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Los serogrupos A, B, C, W, Y y X de Neisseria meningitidis (Nm) son los principales responsables de la enfermedad
meningococcica y contra ellos va dirigido actualmente el desarrollo de vacunas para la prevencion de la enfermedad.
El Instituto Finlay se encuentra desarrollando vacunas antimeningocdccicas polisacaridicas contra los serogrupos
A, C, W, Y y X. En el desarrollo de estas vacunas, el ensayo de identidad constituye un requisito obligatorio para la
liberacion final del producto. Este ensayo se realiza mediante la técnica Dot Blot, utilizando anticuerpos policlonales
(AcP) comerciales; sin embargo, el Instituto Finlay cuenta en este momento con una plataforma de Anticuerpos
Monoclonales (AcM) contra los cinco polisacaridos (PsC) de Nm. El objetivo del trabajo fue evaluar la sensibilidad y
especificidad de estos AcM para su uso en los ensayos de identidad de las vacunas antimeningococicas polisacaridicas,
con vista a sustituir los AcP comerciales empleados hasta el momento. La sensibilidad de los AcM se evalu6 frente
al PsC homologo y la especificidad frente al resto de los PsC de Nm. Se realizo el ensayo de identidad por Dot Blot
a cuatro vacunas polisacaridicas multivalentes, usando los AcM comparativamente con los AcP. Todos los AcM
evaluados mostraron una alta sensibilidad y especificidad, no encontrandose reactividad cruzada y siendo capaces de
identificar en las formulaciones vacunales multivalentes la presencia del PsC homdlogo. Concluimos que los AcM
obtenidos en nuestro instituto pueden ser usados para los ensayos de identidad de las vacunas.
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Introduccion Los primeros intentos de vacunas contra Nm se
realizaron a principio del siglo XX cuando Davis, en
1907, se realizd6 una autoinoculacion subcutanea de
suspensiones de meningococos completos inactivados
por calor, lo cual resulté ser muy reactogénico (1).
Desde entonces varias han sido las estrategias llevadas
a cabo para el desarrollo de vacunas, dentro de las
que podemos citar: vacunas basadas en vesiculas de
membrana externa (VME) o Proteoliposomas (PL) (4),
vacunas basadas en los PsC (Vacunas Polisacaridicas
conjugadas o no), vacunas basadas en ingenieria
genética (Vacunas Recombinantes) y combinaciones
entre ellas (5). Las estrategias vactnales actuales

S X X estan dirigidas al desarrollo de vacunas multivalentes
varia, siendo a nivel mundial los serogrupos A, By C contra los serogrupos A, C, Y, W y X (6). El Instituto
los mas frecuentes. No obstante, la mayor incidencia de

la EM se encuentra en el llamado cinturdn africano de la
meningitis, donde los serogrupos mas frecuentes son el
A, C,Y,WyX(@3).

La enfermedad meningococica (EM) es uno de los
grandes problemas de salud a nivel mundial, que
afecta principalmente a los nifios y adolescentes, con
una elevada morbilidad y mortalidad. Tiene como
agente etioldgico la bacteria Gram negativa Neisseria
meningitidis (Nm), patdégeno exclusivo del hombre,
que utiliza como puerta de entrada al organismo la
nasofaringe (1). Se han descrito 13 serogrupos segin
las caracteristicas antigénicas de los polisacaridos de la
capsula (PsC); sin embargo, son los serogrupos A, B, C,
Y, X y W los principales responsables de la enfermedad
(2). La distribucion epidemioldgica por serogrupos

Finlay, centro dedicado a la investigacion, desarrollo y
produccion de vacunas y pionero en el desarrollo de la
primera vacuna contra el meningococo B, se encuentra
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inmerso en el desarrollo de vacunas polisacaridicas
contra los serogrupos A, C, Y, Wy X de Nm.

Los procesos de desarrollo y produccion de vacunas
llevan consigo la aplicacion de métodos que permitan
identificar o cuantificar los principios activos
presentes en las formulaciones (el PsC en este caso)
como requisito obligatorio para la liberacion final del
producto (7). Dentro de los ensayos que se realizan
para la liberacion de lotes se encuentran: potencia,
inocuidad, identidad, esterilidad, pureza, pirogenicidad,
por citar algunos (6, 7). Los ensayos de identidad deben
ser capaces de identificar los compuestos del producto
analizado, asi como discriminar entre compuestos
parecidos o de estructura relacionada que formen parte
de la formulacion. Estos ensayos de identidad se hacen
mas complejos en las vacunas antimeningocdcicas
polisacaridicas multivalentes, debido a la similitud de
grupos funcionales en la estructura quimica de estos
PsC (8).

Varios son los métodos usados para la realizacion
de los ensayos de identidad, aunque por lo general se
recomienda el uso de métodos inmunoquimicos (ELISA
(Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay), Western Blot
y Dot Blot) pues ademas de su alta especificidad y
sensibilidad son métodos rapidos y de facil realizacion
(7, 9). En el Instituto Finlay los ensayos de identidad
de las vacunas antimeningococicas polisacaridicas se
realizan mediante la técnica de Dot Blot y en el caso de la
identidad del PsC de Nm serogrupo C en la vacuna VA-
MENGOC-BC® se realiza por la técnica de aglutinacion
con particulas de latex. Ambos métodos ofrecen un
importante ahorro de tiempo; sin embargo, su limitante
ha sido la adquisicion de los sueros policlonales y de los
reactivos latex, que generalmente son comerciales.

Los Anticuerpos policlonales (AcP) son mezclas
heterogéneas, con diferentes afinidades y especificidades,
lo que unido a la variabilidad de lote a lote, constituye
una desventaja. Los anticuerpos monoclonales (AcM)
sin embargo, tienen propiedades que los hacen
excepcionales:  especificidad, reproducibilidad 'y
constituyen una fuente inagotable. Los AcM con sus
grandes ventajas han revolucionado el desarrollo de
las investigaciones en el campo de la Inmunologia, las
técnicas analiticas, diagnosticas, la seroterapia y los
procesos industriales (10).

El Grupo de AcM del area de Investigaciones del
Instituto Finlay ha obtenido AcM contra varios antigenos
(Ag) de diferentes bacterias, actualmente usados para el
control de la calidad de vacunas (11). Recientemente,
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Reyes y col obtuvieron AcM contra los cinco PsC de
Nm serogrupos A, Y, C, Wy X (12,13) y validaron su
uso en la cuantificacion de estos PsC de Nm en vacunas
polisacaridicas multivalentes, mediante ELISA tipo
sandwich (14). De igual forma estos anticuerpos pueden
ser usados en el ensayo de identidad por Dot Blot de las
vacunas polisacaridicas contra Nm serogrupos A, C, Y,
Wy X.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la sensibilidad y
especificidad de los AcM anti PsC de Nm, para su uso
en los ensayos de identidad por Dot Blot, de las vacunas
meningocdcicas multivalentes desarrolladas en el
Instituto, con vista a sustituir el uso de AcP comerciales.

Materiales y Métodos

Muestras

Polisacaridos capsulares: Los PsC de Nm (Polisacarido
capsular para el control interno, PCI), serogrupos A
(PACI), C (PCCI), W (PWCI), Y (PYCD y X (PXCI)
fueron suministrados por el grupo de materiales de
referencias del Instituto Finlay. Todos se prepararon a
una concentracion de 1mg/mL en agua destilada.

Anticuerpos Monoclonales: Los AcM murinos anti
polisacarido capsular de Nm utilizados fueron: 7E1F7
AcM-anti PsC serogrupo A, 7E12B3 AcM-anti PsC
serogrupo C, 5CI1F1 AcM-anti PsC serogrupo W,
SH10D9 AcM-anti PsC serogrupo Y y 10B5F10 AcM-
anti PsC serogrupo X, todos obtenidos por el grupo de
Anticuerpos Monoclonales del Instituto Finlay.

Anticuerpos policlonales: Como AcP se emplearon los
sueros aglutinantes (Meningococcus Agglutinating Sera
(MAS)), Remel Europe Ltd, Reino Unido. Estos sueros
son los que se emplean en el Instituto para los ensayos
de identidad de las vacunas antimeningococcicas.
MAS-ZM37 anti Nm serogrupo A, MAS-ZM39 anti
Nm serogrupo C, MAS-ZM44 anti Nm serogrupo W,
MAS-ZM41 anti Nm serogrupo X y MAS-ZM42 anti
Nm serogrupo Y.

Vacunas: Vacuna Antimeningococcica BC, VA-
MENGOC-BC?®, Instituto Finlay, Lote 0016. Vacuna
Polisacaridica Antimeningococcica A, C, W, Finlay/
Bio Manguinhos, Lote 113VMWO002Z. Vacuna
Polisacaridica Antimeningococcica, DF-Men ACWY,
Instituto Finlay, Lote 102 y Vacuna Polisacaridica
Antimeningocdccica DF-Men ACWXY, Instituto
Finlay, Lote 104.
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Dot Blot

Para la realizacion del Dot Blot, se utilizd un equipo
Minifold II S&S (Alemania) acoplado a bomba de
vacio y se empled membrana de nitrocelulosa (MNC)
de 0,2 um (Bio-Rad, EUA). Se realizaron tres Dot
Blot con los siguientes objetivos: seleccionar las
concentraciones optimas de AcM y de PCI a emplear;
evaluar la sensibilidad y especificidad de los AcM
comparativamente con los AcP y realizar el ensayo
de identidad de vacunas polisacaridicas multivalentes
usando los AcM.

Seleccion de las concentraciones optimas de los PsC
y de los AcMs a utilizar: Para la inmovilizacion de los
diferentes PCI (A, C, W, X y Y) de Nm a la MNC, se
aplicaron 2, 5y 10 pg de PCI por pozo bajo presion de
vacio. Posteriormente se extrajo la MNC del equipo y
se procedid al proceso de bloqueo de los sitios activos
remanentes con Solucion Salina Tamponada de Fosfato
(SSTF) y Leche descremada (LD) al 3% durante 30 min
a 37°C. Después de tres lavados de 5 min cada uno con
SSTF/Tween 20 al 0,05%, se recortd la MNC en tiras
verticales (cuatro tiras por cada PCI), para ser incubadas
durante 1 ha 37°C, con 5 mL de cuatro concentraciones
(1,2,5y 10 pg/mL) de su respectivo AcM. Pasado este
tiempo y tras tres lavados de similares caracteristicas se
incubaron todas las tiras 1 h a temperatura ambiente (TA)
con un segundo anticuerpo (anti [gG de raton conjugado
a peroxidasa, AmershamTM, Reino Unido) a una
dilucion de 1:4000 en SSTF-LD 1% segun fabricante.
Seguidamente se realizaron 5 lavados de 3 min y se
procedio al revelado para lo cual se cubri6 cada tira con
SSTF/3,3-tetrahidrocloro  Diaminobenzidina (DAB)
al 0.04% y peroxido de hidrogeno (H202) al 0,5%,
durante 20 minutos. La reaccion se detuvo realizando
varios cambios con agua destilada.
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Evaluacion de la especificidad de los AcM: La
especificidad se determind mediante la técnica de Dot
Blot. Se inmovilizaron 5 ng de cada PCI (A, C, W, Xy
Y) en una misma tira de MNC y cada tira se incub6 con
un AcM (Sug/mL) o con un AcP (dilucion 1:25). Como
segundo anticuerpo para los AcP se empleo6 el anti-IgG
de conejo HRP (Sigma-Aldrich, EUA) a una dilucion de
1:2000 en SSTF-LD 1% segun fabricante.

Ensayo de identidad de las vacunas multivalentes:
Para el ensayo de identidad se realizo un Dot Blot
siguiendo el mismo procedimiento ya descrito. En este
caso, en cada tira de MNC se inmovilizaron las cuatro
vacunas (una vacuna por pozo) a una concentracion
de 100 pg/mL de PsC total (5 pg/pozo). Se emplearon
10 tiras, 5 para ser enfrentadas a cada AcM y 5 para ser
enfrentadas a cada AcP. El resto de los procedimientos
de bloqueo, lavado y revelado fueron similares al Dot
Blot anterior. El ensayo de identidad de las vacunas
evaluadas se realiz6 por triplicado, para confirmar los
resultados obtenidos.

Captura y procesamiento de las imagenes: Las
imagenes de los Dot Blot fueron capturadas y procesadas
utilizando un densitometro GS-800 (Bio-Rad, EUA)
con software de cuantificacion (Quantity One).

Resultado y discusion

Seleccion de las concentraciones optimas de los PsC
y de los AcMs en el Dot Blot

Para determinar la identidad por Dot Blot, se procedio
como primer paso a determinar las concentraciones
optimas de: inmovilizacion de cada PCI y de deteccion
de cada AcM a utilizar en la técnica. (Fig. 1).
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Fig. 1. Determinacion de la concentracion optima de los PsC y de los AcM para el Dot Blot. Se evaluaron tres concentraciones
de PCI para la inmovilizacion (2, 5 y 10 pg por pozo) y cuatro concentraciones de AcM (1, 2, 5y 10 pg/mL) para la deteccion.
Las imagenes fueron capturadas y procesadas utilizando un densitometro GS-800 (Bio-Rad, EUA) con software de cuantificacion

(Quantity One).
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Se puede observar la presencia de manchas oscuras
donde existe reconocimiento del PCI por su respectivo
AcM. Cuanto mayor es el reconocimiento, mayor es la
intensidad del color. Para los PACI (Fig 1 A) y PYCI
(Fig 1 D) se observan manchas oscuras en todas las
concentraciones de PsC aplicadas (2, 5y 10 pg/pozo) no
observandose variacion al incrementar la concentracion
del AcM. Sin embargo, en el caso de PCCI (Fig 1 B),
PWCI (Fig 1 C) y PXCI (Fig 1 E) las manchas oscuras
se comienzan a observar a partir de los 5 pg/pozo de PsC
aumentando la intensidad de la sefial con el incremento
de la concentracion del AcM empleado, llegando a ser
la concentracion de 10 pg/mL, donde se observo la
mancha con mayor intensidad de color. De esta forma
se selecciono la cantidad de 5 pg/pozo de PsC como la
optima para la inmovilizacion y 5 pg/mL de AcM como
la concentracion Optima de reconocimiento.

En los ensayos inmunoenzimaticos como el Dot Blot,
donde hay una etapa de inmovilizacion o captura de una
biomolécula, determinar la concentraciéon o6ptima de la
misma a inmovilizar (en este caso el PsC) es un factor
de suma importancia. Igualmente lo es la seleccion de
las concentraciones Optimas de la molécula reactante
(el AcM en este caso). Estos parametros influyen
en la formacion de los complejos Ag-Ac, donde la
concentraciéon de ambas moléculas tienen que estar en
el rango de la zona de equivalencia (9).

Las elevadas concentraciones del material de captura
pueden provocar alteraciones en la sensibilidad y en el
limite de deteccion del ensayo (efecto “gancho”) por la

A

PACI
] pPCCl
PYCI

" PWCI

PXCI

A C Y W X
AcM (Sug/mL)

formacion de sobrecapas de biomoléculas débilmente
adsorbidas, que se liberan facilmente en los pasos
siguientes, inhibiendo los inmunorreactantes en la
fase liquida (9). Concentraciones entre 1-10 pg/mL
son reportadas como suficientes (9), lo cual concuerda
con los resultados aqui obtenidos donde con 5 pg de
PCly 5 pg/mL de AcM para la captura y la deteccion
respectivamente se evidencid reconocimiento.

Especificidad de los AcM

Una vez establecidas las concentraciones de trabajo de
los PsC y del AcM, otro aspecto importante a evaluar
fue la especificidad de los AcM utilizados. La Figura
2 muestra los resultados obtenidos en el ensayo de
especificidad. En este ensayo cada AcM se enfrento a
una tira de MNC en la cual fueron inmovilizados los
cinco PCI de Nm (A, C, W, X y Y). El objetivo de
este ensayo fue demostrar que cada AcM era capaz de
reconocer solamente al PsC homologo (especificidad)
y no a los PsC de los restantes serogrupos (reactividad
cruzada) presentes en la MNC. Comparativamente se
evaluo la especificidad de los AcP (Remel, UK) como
control de la técnica por ser los que se usan en los
ensayos de identidad de las vacunas.

Como se muestra en la Figura 2 tanto los AcM (Fig.
2A) como los AcP (Fig. 2B) reconocen en la MNC
solamente al PsC homologo. Dicho reconocimiento se
evidencia por la presencia de manchas oscuras (sefal)
solamente en el pozo donde se encuentra inmovilizado
el PsC homologo. Sin embargo, en el resto de los pozos

.
-
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Fig. 2. Especificidad de los AcM (A) y AcP (B) frente a los PsC de Nm serogrupos A, C, Y, Wy X. Para el Dot Blot se aplicaron
5 ng/pozo de los diferentes PCI. Los AcM se emplearon a 5 pg/mL y los AcP a una dilucion de 1:25. Las imagenes fueron
capturadas y procesadas utilizando un densitdometro GS-800 (Bio-Rad, EUA) con software de cuantificacion (Quantity One).
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donde se encuentran los otros PsC no se observa sefial,
no evidenciandose reactividad cruzada. Este resultado
concuerda con los obtenidos por Reyes y col en el 2013
donde utilizaron estos anticuerpo monoclonales, A,
C W X y Y en ensayos de identidad y cuantificacion
de vacunas polisacaridicas multiples por ELISA con
adecuada especificidad (14).

Si bien no se encontrd diferencias en cuanto a la
especificidad de los AcM respecto a los AcP empleados,
es importante recordar que existen otros aspectos que
constituyen las grandes ventajas que sobre los AcP
presentan los AcM. (Tabla 1) (10).

Tabla 1. Comparacion entre AcP y AcM.

Aspectos Anticuerpos Anticuerpos
P Policlonales monoclonales
Epitopes que Varios Unico
reconocen
Especificidad Varia entre animales No varia. Alta
y entre sangrias. especificidad
Afinidad Variable entre Alta e invariable

sangrias
Concentracion
media 1 mg/mL.
Volumen variable
(seglin especie)
Agotable

Rendimiento Bajo en cultivo
de tejidos. Alto
(hasta 20 mg/mL en

liquido ascitico)

Disponibilidad Inagotable

A Vacunas B

En el ano 2010, los AcM cumplieron 30 afios desde su
invencion, por lo que si bien su obtencion no constituye
una novedad por estos dias, en nuestro caso, el ser
propietarios de los hibridomas productores de todos
estos AcM, unicos en nuestro pais, representa una
ventaja indudable. Su uso no estaria condicionado a la
compra en el mercado, asi como podria resultar mas
economica la implementacion de su uso para esta prueba
en la liberacion de los lotes de vacunas.

Ensayo de identidad

Una vez conocida la especificidad de los AcM, se
procedi6 a evaluar su uso en el ensayo de identidad de
varias vacunas polisacaridicas multivalentes contra Nm
comparandolos con los AcP.

En la Figura. 3 se muestra que los AcM (Fig. 3A) al igual
que los AcP (Fig. 3B) fueron capaces de identificar en
cada formulacion evaluada, su correspondiente PsC de
forma especifica, no evidencidndose senal en los pozos
donde la vacuna aplicada no contenia el PsC homdlogo,
discriminando a los PsC de otros serogrupos.

La identificacion de los PsC de Nm, sobre todo en
formulaciones multivalentes, es un proceso complejo,
debido a la similitud de grupos funcionales en Ia
estructura quimica que existe entre ellos (Tabla 2).
Por lo que contar con AcM capaces de identificar al
PsC homologo (especificidad) discriminando entre
compuestos parecidos o de estructura relacionada como
son los PsC heterologos, constituye sin duda una gran

VA-MENGOC-BC

ACW @
Acyw (£ |6 Q
A,C,Y,W,X .
PCl homl e e . £
A € ¥ W X A € Y W X

AcM (Sug/mL)

AcP (1:25)

Fig. 3. Evaluacion de la Identidad de los PsC en vacunas polisacaridicas multivalentes mediante el uso de AcM y AcP a través de
la técnica de Dot Blot. Se evaluaron cuatro vacunas multivalentes: VA-MENGOC-BC®, una trivalente (A, C, W), una tetravalente
(A, C, W, Y) y una pentavalente (A, C, W, X, Y). Se aplicaron 50 pL equivalente a 5 ng/pozo de PsC. Los AcM se emplearon
a 5 ug/mL, mientras que los AcP a una dilucion 1:25. Las imagenes fueron capturadas y procesadas utilizando un densitometro
GS-800 (Bio-Rad, EUA) con software de cuantificacion (Quantity One).
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herramienta para estos ensayos, sobre todo si tenemos
en cuenta las ventajas que tienen sobre los AcP.

Tabla 2. Similitud de grupos funcionales en la estructura
quimica de los PsC de Nm

Polisacarido A
Capsular (PsC) Estructura Quimica

PSC-A (al-6) N-acetil-D-manosamina-1-
fosfato

PsC-X (a1-4) N-acetil-glucosamina-1-
fosfato

PsC-B (02-8) acido N-acetil neuraminico

PsC-C (02-9) acido N-acetil neuraminico

PSC-W135 6—D—Ga! (.a1—4)—ac1d0 N-acetil

neuraminico (0.2-6)

PsC-Y 6-D-Glc (a1-4)-acido N-acetil

neuraminico (02-6)

En el caso de la vacuna VA-MENGOC-BC®, vacuna
basada en el proteolipososma de Nm serogrupo B y en el
PsC del serogrupo C adsorbida en hidréxido de aluminio,
el resultado del ensayo de identidad del PsC, tiene
ademas otra importancia y es el hecho de que el ensayo
de identidad de esta vacuna, lleva un paso intermedio de
preparacion de la muestra donde se necesita desadsorber
los ingredientes activos de la vacuna para llevar a cabo
el ensayo, pues el hidréxido de aluminio presente en la
formulacioén interfiere con los resultados.

En nuestro estudio, sin embargo, para realizar el Dot
Blot no hubo necesidad de realizar este paso sino que se
aplico la vacuna directamente sobre la MNC.

Conclusiones

Los ensayos de identidad de las vacunas constituyen un
aspecto importante para la liberacion de lotes y control
de la calidad de las mismas. Garantizar los reactivos
necesarios para su realizacion tanto en cantidad como
en calidad también es un aspecto necesario.

Si bien estos ensayos se han venido realizando con
el uso de AcP comerciales, contar con una bateria de
AcM (Gnica en el pais) con una alta especificidad,
reproducibilidad y de produccion institucional, es un
gran logro.
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Estos AcM ademas pueden ser usados con otros fines
que no sean solo el de ensayos de identidad.
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Evaluation of monoclonal antibodies to the capsular polysaccharide of Neisseria meningitidis
serogroups A, C, Y, W and X to be used in the identity assays

Abstract

Neisseria meningitidis serogroups A, B, C, W, Y and X are the main responsible of meningococcal disease.
Vaccines are necessary to prevent this disease. The Finlay Institute is developing polysaccharide vaccines
against serogroups A, C, W, Y and X. In the development of vaccines, the identity assay is a mandatory
requirement for final product release. This test is performed by Dot Blot technique using commercial
polyclonal antibodies (PAb). However, the Finlay Institute has monoclonal antibodies (mAbs) against
capsular polysaccharides from N. meningitidis (CPs). The objective of this work was to use these mAbs in
identity tests to replace commercial PAb. The specificity of the mAbs, the cross-reactivity with other CPs
and the identity of the CPs present in four multivalent polysaccharide vaccines, were evaluated. All tested
mAbs showed high specificity, and no cross-reactivity was found. Also all mAbs were able to identify the
presence of homologous PsC in multivalent vaccine formulations. We conclude that the mAbs obtained in
our institution can be used for identity assays of vaccines.

Keywords: identity asay, Dot Blot, monoclonal antibodies, Neisseria meningitidis.
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