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Streptococcus pneumoniae se encuentra entre los mayores patdgenos causantes de infecciones invasoras y no invasoras
en los dos extremos de la vida: nifios menores de 5 afios y personas mayores de 65 afios de edad. El Instituto Finlay de
Vacunas inici6 el "Proyecto Neumococo", consistente en la concepcion y desarrollo de la vacuna Quimi-Vio® (vacuna
antineumocdcica) cuya composicion incluye 2 pg de polisacaridos de los serotipos 1, 5, 14, 18C, 19F, 23F y 4 pg del 6B
conjugados con toxoide tetanico adsorbido sobre fosfato de aluminio. La validaciéon de los métodos que permitan
identificar y cuantificar los principios activos (polisacaridos capsulares en este caso) presentes en las formulaciones estan
dentro de los requisitos obligatorios para la liberacion final del producto. Durante el proceso de control de calidad de
estos polisacaridos, se evalua el contenido o concentracion de carbohidratos, que en el caso de los serotipos 1 y 5 se
realiza mediante el método colorimétrico de bifenilo (m-hidroxibifenil). El presente trabajo tuvo como objetivo la
validacion del procedimiento analitico basado en el método de bifenilo para cuantificar carbohidratos en polisacaridos
capsulares purificados de Streptococcus pneumoniae del serotipo 5, debido a la importancia de contar con un método de
cuantificaciéon de carbohidratos validado que permita ser aplicado en el control de calidad de estos ingredientes
farmacéuticos activos. Se empled una solucion estandar de acido galacturénico a 1 mg/mL preparada a partir de un Material
de Referencia de Trabajo, acido galacturdnico lote AG (1)/18 para la preparacion de la curva de calibracion. Se realizé una
evaluacion de los parametros de validacion: linealidad, exactitud, precision y especificidad, seglin exigencias actuales. El
método de bifenilo fue especifico, lineal, exacto y preciso en el rango de 0,005-0,10 mg/mL puesto que se cumplieron
satisfactoriamente los criterios de aceptacion establecidos para cada uno de ellos. El método colorimétrico de bifenilo o m-
hidroxibifenilo resultdé valido para el control de calidad de las muestras de polisacarido capsular purificado de
Streptococcus pneumoniae evaluado, brindando resultados confiables.
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Introduccion Organizacion Mundial de la Salud recomienda la
inclusion de vacunas antineumocodcicas conjugadas en
los programas de inmunizacion infantil, dirigidas a los
serotipos mas prevalentes a nivel mundial. Estas
vacunas garantizan la proteccion contra dicho patdégeno
causante de las enfermedades antes mencionadas.®

Streptococcus pneumoniae se encuentra entre los
mayores patdogenos causantes de infecciones invasoras y
no invasoras en los dos extremos de la vida: en nifios
menores de 5 afios y en personas mayores de 65 anos de
edad. Las principales manifestaciones asociadas a
infecciones neumocoécicas son: neumonia, bacteriemia La primera vacuna neumocoécica fue elaborada en 1911
febril, septicemia, otitis media y meningitis."” a partir de células enteras. Posteriormente, otros
investigadores llevaron a cabo ensayos clinicos para

Uno de los factores de riesgo de la infeccion ) )
evaluar la eficacia y seguridad de vacunas basadas en

neumocoOcica en nifios es la falta de inmunizacion. La
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polisacaridos capsulares de diferente nimero de
serotipos (6, 14 y 23 serotipos).”)

Se ha observado que las vacunas que contienen soélo
polisacaridos son poco inmunogénicas, que la
inmunidad decrece con el tiempo y que proporcionan
poca memoria inmunoldgica tras dosis repetidas debido
a que los polisacaridos inducen una respuesta timo-
independiente. Para mejorar esto se desarrollaron las
vacunas conjugadas en las cuales se une el polisacarido
a una proteina transportadora que permite estimular los
linfocitos T y, por tanto, mejorar la inmunidad logrando
que sea del tipo timo-dependiente. Esta conjugacion se
ha utilizado en diferentes vacunas como son las vacunas
frente a Streptococcus pneumoniae (VCP-7v) y frente a
Neisseria meningitidis C, entre otras, siendo las
proteinas utilizadas para unirse al polisacarido el toxoide
tetanico o el complejo proteico de la membrana externa
de Neisseria meningitidis.””

El Instituto Finlay de Vacunas (IFV), desarrolla la
vacuna conjugada antineumocdcica polisacaridica
Quimi-Vio® cuya composicion incluye polisacaridos
conjugados con toxoide tetanico adsorbido sobre fosfato
de aluminio como adyuvante. Los métodos que permiten
identificar y cuantificar los principios activos
(polisacaridos capsulares) presentes en esta formulacion,
estan dentro de los requisitos obligatorios para la
liberacion final del producto. La autoridad regulatoria
cubana (CEDMED) recomienda para estos farmacos,
que la prueba de identidad se realice por técnicas de
resonancia magnética nuclear (RMN) o inmunoquimicas
como western blot y dot blot.®® Para la cuantificacion
de su ingrediente farmacettico activo (IFA), la
Farmacopea Europea, en 2011, recomend¢ el empleo del
método colorimétrico del carbazol para la determinacion
del contenido de 4cido urénico en los polisacaridos
capsulares purificados de Streptococcus pneumoniae.”
Este método tiene como desventajas el consumo de una
mayor cantidad de muestra y de tiempo de
procesamiento. Sin embargo, el método colorimétrico m
-hidroxibifenil desarrollado por Blumenkrantz y Asboe-
Hansen, en el afio 1973, permite una disminucion en la
cantidad de muestra a emplear, y su procedimiento es
mucho mas rapido. El método del m-hidroxibifenil
previamente  validado  por  Pérez-Calixto vy
colaboradores,” en la cuantificacion de acido urénico en

muestras de polisacarido purificado de Streptococcus
pneumoniae en el IFV, brinda resultados comparables
al de carbazol, reportado en la Farmacopea Europea,”
resultado de gran importancia porque posibilita su
aplicacion.

En el IFV, durante el control de calidad de estas IFAs,
se realiza la determinacion de la identidad mediante el
método inmunoquimico de dot-blot y la cuantificacion
del contenido de carbohidratos mediante el método
colorimétrico de bifenilo (m-hidroxibifenil)
desarrollado por Blumenkrantz y Asboe-Hansen® para
los serotipos 1 y 5, basado en la hidrolisis del
polisacarido capsular de neumococo de ambos serotipos
por la accion del tetraborato de sodio en H,SO,
concentrado y calor, con la posterior reaccion con m-
hifroxibifenilo formando un compuesto de color rosado
soluble en agua que exhibe su maxima absorbancia a
520 nm.

Las Buenas Practicas de Produccion constituyen un
conjunto de regulaciones y requisitos que aseguran la
idoneidad de los métodos, las instalaciones y los
controles para la fabricacion de medicamentos. De estas
se deriva, que todos los procedimientos analiticos
empleados para andlisis deben ser adecuados para el
uso al que estan destinados. Esto se demuestra por
validacion, la cual consiste en el establecimiento de
pruebas documentales que aportan un alto grado de
seguridad, de que un proceso planificado se efectuara
uniformemente en conformidad con los resultados
previstos especificados."'” Por tanto, el proceso de
validacion de los métodos analiticos es imprescindible
para asegurar la confiabilidad de los resultados y
cumplir con los requerimientos de las Buenas Practicas
de Produccién para la Fabricacion de Productos
Farmacéuticos y en especial de las vacunas para uso
humano. El objetivo del presente trabajo fue la
validacion del método colorimétrico de bifenilo para la
cuantificacion de carbohidratos en polisacaridos
capsulares purificados de Streptococcus pneumoniae
del serotipo 5, el cual constituye el método establecido
para la cuantificacion de carbohidratos en dichas IFAs
enel [FV.
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Materiales y Métodos
Muestras

Para realizar la validacion del método analitico fueron
utilizados tres lotes de polisacarido capsular de
Streptococcus pneumoniae serotipo 5, purificados en la
Planta de Produccion de IFAs del IFV. Esta IFA
presentd caracteristicas organolépticas adecuadas
(granulado blanco o cremoso y que después de
resuspendido forma una disolucion transparente o con
ligera turbidez) segin su especificacion de calidad
(ESPE 02-143) en el IFV.

Preparacion de las muestras

El polisacarido capsular purificado seco serotipo 5 fue
previamente analizado y determinado su porciento de
humedad y peso seco en el laboratorio de Materias
Primas de la Direccion de Calidad del IFV, se disolvio
en agua purificada, hasta una concentracion de 5 mg/
mL. Posteriormente se le realizé una dilucion 1/25, y se
tomaron 200 pL por triplicado para realizar el ensayo.

Preparacion de la curva de calibracion

Se utilizé 1 bulbo de material de referencia de acido
galacturdnico lote AG (1)/18, elaborado y caracterizado
previamente por el laboratorio de Materiales de
Referencia de la Direccion de Calidad del IFV.

El material de referencia se resuspendié en 9,6 mL de
agua purificada, para obtener la solucion estandar (SE)
de acido galacturonico a 1 mg/mL. Se adicionaron
alicuotas de 5, 10, 20, 40, 80 y 100 uL de la SE a viales,
y se completé a 1 mL con agua purificada. Se tomaron
200 pL por triplicado de cada una de las soluciones
preparadas anteriormente y se adicionaron a tubos de
ensayo, para obtener 0,005; 0,010; 0,020; 0,040; 0,080 y
0,100 mg/mL respectivamente de acido galacturonico en
cada punto de la curva.

Método analitico

Los tubos de ensayo conteniendo 200 pL de la curva de
calibracion, el blanco y las muestras, se introdujeron en un
bafio de agua helada. Se le adiciono a cada tubo 1,2 mL de
una solucién al 0,48 % de tetraborato de sodio
decahidratado (Merck, Alemania) (0,96 g) en H,SO,
concentrado (Merck, Alemania) (95-98 %), se agito

vigorosamente, y se colocaron en un bafio de agua a
100 °C durante 5 min, luego se extrajeron y se dejaron
enfriar en un bafo de agua helada. A continuacion, se
afiadieron 20 pL de la solucion de bifenilo (m-
hidroxibifenil) (Sigma-Aldrich, Alemania) en NaOH
(Panreac-Applichem, Alemania) a todos los tubos
excepto al blanco al que se le afiadi6 20 pL de una
solucion de NaOH 0,5 %. Se agit6 hasta la aparicion de
una coloracion rosada y se dejo reposar 5 min,
posteriormente se leyd la absorbancia en el
espectrofotdmetro a una longitud de onda 520 nm
segun se describe en el PNO 12-577 de la Direccion de
Calidad del IFV.

Validacion del método analitico

El método de ensayo se clasifica dentro de la categoria
de ensayos de contenido/potencia (métodos analiticos
para la cuantificacion del farmaco o de los principios
activos, incluyendo los preservos). Para su validacion
se evaluaron los pardmetros de precision (precision
intermedia y repetibilidad), exactitud, linealidad y
especificidad."*'"

Precision
Repetibilidad

Se tomd una muestra homogénea de cada uno de los
lotes de polisacarido capsular de Streptococcus
pneumoniae serotipo 5 en estudio. A seis réplicas de
cada lote, se les realizo la determinacién del
contenido de carbohidratos por el método de bifenilo
por un mismo analista, bajo las mismas condiciones
de operacion, a un solo nivel de concentracion de la
muestra (100 %). Se determind el coeficiente de
variacion (CV) entre los valores de concentracion de
carbohidrato obtenidos para cada una de las muestras
ensayadas.!*!)

Precision Intermedia

Se realiz6 con tres réplicas de cada lote de serotipo 5,
evaluadas por dos analistas, con soluciones preparadas
por cada uno en dias diferentes. El ensayo se realizo a
un solo nivel de concentracion (100 %). Se determin6
el CV entre los valores de concentracion de
carbohidrato para cada una de las muestras ensayadas y
se compararon los resultados obtenidos por ambos
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analistas mediante una prueba de intervalo de confianza
para dos varianzas utilizando el método de Levene (p >
0 05).(10,11)

Exactitud

Se realizd por triplicado a partir de tres muestras
preparadas de forma independiente de los lotes,
cargadas con 1 mg de acido galacturdnico, a partir de la
SE de acido galacturéonico de referencia de
concentraciéon (1 mg/mL)."*'Y Se determiné el intervalo
de confianza de los valores de concentracion hallados,
asi como el CV de los porcentajes de recobrado
obtenidos para cada una de las muestras estudiadas. Se
aplico la prueba ¢ Student para comparar el recobrado
medio y la concentracion esperada, realizandose una
prueba de igualdad de varianza por el método de
Bonferroni (p > 0,05).

Linealidad

Se analizaron tres curvas de calibracion preparadas en
tres dias diferentes, se determiné el CV entre los valores
de absorbancia de los puntos de la curva, asi como el
coeficiente de determinacion (R?) y el coeficiente de
correlacion (R).!*!)

Especificidad

Se utilizaron tres muestras de polisacéridos capsulares
de Streptococcus pneumoniae serotipo 23F, el cual no
presenta en su estructura grupos funcionales detectables
por este método. A tres réplicas de estas muestras se les
realiz6 la determinacion de carbohidrato por el método
de bifenilo. En este parametro se evalud la capacidad
del método para identificar solo el analito de interés.'”

Resultados y Discusion

Precision

Repetibilidad

Durante la evaluacion de la repetibilidad (Tabla 1), en
todos los casos se obtuvo un CV menor del 3 % lo que
cumple con el criterio de aceptacion establecido para
métodos fisico-quimicos (5 %)"*'", demostrandose que

la repetibilidad del método es buena bajo nuestras
condiciones de trabajo.

Tabla 1. Evaluacion de la repetibilidad.

Media C (mg/mL) + 2

Lote DS CV %
31 EPCSP5-201 2,656 = 0,0045 2,75
31 EPCSP5-202 2,811 £0,0047 2,69
31 EPCSP5-203 2,844 +0,0051 2,74

C: concentracion. DS: desviacion estandar. CV: coeficiente de
variacion

Tabla 2. Evaluacién de la precision intermedia.

Media C (mg/mL)

Lote £2DS CV % p
31 EPCSP5-201 2,469 + 0,0071 3,5 0,939
31 EPCSP5-202 2,660 + 0,0068 3,2 0,306
31 EPCSP5-203 2,601 +0,0134 4,5 0,931

C: concentracion. DS: desviacion estandar. CV: coeficiente de
variacion

Precision intermedia

Para los lotes evaluados, los CV obtenidos en la
precision intermedia entre los dos analistas cumplieron
con el criterio de aceptacion (< 5 %)"*'" lo que sugiere
que el método analitico es preciso (Tabla 2), pues se
obtuvieron resultados satisfactorios independientemente
del dia en que se efectud el ensayo. Ademas, al analizar
los resultados mediante la prueba de intervalo de
confianza para dos varianzas utilizando el método de
Levene se obtuvieron valores de p> 0,05 para todos los
lotes evaluados, pudiendo inferir que no existen
diferencias significativas entre los resultados obtenidos
por ambos analistas.

Exactitud

Este parametro se analizd mediante el método de adicion
de patron, en el cual se tomaron alicuotas de las
muestras de cada lote y se les anadio cantidades
conocidas (1 mg) de la SE de referencia para asi obtener
la muestra cargada, dejando una alicuota de cada lote sin
cargar (muestra sin cargar), a partir de la cual se calculo
la concentracion (conc.) teodrica esperada mediante la
formula:

Conc. tedrica o esperada = conc. muestra sin cargar + 1 mg
de acido galacturénico anadido



Abreu-Vazquez JC, et. al.;34:¢103425

Dichas muestras se analizaron en paralelo.

Posteriormente se calcul6 el porciento de recobro (% R)
mediante la féormula:

% R= (Conc. muestra cargada/Conc. muestra sin cargar)
*100

Al evaluar la recuperacion mediante los % R, se
obtuvieron resultados dentro del rango establecido (97-
103 %)®'? y el intervalo de confianza estuvo entre
98,72-102,59. Los CV fueron inferiores al 5 %,
cumpliendo con el criterio de aceptacion."” La prueba ¢
Student, segun el analisis de igualdad de varianza del
método de Bonferroni, indic6 que no existian
diferencias significativas entre los resultados del
recobrado y la concentracion esperada para los tres

lotes evaluados (p > 0,05), resultados comparables con
los obtenidos previamente por Pérez Calixto y
colaboradores.

El cumplimiento de todos los criterios establecidos al
procesar los resultados de las muestras cargadas,
demostro la correlacion entre la concentracion teorica o
esperada y la experimental. Esto indica que el método es
exacto, y permite obtener valores experimentales muy
proximos al valor verdadero (Tablas 3 y 4).

Linealidad

Durante el estudio de la linealidad, al analizar los
graficos de las curvas de calibracion, se obtuvo un R
promedio y un R? promedio superiores a los establecidos

Tabla 3. Concentracion de carbohidrato en muestras sin cargar.

Lote Conc. (mg/mL) media DS Cv Conc. tedrica (mg/mL)
31-EPCSP5-201 2,47 0,0330 1,35 3,47
31-EPCSP5-202 2,70 0,0403 1,49 3,70
31-EPCSP5-203 2,57 0,0215 0,83 3,57

Conc: concentracion. DS: desviacion estandar. CV: coeficiente de variacion.

Tabla 4. Evaluacion de la exactitud. Concentracion de carbohidrato en muestras cargadas. Determinacion de % R.

Lote Conc. (mg/mL) media % R media DS Cv Iré:)er:‘f\_;gll:)zge p
31-EPCSP5-201 3,55 102,4 1,113 1,09 98,72-102,59 0,778
31-EPCSP5-202 3,73 100,8 3,411 3,38 98,72-102,59 0,418
31-EPCSP5-203 3,53 98,8 1,566 1,59 98,72-102,59 0,859

Conc: concentracion. DS: desviacion estandar. CV: coeficiente de variacion. R: recobro.

Tabla 5. Evaluacion de la linealidad.

Puntos de las C (mg/mL) DO media DS CV (%)
curvas

1 0,005 0,066 0,001 1,741 R (media) =0,9982
2 0,010 0,132 0,004 2,779 R? (media) =0,9964
3 0,020 0,270 0,003 1,188
4 0,040 0,548 0,010 1,906
5 0,080 1,030 0,016 1,572
6 0,100 1,215 0,048 3,946

C: concentracion. DO: densidad optica. DS: desviacion estandar. CV: coeficiente de variacion. R: coeficiente de correlacion. R”: coeficiente

de determinacion.
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Tabla 6. Evaluacion de la especificidad.

sell}g:li;sotr%F m]zgia C (mg/mL) media slz/ll':)lfis[f;as mIZdOia ¢ (mnlsgd/iI:L)
31 EPCSP23F-901 0,002 No cuantificable 31-EPCSP5-201 0,338 2,47
31 EPCSP23F-902 0,003 No cuantificable 31-EPCSP5-202 0,353 2,70
31 EPCSP23F-903 0,002 No cuantificable 31-EPCSP5-203 0,337 2,57

C: concentracion. DO: densidad optica.

en el criterio de aceptacion,"*'? (Tabla 5) confirmando
la linealidad de las tres experiencias realizadas en dias
diferentes, lo que avala la proporcionalidad existente
entre la respuesta analitica y la concentracion del analito
en el rango analizado de 0,005-0,1 mg/mL.

Especificidad

Al analizar la especificidad, se observd que en las
muestras de polisacarido capsular de Streptococcus
pneumoniae del serotipo 23F no se obtuvo respuesta
cuantificable, puesto que en su estructura no presenta
grupos funcionales (acido urdnico) detectables por el
método de bifenilo, en cambio, si se obtuvo respuesta
para las muestras de polisacarido serotipo 5
involucrados en esta validacion (Tabla 6), lo que indica
que el método es especifico, pues la respuesta
corresponde exclusivamente al analito de interés sin
interferencias de otro serotipo, excipientes, productos de
degradacién y/o impurezas.'”

Conclusiones

Cada parametro evaluado en esta validacion cumple con
los criterios de aceptacion establecidos, obteniéndose
resultados confiables bajo nuestras condiciones de
trabajo. El método resultd valido y posibilita su
aplicacion para el control de calidad de polisacaridos
capsulares de Streptococcus pneumoniae serotipo 5 en el
IFV.
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Validation of the biphenyl colorimetric method for the determination of carbohydrate content
in capsular polysaccharide of Streptococcus pneumoniae serotype 5

Abstract

Streptococcus pneumoniae is among the major pathogens that cause invasive and non-invasive infections at
both ends of life: in children under 5 years of age and in people over 65 years of age. The Finlay Vaccine
Institute initiated the "Pneumococcus Project”, consisting of the conception and development of the Quimi-
Vio® vaccine (pneumococcal vaccine) whose composition includes 2 pg of polysaccharides of serotypes 1, 5,
14, 18C, 19F, 23F and 4 pg of 6B conjugated with tetanus toxoid adsorbed on aluminum phosphate. The
validation of the methods that allow the identification and quantification of the active ingredients (capsular
polysaccharides in this case) present in the formulations are within the mandatory requirements for the final
release of the product. During the quality control process of these polysaccharides, the content or
concentration of carbohydrates is evaluated, which in the case of serotypes 1 and 5 is carried out using the
biphenyl assay (m-hydroxybiphenyl colorimetric method). The objective of this work was to validate the
biphenyl method to quantify carbohydrates in purified capsular polysaccharides from Streprococcus
pneumoniae serotype 5, due to the importance of having a validated carbohydrate quantification method that
allows it to be applied in quality control of pneumococcus active pharmaceutical ingredients. A standard
solution of galacturonic acid at 1 mg/mL prepared from a Working Reference Material, galacturonic acid
batch AG (1)/18, was used for the preparation of the calibration curve. An evaluation of the validation
parameters was carried out: linearity, accuracy, precision and specificity, according to current requirements.
The biphenyl method was specific, linear, exact and precise in the range of 0.005 - 0.10 mg/mL since the
acceptance criteria established for each of them were satisfactorily met. The biphenyl or m-hydroxybiphenyl
colorimetric method was valid for quality control of the purified capsular polysaccharide samples of
Streptococcus pneumoniae evaluated, giving reliable results.
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