). El sedimento obtenido después de la centrifugacion se lavé con
solucién STG y se centrifugd en las mismas condiciones. Los reactivos de latex fueron
obtenidos por adicién de 1 mL de soluciéon STG con albumina de suero bovino al 0,2
% (p/v) como estabilizador y tiomersal al 0,02 % (w/v) pH 8,2 como conservante, a
los sedimentos lavados. Los reactivos de latex se almacenaron a 4 °C.

La concentracion de anticuerpos adsorbidos en la superficie de las particulas se
calculé como la diferencia entre la concentracion inicial de AcM y la concentracion de
AcM no adsorbido medida en el sobrenadante. Todos los experimentos se realizaron
por duplicado. Los resultados se muestran como el valor medio para cada
experimento. Se utilizé solucién STG como blanco.

Para calcular el area superficial de las esferas y la cantidad de proteinas de forma
tedrica necesaria para saturar la superficie calculada, se utilizaron las ecuaciones de
Bangs.®

PRUEBA DE AGLUTINACION DE LATEX CON CEPAS DE NEISSERIA MENINGITIDIS

Muestras de 0,02 mL de cada cepa de N. meningitidis se colocaron en un portaobjetos
de aglutinacion y se mezclaron con igual volumen de cada reactivo de latex. El
portaobjetos se agitd suave y la formacion de aglomerados se comprobd de forma
visual. El grado de aglutinacién se puntué como +++, ++ 0 + si aparecieron grumos
dentro del primer, segundo o tercer minuto, respectivamente. La ausencia de
aglutinacién se puntué como negativo. Todos los reactivos de latex se evaluaron con
dos cepas de N. meningitidis serogrupo W y con solucion STG. Los reactivos
preparados con el AcM a 0,5 mg/mL se ensayaron con una cepa de N. meningitidis
serogrupo Y, como control.
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RESULTADOS
SINTESIS DE TRES LOTES DE LATEX DE POLIESTIRENO

La tabla 1 muestra la conductividad y el pH medido en los sobrenadantes después de
la sintesis de los tres lotes consecutivos de latex y en el producto lavado final. Los
rendimientos de la sintesis se encuentran dentro del rango informado para la
polimerizacion de estireno en ausencia de surfactantes.® La pérdida de sdélidos debido
a los lavados se mantuvo por debajo de 10 % para los tres lotes (tabla 1).

Tabla 1. Sintesis y lavado de tres lotes consecutivos de latex de poliestireno

Después de la sintesis Después de los lavados

Lote de

I3tex Rendimiento?

Conductividad | pH Rendimiento® Conductividad pH

1035 p5/cm | 2,99 77 % 1,48 pS/cm 7,1 68 %

| | | | |

1 | 1078 pS/em | 2,73 | 70 % | 1,46 ps/em | 6,8 | 64 %
| | | | |
| | | |

1046 ps/em | 2,81 74 % 1,58 psfem | 7,04 70 %

2 El rendimiento después de |la sintesis se calculdé para determinar el grado de conversién de
monémero a polimero.
B El rendimiento después de los lavados permitié determinar la pérdida de polimero debido a
los lavados.

MORFOLOGIA Y LIMPIEZA DE LAS PARTICULAS

El examen mediante MEB de los tres lotes de latex sintetizados reveld la presencia de
particulas limpias y esféricas de diametros alrededor de 0,8 ym, de manera similar a
lo observado para los tres latex comerciales utilizados como control (Fig. 1).

Fig. 1. Observacion de |la limpieza v |la morfologia de las particulas por microscopia
glectronica de barrido con un aumento de 7000 X, Se ohservan particulas esfericas v
limpizs con un diametro de alrededor de 0,8 um para los tres lotes de latex de
polfiestireno sintetizados en &f presente trabajo; Lote 1 (A), Lote 2 (B) v Lote 3 (C), de
manera similar 2 como se observa para tres latex comerciales utilizados como control
{0, £ v F). Enla esquing inferior derecha se mmuestra en hegro Iz barra de escalz (10 pm)
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DETERMINACION DEL DIAMETRO DE LAS PARTICULAS

Las mediciones realizadas por DDL revelaron particulas con diametros medios de 0,84
+ 0,02 ym; 0,83 £ 0,02 umy 0,72 £ 0,02 um para los lotes 1, 2y 3,
respectivamente (media = desviacion estandar de seis mediciones). Las distribuciones
del tamafio de las particulas, dadas como IPD, fueron de 0,09, 0,04 y 0,04 para los
lotes 1, 2 y 3, respectivamente (media de seis mediciones). Los diametros medios
medidos para los tres latex comerciales coincidieron con los valores especificados por
los fabricantes.

DETERMINACION DEL POTENCIAL Z

Los valores de potencial Z, determinados mediante DEL a partir de la movilidad
electroforética de las particulas, fueron de -35,3 mV, -35,7 mV y -32,1 mV para los
lotes 1, 2 y 3, respectivamente.

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Los espectros FTIR registrados para los tres lotes de latex sintetizados en el presente
trabajo, asi como los registrados para los latex comerciales utilizados como control
tuvieron las caracteristicas de FT-IR descritas en la literatura para el poliestireno,®
como son las bandas de vibracién de valencia del C-H aromatico que aparecen de
3200 a 3000 cm™ ; las bandas de vibracidon de valencia asimétrica y simétrica C-H del
CH2 que aparecen a 2924 cm™! y 2850 cm?, respectivamente; la banda de vibracion
de valencia C-C del anillo en el plano a 1601 cm™; la banda de vibracién de valencia
C-H del anillo en el plano a 1493 cm “!; la banda de vibracion de doblaje en el plano
H-C-H del CHz> a 1452 cm™; las bandas de vibracién de doblaje C-H del anillo en el
plano a 1069 y 1028 cm™ y las bandas de vibracién de doblaje C-H del anillo fuera del
plano a 756 y 698 cm™.

ESTABILIDAD DE LAS SUSPENSIONES DE LATEX DE POLIESTIRENO

Después de 24 meses desde la fabricacién las suspensiones de los tres lotes de latex
continuaban dispersas y de color blanco, con resultados de auto-aglutinacion
negativos. Por microscopia éptica se observaron particulas individuales en los tres
lotes.

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE ADSORCION DE PROTEINAS

Luego de la incubacion de 10 mg de esferas con el AcM 5C11F1 a 0,25 y 0,5 mg/mL
no se detectaron proteinas libres en los sobrenadantes, lo que indica que en ambos
experimentos todo el AcM se adsorbid a la superficie de las particulas para los tres
lotes de latex. La incubacion con AcM 5C11F1 a 0,75 mg/mL dié como resultado la
deteccién de proteinas libres en los sobrenadantes a 0,27; 0,26 y 0,12 mg/mL para
los lotes 1, 2 y 3, correspondiente a adsorciones de 0,49; 0,48 y 0,63 mg de AcM a
10 mg de latex, respectivamente. Diez mg de un latex comercial utilizado como
control, adsorbié 0,56 mg de AcM. Los resultados se muestran en la figura 2.
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AcM no adsorbido AcM adsorbido AcM no adsorbido
(mg/mL) {mg/mL) ‘
0.75 0.75 =& Latex lote 1
T | =& Litex lote 2
B Latex lote 3
] [ ——
0,50 - L 0,50 Control
AcM adsorbido
['_.-25' L Dr25 "B‘ L::ItEx lote 1
1 - 2 Litex lote 2
j B Litex lote 3
0,00 % r 0,00 =©= Control
0,00 0,25 0,50 0,75

Concentracion inicial del AcM (mg/mL)

Fig. 2. Estudio de |la capacidad de adsorcion de proteinas. Diez miligramos de esferas de
poliestireno de cada lote de latex (Lote 1, Lote 2 y Lote 3) se mezclaron con el Anticuerpo
Monoclonal {AcM) 5C11F1, especifico para el polisacarido capsular de Neisseria meningitidis
serogrupo W, a 0,25; 0,5 v 0,75 mg/mL {concentracidn inicial del AcM} en un volumen final
de 1 mL. Las mezclas se centrifugaron, y se determing la concentracion de proteinas libres
en el sobrenadante (AcM no adsorbido). La proteina adsorbida en fa superficie de las
particulas (AcM adsorbido) se estimd {Concentracién inicial de AcM = AcM no adsorbido).
Cada experimento se realizd por duplicado; se muestra ef valor medio. Se utilizd como
control un latex comercial. En todos los experimentos se utilizd solucion salina tamponada
con Glicina (0,1 M Glficina; 0,17 M NaCl) a pH 8,2,

APLICACION DE LOS REACTIVOS BASADOS EN LATEX EN LA IDENTIFICACION DE
CEPAS DE NEISSERIA MENINGITIDIS DEL SEROGRUPO W

La tabla 2 muestra que todos los reactivos de latex mostraron reaccion de
aglutinacién positiva contra las dos cepas de N. meningitidis serogrupo W, mientras
que frente a una cepa del serogrupo Y no se formaron conglomerados. El control de
ensayo con solucién STG mostrd el mismo patrén que con la cepa Y. Se observo el
mismo patrén de reactividad intensa para los tres lotes de latex con los reactivos
preparados a 0,5 y 0,75 mg/mL, mientras que se observd una reaccion menos intensa
con los reactivos preparados a 0,25 mg/mL de concentraciéon de AcM. Una reactividad
intensa fue observada con el reactivo comercial de latex utilizado como control y el
AcM a 0,5 mg/mL.
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Tabla 2. Reactividad de cepas de Neisseria meningitidis serogrupo W con los reactivos
de |atex preparados con el Anticuerpo Monoclonal (AcM) 5C11F1, especifico
para el polisacarido capsular W

Concentracién inicial del Reactividad con cepas
Litex de AcM en el experimento de N. meningitidis
poliestireno de adsorcion (mg/mL) Serogrupo W 2
4383 222/02
0,25 + +
Lote 1 0,5 +++ +++
0,75 +++ +++
0,25 + +
Lote 2 0,5 +++ +++
0,75 +++ +++
0,25 + +
Lote 2 0,5 +++ +++
0,75 +++ +++
Control b 0,5 +++ +++

# Todos los reactivos de latex rindieron reacciones negativas frente a la solucion del ensayo
(salina tamponada con Glicina, STG). Los reactivos de |atex, preparados con el AcM a
0,5 mg/mL no aglutinaron frente a una cepa control de N. meningitidis del serogrupo Y.

b Se utilizé como control un latex comercial.

DISCUSION

Los componentes utilizados para la sintesis de poliestireno son el mondmero estireno,
agua como medio de dispersion y persulfato de potasio como iniciador. La aplicacion
de un protocolo de polimerizacién en emulsion libre de surfactantes ayuda a evitar las
desventajas asociadas con el uso de los mismos cuando el latex se va a utilizar en la
elaboracién de reactivos para inmunoensayos, tales como la interferencia en la unién
de las proteinas a las esferas de poliestireno y la inhibicién de la reaccién antigeno-
anticuerpo.4?®

En el presente trabajo se demuestra que tres lotes consecutivos de latex de
poliestireno, obtenidos siguiéndose el protocolo descrito, es similar a latex
comerciales en cuanto a limpieza, morfologia y composicién. El diametro medio de las
particulas obtenidas se determiné dentro del intervalo de 0,8 = 0,1 uym. Las
diferencias observadas en cuanto al tamafo de particula entre lotes se encuentran
dentro de lo esperado ya que utilizamos un método de polimerizacion en "Batch".1!
Este método es simple: los componentes de la reaccién se cargan en un reactor
agitado, que se calienta para comenzar la polimerizacién. Como no se afiade o elimina
ningln material durante toda la polimerizacidn, las condiciones de la reaccién
cambian con el tiempo, lo que introduce elementos de variabilidad en el producto final
de una produccidn a otra. Para todos los latex se obtuvieron valores de IPD por
debajo de 0,1; por lo tanto, son suspensiones monodispersas, es decir que tienen una
distribucion estrecha del tamafio de las particulas.'? Tanto el tamafio de las particulas
como la distribucién de la talla de las mismas indican que el latex sintetizado en el
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presente trabajo es adecuado para aplicaciones diagnosticas con deteccién visual de
los resultados.*

Los potenciales Z para los tres lotes de latex sintetizados en el presente trabajo se
determinaron por debajo de -30 mV. Se esperaba un valor negativo debido a la
metodologia de sintesis que empled persulfato de potasio como iniciador de la
reaccion. El potencial Z es un indicador de la estabilidad de una suspension. Como
regla general, en las suspensiones estabilizadas Unicamente por repulsion
electrostatica, como en el presente caso, los potenciales Z por encima de 30 mV
(valor absoluto) son indicativos de estabilidad fisica.'? La estabilidad de las
suspensiones de latex se confirmo ya que, al menos durante los primeros 24 meses
luego de la fabricacién, los tres lotes se mantuvieron desagregados y de color blanco,
con particulas individuales.

El AcM 5C11F1 se acoplé a la superficie de las esferas de poliestireno empleandose un
método de adsorcién pasiva. Para los lotes 1, 2 y 3, la reorientacion del AcM para
acomodar el exceso, hasta la saturacion, se produjo a una concentracion de
anticuerpo de 48, 49 y 63 ug de AcM por mg de esferas, respectivamente. La
capacidad de adsorcion mas alta del lote 3 es resultado del didmetro de particula
inferior con respecto a los lotes 1 y 2, aunque estas diferencias en la cantidad de
proteinas adsorbidas no tuvieron significado en el desempeno de los reactivos en la
prueba de aglutinacién de latex con cepas de N. meningitidis. Se eligié como control
una cepa del serogrupo Y ya que las estructuras de los polisacaridos capsulares de
ambos serogrupos son similares y podria ocurrir que los anticuerpos dirigidos contra
uno de estos polisacaridos tengan reaccién cruzada con el otro,* aunque el AcM
5C11F1 es altamente especifico, capaz de reconocer sélo el polisacarido homélogo, lo
cual se demuestra en formato de ELISA y de Dot blot.8:15:16

CONSIDERACIONES FINALES

En el presente trabajo se demuestra la especificidad de los reactivos de latex
obtenidos con el AcM 5C11F1 para identificar cepas de meningococo del serogrupo W.
Estos reactivos pueden ser utilizados para la caracterizacidon de colecciones de dicho
microrganismo, en ensayos de identidad de vacunas antimeningocodcicas
polisacaridicas 17 o para el diagnédstico de la enfermedad meningocdcica.
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