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Caracterizacion de conjugados inmunogénicos de polisacarido
capsular Streptococcus pneumoniae serotipo 14
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Las vacunas conjugadas que consisten en polisacaridos bacterianos unidos a través de un enlace covalente a
una proteina portadora, han tenido un gran impacto en los esquemas de vacunacion infantil, disminuyendo de
forma dramética la incidencia de infecciones bacterianas. En el caso de Streptococcus pneumoniae, a pesar de
que se han descrito mas de 90 serotipos basados en la estructura de las capsulas polisacaridicas y que al menos
23 tienen una importancia clinica demostrada, solo un nimero limitado de siete, o mas recientemente 10y 13,
estan incluidos en las vacunas conjugadas licenciadas. Por otra parte, la necesidad creciente de estas vacunas
en el mundo requiere la incorporacién de nuevos productores que se enfrentan a una elevada complejidad
tecnoldgica, pues en todo el procedimiento de conjugacién no se pueden afectar las caracteristicas estructurales
por las que el polisacarido es reconocido inmunolégicamente. Este trabajo implementé un procedimiento de
conjugacion para el polisacarido de la capsula de Streptococcus pneumoniae serotipo 14. El procedimiento
comprendid la fragmentacion, oxidacién peryoddica y posterior conjugacién del polisacarido a anatoxina tetanica
o diftérica. Cada intermedio fue caracterizado por métodos fisico-quimicos. En todas las reacciones se obtuvieron
rendimientos superiores al 50%. Los conjugados generaron altos titulos de anticuerpos especificos de tipo IgG y
memoria inmunoldgica. Se concluyé que el procedimiento permitié la obtencion de conjugados inmunogénicos
de serotipo 14.
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Introduccion En el caso de las vacunas conjugadas contra S. pneumoniae
la complejidad adicional viene dada por la necesidad de incluir
un numero elevado de serotipos en la formulacion. De ahi la
tendencia de los productores a simplificar los procesos para
la obtencién de cada uno de los conjugados.

Las vacunas conjugadas han significado un paso de avance
con respecto a las vacunas de polisacaridos, pues gracias a
un enlace covalente entre el polisacarido bacteriano y una
proteina portadora, las mismas logran inducir respuesta
protectora antipolisacarido en la poblacion infantil y memoria

! O En la actualidad existen tres vacunas conjugadas licenciadas
inmunoldgica (1).

contra S. pneumoniae que incluye a los serotipos 1, 3, 4, 5,
6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F y 23F. Las mismas han
disminuido la incidencia de la enfermedad en muchos paises
que las han insertado en sus sistemas de vacunacion infantil
(4-6), pero la necesidad potencial de mas de 300 millones de
dosis anuales sigue ampliamente insatisfecha.

En el disefio del método para obtener una vacuna conjugada
es importante tener en cuenta un grupo de parametros como
la talla del polisacarido, la seleccién de la proteina portadora,
el método de conjugacién y las propiedades del conjugado
que influyen y en algunos casos determinan la

inmunogenicidad del producto. Para suplir esa demanda, la UNICEF ha pedido la

incorporacién de un mayor nimero de productores (7), por lo
que en Cuba se esta trabajando desde hace afnos en un
proyecto conjunto entre el Centro de Quimica Biomoleculary
el Instituto Finlay, para la obtencién de una vacuna conjugada
polivalente contra S. pneumoniae.

El desarrollo de un procedimiento de conjugacién es complejo
en la medida en que debe decidirse una combinacién propia
de cada uno de los elementos anteriores. El rango en que
estos parametros pueden moverse es muy amplio. Por
ejemplo, en el caso de Haemophilus influenzae tipo b se
puede utilizar desde un polisacarido de alto peso molecular
hasta un oligosacarido obtenido por sintesis quimica (2, 3),
cada uno con sus ventajas y desventajas.

En el presente trabajo describimos el proceso de laboratorio
para la obtencion y caracterizacion de conjugados del serotipo
14 que servira de base al desarrollo del proceso industrial.

* Licenciado en Ciencias Farmacéuticas. Jefe del Dpto. de Glicoconjugacion
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Materiales y Métodos

El polisacéarido capsular de S. pneumoniae serotipo 14 (PS-
14), lote 806, y las proteinas portadoras anatoxina tetanica
(TT), lote 6017, y anatoxina diftérica (DT), lote 6013,
empleadas en la obtencién de los conjugados, fueron
suministradas por el Instituto Finlay, Centro de Investigacion-
Produccion de Vacunas. Se utilizé como material de referencia
PS-14 purificado, proveniente de ATCC. El suero estandar
internacional de conejo especifico contra S. pneumoniae
serotipo 14 fue suministrado por Statens Serum Institute,
Copenhagen.

Técnicas analiticas. Los métodos colorimétricos
empleados fueron: determinacion de carbohidratos totales
por orcinol-sulfarico (8), contenido de proteina por Lowry (9),
concentraciéon de grupos carbonilos por el método modificado
de Park Jhonson (10).

El analisis estructural del PS-14 se complementé por técnicas
de resonancia magnética nuclear (RMN). Las muestras se
prepararon disolviendo 10 mg del producto en 0,6 mL de
agua deuterada. Después de la total disolucién se liofilizaron
y luego se disolvieron nuevamente en agua deuterada para
el analisis.

La determinacion de la constante de distribucion de la talla
molecular (K,) se realizé por cromatografia de exclusion
molecular en una columna TSK 5000 PW con NaCl 0,9%,
como fase mévil y deteccién por indice de refraccién para el
polisacarido capsular, fragmentado y activado, o deteccién
ultravioleta (206 nm) para los conjugados. Los datos y analisis
se realizaron utilizando el software ClarityChrom.

Preparacion y caracterizacion de los conjugados

Fragmentacién del PS-14 a tallas entre 30-10 kDa:
Se disolvieron 10 mg de polisacarido en 2 mL de agua
destilada. A esta disolucion se le adicion6 la cantidad de
acido trifluoroacético necesaria para alcanzar la
concentracion definida en el intervalo 250-25 mM.

La mezcla se mantuvo con agitacién a 70 °C entre 1,5-2,5 h.
Transcurrido este tiempo la reaccion se neutralizé utilizando
una disolucién de hidréxido de sodio 0,1 M. Se purificé por
membranas de celulosa regenerada de 30 y 10 kDa de
porosidad. Se ultrafiltr6 contra agua destilada hasta no
detectar presencia de carbohidrato en el filtrado.

La eficiencia de la reaccion se determiné de acuerdo con el
contenido de carbohidrato recobrado en la fraccién entre 10
y 30 kDa.

Activacién del polisacarido capsular de serotipo 14
fragmentado (PS-14-frag). Se disolvieron 10 mg del PS-
14-frag del paso anterior en 2 mL de disolucién tampon fosfato
salina pH 7,0 y se adicionaron 0,2 mL de disolucién de
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peryodato de sodio (NalO,) 20 mM. La reaccién se mantuvo
con agitacion en ausencia de luz durante 2 h; luego se detuvo
adicionando 0,01 mL de glicerol. Posterior a una incubacion
de 30 min la mezcla se purificé por ultrafiltracién, utilizando
membrana de 10 kDa como valor de corte, de forma similar a
como se describid.

Conjugacion a proteinas portadoras. Se liofilizé a
sequedad una mezcla de 7,5 mg del fragmento oxidado (PS-
14-ox) y 5 mg de proteina portadora en disoluciéon tampén
fosfato salina pH 7,0. Posteriormente se afadié una disolucién
de cianoborohidruro de sodio de 10 mg/mL.

La reaccion se mantuvo con agitacion a temperatura
ambiente por 72 h. El conjugado resultante se purificé por
ultrafiltracion, utilizando una membrana de 100 kDa. El
porcentaje de proteina no conjugada se calculé por
cromatografia de exclusion molecular en una columna
Superosa 12, con disoluciéon tampén fosfato salina pH 7,0
como fase moévil a un flujo de 0,5 mL/min y utilizando un
detector UV a una longitud de onda de 206 nm.

Inmunogenicidad de los conjugados

En estos experimentos se utilizaron ratones hembras Balb/c
de 5 a 6 semanas de edad y conejos blancos Nueva Zelanda
de 4 semanas de edad y de sexo femenino, proporcionados
por el Centro Nacional para la Produccién de Animales de
Laboratorio (CENPALAB), adaptados durante 7 dias a las
condiciones del laboratorio. Los ratones se colocaron en
cajas de Macrolon (Panlab, Espana), se mantuvieron con
humedad y temperatura controlada entre 22-24 °C, con
sistema de 12 h de luz y 12 de oscuridad. En el caso de los
conejos fueron mantenidos en un local abierto en condiciones
ambientales.

Todo el trabajo estuvo sujeto al mas estricto cumplimiento
de las normas éticas en la experimentacion animal, regidas
por guias éticas para la investigacion con animales de
laboratorio. Los protocolos experimentales fueron aprobados
por el Comité de Etica y el Departamento de Calidad del
Centro de Quimica Biomolecular, de La Habana.

Grupos de 10 ratones Balb/c y de 5 conejos blancos Nueva
Zelanda se inmunizaron a los 0, 14 y 28 dias por via
subcutanea y se tomaron muestras de sangre 7 dias después
de cada inmunizacién. Las dosis (contenido de carbohidrato)
fueron de 2 ug y 5 ug, respectivamente.

En unoy otro disefo se incluyeron como controles: un grupo
inmunizado con 25 g de PS-14 y otro con suero fisiolégico.
Ademas, los conejos recibieron una dosis de refuerzo de
25 ug de PS-14 a los 120 dias después de la primera
inmunizacion; luego se realiz6 la extraccion segun fue descrito.
Los sueros fueron separados por centrifugacion y
almacenados a -20 °C para la titulacién del contenido de
anticuerpos (Ac) isotipo IgG antipolisacarido serotipo 14.
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Titulos de Ac isotipo IgG contra el PS-14 mediante
ELISA

Se recubrieron placas de 96 pocillos de poliestireno
(Maxisorp) con 50 uL/pocillo de una disoluciéon de PS-14
(10 ug/mL) en disolucién tampén fosfato salina pH 7 y se
incubaron durante toda la noche a 37 °C. Se bloqueé
adicionando 100 uL/pocillo de disolucién de albumina de
suero bovino al 1%. Después de incubar a 37 °C durante
30 min se adicionaron diluciones seriadas 1/2 de los sueros
comenzando por 1/100 en disolucién tamponada fosfato
salina pH 7,2 (BSA 1%; EDTA 0,01 M, Tween-20 0,3%) y se
incubd durante 90 min a temperatura ambiente. Luego se
adiciono el correspondiente anti-IgG conjugado a la enzima
peroxidasa utilizando una dilucién de trabajo de 1:15 000
para ratones y 1:10 000 para conejo y se incubd durante
90 min a temperatura ambiente. Se adicioné 100 uL/pocillo
de orto-fenilendiamina 0,5 mg/mL en disolucién citrato
(Na,HPO, 52 mMy acido citrico 25 mM, pH 5,6) y se mantuvo
la placa en la oscuridad durante 20 min.

Se detuvo la reaccion adicionando HCI 3 M, se ley6 la
densidad 6ptica (DO) a una longitud de onda de 492 nm en
un lector de ELISA. Al final de cada incubacion se realizé el
lavado de las placas con disolucién tampoén fosfato salina
pH 7,2, Tween 20 al 0,05%.

El calculo del titulo de Ac isotipo IgG se realizé mediante un
analisis de regresion entre los valores de DO y el logaritmo
en base a 10 del reciproco de la dilucién del suero. Se
consider6 como criterio de seleccion de los animales
respondedores un incremento mayor del doble del valor de
DO, con respecto al valor del preinmune (t=0).

ELISA de inhibicidn para especificidad

Por otro lado, se evalué la especificidad de los Ac isotipo IgG
generados por los conjugados en los modelos animales. Los
sueros obtenidos, luego de la tercera dosis, se preincubaron
durante toda la noche a 4 °C con concentraciones conocidas
de PS-14. El procedimiento se realizé igual al descrito
anteriormente. Los resultados se muestran como porcentaje
de inhibicion, el cual se calcul6 segun la siguiente formula:
[DO (sin inhibidor)-DO (con inhibidor)] /DO (sin inhibidor) X
100.

Antigenicidad por método ELISA

El suero estandar internacional contra el PS-14 (1:6400) se
preincubé con diferentes concentraciones del PS-14-frag y
PS-14-ox en un rango de 500 ug/mL hasta 0,05 ug/mL durante
todalanoche, a4 °C. Luego en placas recubiertas con PS-14
se desarroll6 el ELISA. El procedimiento y los resultados se
realizaron como ya fue descrito.

En el caso de la evaluacién de la antigenicidad en los
conjugados, las placas se recubrieron con 50 uL de los
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conjugados (PS-14-TT y PS-14-TD) en disolucién tampoén
fosfato salina pH 7,0, a una concentracion de 1 ug/mL vy el
PS-14 a 10 ug/mL como control y se incubaron durante toda
la noche a 37 °C. El procedimiento continué como se describié
para medir el titulo de anticuerpos IgG anti PS-14, pero
utilizando el suero estandar internacional contra el PS-14
(1:6400).

Analisis estadistico

Las diferencias en la respuesta de Ac isotipo IgG anti PS-14
entre los distintos grupos experimentales fueron evaluadas
utilizando la prueba de Kruskal Wallis y la prueba de Dunn’s.
Las diferencias se consideraron significativas para p = 0,05.
El procesamiento estadistico de los datos de todos los
experimentos se realiz6 con el programa GraphPad Prism,
version 4.00.

Resultados y Discusion

Fragmentacion del PS-14

El primer paso de nuestro trabajo consistio en la confirmacion
de la identidad por RMN, utilizando como referencia un
PS-14 (proveniente de una cepa ATCC). En el espectro se
identificaron las sefales correspondientes a los cuatro
protones anoméricos de la unidad repetitiva (UR) en 8 4,62
ppm, 3 4,46 ppm, 5 4,35 ppm, 64,19 ppm y la correspondiente
al CH, del grupo N-acetamido en & 1,94 ppm, coincidiendo
con lo reportado por Lindberg y col, 1977 (11). Este espectro
sirvi6 como referencia para evaluar la conservacién de la
estructura en las diferentes etapas de modificacién del PS-
14.

La disminucién de la talla molecular de los polisacéaridos se
utiliza como estrategia para reducir los problemas de
solubilidad de los polisacaridos de alto peso molecular vy,
ademas, para facilitar la purificacion del producto final durante
el procedimiento de conjugacion (12, 13). Como norma los
productos finales para los cuales se emplea un fragmento
del polisacarido son mas definidos molecularmente (14).
Entre los procesos de fragmentacion, la hidrdlisis acida es un
método muy empleado, pues tiene como ventaja ser
reproducible y barato.

Se estudio la hidrdlisis con acido trifluoroacético y se encontré
que 25 mM mostro el mayor recobrado de carbohidrato (95%)
en la fraccion 30-10 kDa (Tabla 1). Estas condiciones se
repitieron y mostraron consistencia, promediando un
recobrado de 91% y similar K en todos los casos (Tabla 2).

El espectro del producto PS-14-frag se caracterizé por senales
con mayor resolucion, lo cual es de esperar al reducirse la
talla del PS-14. Por otra parte, el espectro coincidié con el
del PS-14 de referencia y se corroboré que no hubo afectacion
de la estructura de la UR (Fig. 1 A, B y C). Estos fragmentos
inhibieron al 100% un suero estandar internacional de conejo
contra PS-14, mostrando curvas de inhibiciéon similares a la
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Tabla 1. Condiciones y resultados de recobrado de
carbohidrato en la hidrélisis del PS-14 con acido
trifluoroacético.

Rendimiento de carbohidrato® (%)

Concentraciéon (mM) Tiempo (horas)

30-10 kDa < 10 kDa
250 1,5 11 54
25 2,5 95 Nd

a. Contenido de carbohidrato fue determinado por el método de orcinol-sulfarico.
nd. No determinado

Tabla 2. Reproducibilidad de las condiciones de fragmentacién.

Exp. Rend. % TR Ky °
1 98 7,57 0,40
2 81 7,55 0,39
3 95 7,63 0,41

Contenido de carbohidrato fue determinado por el
método de orcinol-sulfdrico.

b K, =(Vr-Vo)/(Vt-Vo) donde Vo es el volumen de
exclusion total, Vr es el volumen de retencién y Vtes
el volumen de permeacion total de la columna.

f1 (ppm)

obtenida contra el PS-14, lo que confirma la conservacion de
la antigenicidad del PS (Fig. 2). La conclusion de este analisis
fue que los fragmentos obtenidos por este procedimiento
pueden utilizarse como antigenos para obtener conjugados
inmunogénicos.

Oxidacion del PS-14-frag con peryodato de sodio

La oxidacién de PS-14-frag con NalO, gener6 entre 0,12-
0,16 mol de carbonilo por mol de unidad repetitiva, con
rendimientos de recobrado de carbohidrato luego de la
purificacion, superiores al 80% (Tabla 3). La K determinada
en columna TSK 5000 del PS-14-frag de partida y el PS-14-
ox fueron de 0,40 y 0,42, lo que indica que no hay una
afectacion significativa de la talla molecular. El sitio mas
probable a ser oxidado con peryodato en la estructura de la
UR de PS-14 es la ramificacion 3-D-Gal, segun lo reportado
por Kimy col (15). Este sustituyente es esencial porque forma
parte del epitope del PS-14 (16), por lo que la oxidacién debe
ser controlada para no afectar la densidad de epitopes. La
conservacion de la antigenicidad de los productos oxidados

-

Fig. 1. Comparacion de los espectros de RMN 'H: (A) PS-14, (B) PS-14-frag y (C) PS-14-oxid. Los espectros del PS-14
fragmentado y oxidado coinciden con el del PS-14, indicando que se conserva la identidad de la UR del PS-14 durante los

procesos quimicos.
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Tabla 3. Rendimiento y contenido de moles de grupos
carbonilos generados en la reaccién de activacion.

Exp. C=0/mol UR® Rend. %°
PS-1 4-frag_] PS-14-ox
0,16 98,6
0,02 0,128 82
3 0,125 96

a- Contenido de moles de carbonilo determinado Park Jhonson
modificado.
b- Cuantificacién de carbohidrato por el orcinol-sulfurico.

a través de un ELISA de inhibicion no mostré diferencias
entre las curvas de inhibicién obtenidas para el PS-14-0x,
PS-14-frag y PS-14 (Fig. 2), lo que indica que el PS-14-ox
mantiene suficientes residuos laterales 3-D-Gal intactos para
conservar su antigenicidad.

Conjugacion de los PS-14-ox a las proteinas TTy TD

La reaccion de conjugacion ocurre entre los grupos aldehidos
generados en el PS-14-ox y los grupos aaminos de las lisinas
presentes en la proteina. Los conjugados obtenidos, tanto a
la anatoxina tetanica (PS-14-TT) como diftérica (PS-14-DT),
presentaron incorporacién de carbohidrato de 73% para DT
y 94% para TT, lo que resulta superior a los reportados en la
literatura (17) (Tabla 4).

Tabla 4. Caracterizacion fisico-quimica de los conjugados.

Esto puede ser atribuido a la coliofilizacion de la mezcla PS-
14-oxy la proteina que favorece la primera etapa de formacion
de laimina (18) y a que los grupos carbonilos generados en
el residuo lateral B-D-Gal estan menos impedidos
estéricamente.

Los conjugados mostraron perfiles con picos homogéneos
en ambos casos, con relaciones carbohidrato: proteinay K
tipicas de los conjugados (especies de mayor talla molecular)
en correspondencia con la proteina empleada en cada caso
(Tabla 4). Adicionalmente, el por ciento de proteina no
enlazada fue menor al 5% en ambos casos.

Por otro lado, ambos conjugados son reconocidos por el suero
estandar internacional anti-PS-14 (Fig 3), lo cual indica que
el proceso de conjugaciéon no afectd la antigenicidad del
mismo.

Respuesta inmune en ratones y conejos

Con el objetivo de evaluar la capacidad de los conjugados
de inducir anticuerpos especificos al PS-14 se inmunizaron
ratones y conejos. Los titulos de IgG contra PS-14 en ratones
Balb/c aumenté significativamente luego de la segunda
inmunizacion (Fig 4) y se mantuvo hasta la tercera dosis, con
un 100% de animales respondedores. Ademas, estos titulos
de IgG fueron superiores significativamente a los medidos

Tipo de Relacic’)n, incorporacion P
Proteina Kp® CHO : Proteina  K;* CHO (%) ® % proteina libre °
inicial final
TT 0,55 1 1,7 0,30 94 4,1
D 0,61 1 1 0,36 73 1,2

¢ Determinado por cromatografia de exclusién molecular en columna superosa 12
b Cuantificacién de carbohidrato por el orcinol-sulfdrico

a Determinado por cromatografia de exclusién molecular en columna TSK50

00. K, = (Vr -

Vo)/(Vt-Vo) donde Vo es el volumen de exclusién total, Vr es el volumen de retencién y Vi es el

volumen de permeacion total de la columna.

100 4

504

% de inhibicion

50

0,5 5
Concentraciones del inhibidor (ug/mL)

4—PS5-14 —4— PS-14-frag —@— PS-14-ox —— PS-18C

Fig. 2. Por ciento de inhibiciéon del suero estandar internacional
especifico contra S. pneumoniae serotipo 14, desarrollado en un
ELISA de competencia con placas recubiertas con PS-14, utilizando
como inhibidores: PS-14, PS-14-frag y PS-14-ox.
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0,8

D.O = 492 nm

0,4

PS-14 PS-14-TT PS-14-TD

Fig. 3. Reconocimiento del PS-14 conjugado por el suero
estandar internacional especifico contra S. pneumoniae serotipo
14. El PS-14 y los conjugados se utilizaron como recubrimiento a
10 ug/mL y 1 pug/mL, respectivamente.
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Fig. 4. Respuesta inmune en modelo de ratones Balb/c. Titulo de
los anticuerpos IgG anti PS-14, 7 dias después de cada
inmunizacién con PS14, PBS, PS-14-TD y PS-14-TD. El
procedimiento se realizé recubriendo con PS-14. La comparaciéon
entre los grupos (prueba de Kruskal-Wallis) mostré que ambos
conjugados indujeron titulos superiores estadisticamente
significativos (*) para una p < 0,05 con respecto al grupos placebo
luego de segunda y tercera dosis.

A 1m_

50 A

% de Inhibicién

0 T T T T T \
0,005 0,05 0,5 5 50 500
conc PS-14 (ug/mL)

—¢— PS-14-TD —8— PS-14-TT

% de Inhibicién

Log titulo IgG anti PS-14

OPlaceboEPS 14@14-TT

Fig. 5. Respuesta inmune en modelo de conejos New Zeland.
Titulo de los anticuerpos IgG anti PS-14 siete dias después de
cada inmunizacién con PBS (placebo), PS14 y el PS-14-TT. Titulos
de anticuerpos IgG 4 meses y 7 dias luego de la dosis de refuerzo
con PS-14. * Indica significacion estadistica para una p < 0,05 con
respecto al placebo.

100 4

50 1

0,005 0,05 0,5 5 50

conc PS-14 (ug/mL)

500

Fig. 6. Especificidad de los anticuerpos IgG anti-PS-14 luego de la tercera inmunizacién en ambos modelos. (A) Pool del suero de lo
ratones inmunizados con PS-14-TT y PS-14-TD. (B) Especificidad de los sueros individuales en el grupo de conejos inmunizado con PS-
14-TT. En el procedimiento se utilizo el PS-14 como recubrimiento y como inhibidor.

para el grupo control inmunizado con PS-14. En el modelo de
conejo, donde solo se evalud el conjugado PS-14-TT, se
encontraron altos titulos de IgG contra el PS-14 desde la
primera dosis, los cuales aumentaron con cada inmunizacién
(p<0,05). Ademas, los titulos de IgG siempre fueron
superiores a los obtenidos en el grupo control (Fig. 5). Los
titulos de anticuerpos generados disminuyeron hasta alcanzar
los niveles del grupo control a los 4 meses (Fig. 5). En ese
momento se inmunizé una dosis de PS-14 que habia
demostrado ser poco inmunogénico, segun los resultados
obtenidos para el grupo control.

El incremento sustancial de los titulos provocados con esta
inmunizacién con PS-14, sugieren la existencia de memoria

20

inmunoldégica contra el PS-14 inducida por los conjugados.
Los Ac isotipo IgG obtenidos, luego de la tercera dosis en
ambos modelos, mostraron ser especificos por el PS-14
evaluado en un ELISA de inhibicion (Fig. 6 Ay B).

Como conclusién, se puede afirmar que por este
procedimiento es posible preparar candidatos vacunales para
S. pneumoniae serotipo 14, que tienen la capacidad de
generar una potente respuesta T-dependiente, la cual se
caracteriza por Ac isotipo IgG contra el PS-14 en ratones y
conejos. Esta se corresponde con lo reportado para otros
conjugados carbohidrato-proteina (19). Ademas, nuestro
procedimiento puede servir como plataforma para la
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obtencién de otros candidatos necesarios para la formulacion
multivalente contra Streptococcus pneumoniae.
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Characterization of capsular polysaccharide immunogenic conjugates from
Streptococcus pneumoniae serotype 14

Abstract

Conjugate vaccines consisting of bacterial polysaccharides linked through a covalent bond to a carrier protein
have a major impact on childhood immunization schemes which have dramatically decrease the incidence of
bacterial infections. In the case of Streptococcus pneumoniae more than 90 serotypes have been reported, based
on the structure of the polysaccharide capsules and at least 23 of them have demonstrated clinical importance. A
limited number of 7 or more recently 10 and 13 are included in licensed conjugate vaccines. On the other hand, the
increasing need for these vaccines worldwide requires the incorporation of new manufacturers who are facing
highly complex technology since the entire conjugation process can not affect the structural features for which the
polysaccharide is immunologically recognized. Our paper provides a conjugation procedure for the capsular
polysaccharide of Streptococcus pneumoniae serotype 14. The process includes fragmentation, peryodic oxidation
and subsequent conjugation to tetanus toxoid or diphtheria toxoid to the polysaccharide, each intermediate was
characterized by physico-chemical methods. Yields higher than 50% were obtained in all reactions. The conjugates
generated high titers of IgG specific antibodies and immunological memory. In conclusion, the procedure allows

immunogenic conjugates of serotype 14.

Key words: Streptococcus pneumoniae, conjugate vaccines, immunogenicity.
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