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Las propiedades inmunologicas del polisacarido C de Neisseria meningitidis se correlacionan con su tamafo
molecular, parametro fisico-quimico que se determina mediante cromatografia convencional en filtracion en gel,
segun lo recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Sin embargo, la determinacién del
coeficiente de distribucién (Kd) mediante este método, consume mucho tiempo y requiere relativamente grandes
cantidades de muestra del producto. La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) es mas eficiente y
podria sustituir el método convencional. Para ello en el presente trabajo se evaluaron diferentes columnas
cromatograficas y condiciones de corrida. En todos los casos se determind el volumen muerto y el volumen
total, asi como el factor de capacidad, la eficiencia, la asimetria del pico y la repetibilidad. Se emple6 como fase
movil NaCl 0,2 mol/L. La columna de Sepharose CL 4B (Pharmacia, Suecia) resultdé ser la escogida para la
determinacion de Kd del polisacarido C mediante HPLC ya que fue la de mayor capacidad para retener la
muestra; aunque resulté menos eficiente que la TSK G3000PW (Tosohaas, Japon), mostré igual asimetria del
pico, mejor repetibilidad, y menor costo. Se estudiaron diferentes velocidades de flujo, concentraciones y
volumenes de muestra con el fin de determinar las mejores condiciones para el analisis, que resultaron ser las
siguientes: Una inyeccion de 100 pl de muestra (0,1 mg) a 0,3 mL/min de flujo.

Palabras claves: Polisacarido C, HPLC, Kd

mm (MERCK, Alemania); TSK G3000PW, 7,5 x 600 mm
(Tosohaas, Japon) y Sepharose CL 4B, 10 x 300 mm
(Pharmacia, Suecia).

Introduccion

Las propiedades inmunoldgicas del polisacarido C de
Neisseria meningitidis se correlacionan con su tamafio
molecular (1), parametro fisico-quimico que la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda se

Evaluacion de parametros cromatograficos: A las
columnas mencionadas anteriormente se les determind

estime mediante la determinacion del coeficiente de
distribucion (Kd) por cromatografia convencional en
filtracién en gel (2); sin embargo, este método consume
mucho tiempo y requiere relativamente grandes
cantidades de muestra del producto.

Si se tiene en cuenta que la Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (HPLC) es mas eficiente (3) y podria
sustituir el método convencional, el objetivo del presente
trabajo fue evaluar diferentes condiciones y columnas
cromatograficas para la determinacion de Kd mediante
HPLC.

Materiales y Métodos

Fueron evaluadas las siguientes columnas
cromatograficas: Superdex - 200, 10 x 300 mm
(Pharmacia, Suecia); Fractogel EMD Biosec, 10 x 300

el volumen muerto (Vo) y el volumen total (Vt) con Azul
Dextrana 2000 y Serina Dinitrofenilada respectivamente y
también se obtuvieron sus curvas de calibracidon con
patrones de Dextrana (40 000 a 2 000 000). Se
evalud la calidad de cada una de las columnas mediante
su eficiencia (N/m), el factor de asimetria (A) y la
repetibilidad (C.V). Por otra parte se determiné el factor
de capacidad o de retencion (K) (4) de cada una de las
matrices analizadas, lo que permitié seleccionar la mejor
columna para el trabajo propuesto.

Utilizando la columna seleccionada, la velocidad de flujo
recomendada para la cromatografia convencional (0,3
mL/min) y una inyeccién de 100 pl de una muestra de 1
mg/mL, se estudiaron las condiciones de corrida éptimas
para el analisis, para ello manteniendo constante todos
los demas parametros, fueron evaluados:
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= La velocidad de flujo (0,4 mL/ min)

*» La cantidad de muestra inyectada en 100 pL (0,25;
0,1; 0,05y 0,01 mg)

= El volumen de muestra inyectado (100 y 40 pL de
una soluciéon de 1 mg /mL y 20 pL de una solucion
de 0,5 mg/mL de muestra)

Resultados y Discusién

En 1990 Bussat B y cols (5), demostraron la posibilidad
del uso del HPLC para la determinacién del tamafio
molecular de polisacaridos bacterianos. Este método en
HPLC mostré ser mas rapido, eficiente, reproducible y
consume menor cantidad de muestra que la
cromatografia convencional de filtracion en gel. De igual
forma Von Hunolstein C. y cols (6) evaluaron dos
matrices diferentes para la determinaciéon de la Kd de
vacunas conjugadas del polisacarido de Haemophilus
type b (Hib), mediante un sistema de alta resolucion,
sugiriendo la sustitucion de la tecnologia tradicional,
usada hasta el momento, por la descrita por ellos.

En el presente trabajo se analizo la posibilidad del uso de
la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) para
la determinacion de la Kd del polisacarido C. En nuestro
estudio, la columna TSK G3000PW fue la de mejor
eficiencia (44438 N/m), como se muestra en la Tabla 1,
sin embargo el polisacarido C eluyd en el volumen
muerto de esta matriz y no se pudo detectar la presencia
de agregados, ni la cantidad de muestra eluida que
cumplia los requisitos establecidos por la

Tabla 1. Parametros de calidad de las columnas estudiadas

Columna Eficiencia  Asimetria Repetibilidad
(N /m) (A) (C.V)
(%)

Superdex - 38 450 1,25 0,725
200

Fractogel 4 423 1,26 0,683
EMD

TSK 44 438 1,26 0,146

G3000PW
Sepharose 3 366 1,11 0,023
CL 4B

OMS (2), incluso con diferentes velocidades de flujoy
concentraciones de muestra (no se presentan datos). De
igual manera, ocurrié con las columnas Superdex — 200 y
Fractogel EMD BioSEC, no asi con la columna de
Sepharose CL 4B que resultd ser la de mayor capacidad
(0,515) para retener la muestra (Tabla 2) por lo que
presentd mejor resolucion (4). Ademas, aunque esta
columna fue menos eficiente, mostré igual asimetria del
pico, mejor repetibilidad y menor costo que la TSK
G3000PW, lo que sugiri6 su utlizacion para la
determinacion del Kd del polisacarido C mediante HPLC.

Se analizaron los perfiles obtenidos con la columna
seleccionada (Sepharose CL 4B) para optimizar los
parametros fundamentales, como velocidad de flujo,
cantidad y volumen de muestra inyectada, resultados que
se muestran en la Tabla 3 y las Figuras 1, 2 y 3. Se
determiné que las condiciones idéneas para el analisis
en Sepharose CL 4B (Figura 1- B) fueron las siguientes:
Una inyeccion de 100 pL (1 mg / mL), con flujo de 0,3
mL/min de NaCl 0,2 mol/L como Fase Mdévil. La salida del
Detector a 206 nm fue de 300 mA, con una sensibilidad
de -0.0300 a + 0,45000 UA.

En la Tabla 3 y la Figura 3 se demuestra que en caso de
que las condiciones antes sefialadas no permitan definir
bien el pico de polisacarido, por problemas especificos
de alguna muestra, es posible utilizar un volumen de
muestra de 40 pl el cual no se toma como definitivo
debido a que esto implica un aumento en la sensibilidad
del Detector a una longitud de onda tan baja (206 nm) y
por tanto mayor inestabilidad de la sefal en el punto
maximo del pico (Figura 3-B).

Tabla 2. Factor de capacidad (K) de las
matrices cromatograficas analizadas

Columna Capacidad (K)
Superdex - 200 0,068
Fractogel EMD BioSEC 0,111

TSK G3000PW 0
Sepharose CL 4B 0,515

Estos resultados permitieron obtener las
condiciones de corrida 6ptimas para la evaluacién
del tamafio molecular del polisacarido C mediante
HPLC, lo que permite hacer un estudio de
correlacion de este método con la cromatografia
de filtracion en gel usada hasta el momento.
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Tabla 3. Diferentes parametros analizados para establecer las mejores condiciones de corrida para la
determinacion de Kd

Parametros Kd
0,4 mL / min Pico de polisacarido no definido
Velocidad de Flujo 0,3 mL/ min 0,244
0,25 mg 0,197
Cantidad de muestra inyectada en 0,1 mg 0,168
100 pL 0,05 mg Pico de polisacarido no definido
0,01 mg Pico de polisacarido no definido
Pico de polisacarido no definido 100 pL (Solucién de Pico de polisacarido no definido
1 mg /mL)
40 pL (Solucion de 0,128
1 mg/mL)
20 pL (Solucién de
0,5mg/ mL)
Figura 1. Influencia de la velocidad de flujo en el perfil Figura 2. Influencia de la cantidad de muestra
cromatografico del polisacarido C en Sepharose Cl 4B. inyectada en el perfil cromatografico del polisacarido
A - 0,4 mL/min; B=0,3 mL/min C en Sepharosa Cl 4B: A-0,25 mg; B-0,1mg;C -

0.05 ma: D-0.01 ma.
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Figura 3. Influencia del volumen de muestra inyectada en el perfil cromatografico del polisacarido C en Sepharosa Cl 4B.
A-100 pL (Soluciéon de 1 mg/mL); B-40 pL (Solucion de 1 mg/mL); C-20 pL (Solucién de 0,5 mg/mL).
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Evaluation of Different Chromatographic Matrixes for Molecular Size Determination of the
Neisseria meningitidis Polysaccharide C by HPLC

Abstract

The immunological properties of N. meningitidis Polysacharide C are closely related to its molecular size, a
physicochemical parameter determined by conventional Gel filtration chromatography (GFC) as recommended by the
World Health Organization (WHO). Nevertheless, the distribution coefficient (Kd) determination by this method is time-
consuming and requires a relatively large quantity of sample. The High Performance Liquid Chromatography (HPLC) is
more efficient, so it could substitute the conventional method. For that purpose, we evaluated different chromatographic
columns and run conditions to determine Kd by (GFC) HPLC. In all cases the void and the total volumes, and also the
capacity factor, the column efficiency, the peak asymmetry and the repeatability were determined. The mobile phase was
0,2 mol/L NaCl. The Sepharose CL 4B (Pharmacia, Sweden) resulted the best choice, because it had more capacity to
retain the sample; although it was less efficient than the TSK G3000PW (Tosohaas, Japan) column, it showed the same
peak asymmetry, the best repeatability and it was cheaper. Different flow rates, sample concentrations and sample
volumes were studied to determine the best analysis conditions, which resulted in: an injections of 100 pl of sample (0,1
mg) with a 0,3 mL/min of flow.

Keywords: Polysacharide C, HPLC, Kd

VacciMonitor 28  Afio 10 No. 2. Abril-Junio del 2001



