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DESCRIPCIÓN

Separación de componentes conjugados y no conjugados

Campo técnico

La presente invención se refiere al análisis y control de calidad de vacunas que incluyen sacáridos (por ejemplo, 
sacáridos capsulares bacterianos), y especialmente aquellas en las que los sacáridos están conjugados con un 5
vehículo. En particular, la invención es útil para el análisis y control de calidad de vacunas conjugadas que 
comprenden un conjugado de un sacárido que contiene un resto de ácido siálico, por ejemplo, un sacárido capsular 
bacteriano de Streptococcus agalactiae (también conocido como estreptococo de grupo B (GBS)).

Antecedentes de la invención

Son bien conocidos en la técnica inmunógenos que comprenden antígenos de sacáridos capsulares conjugados con 10
proteínas vehículo. La conjugación convierte antígenos independientes de T en antígenos dependientes de T, 
potenciando de este modo las respuestas de memoria y permitiendo que se desarrolle inmunidad protectora, y la 
vacuna conjugada prototipo fue para Haemophilus influenzae tipo B (Hib) [por ejemplo, véase el capítulo 14 de la 
referencia 1]. Como la vacuna Hib, se han desarrollado vacunas de sacárido conjugado para proteger contra 
Neisseria meningitidis (meningococo) y contra Streptococcus pneumoniae (neumococo). Otros organismos donde 15
las vacunas conjugadas son de interés son Streptococcus agalactiae (GBS) [2], Pseudomonas aeruginosa [3] y 
Staphylococcus aureus [4].

Las vacunas conjugadas para N. meningitidis del serogrupo C se han aprobado para uso humano, e incluyen 
MenjugateTM [5], MeningitecTM y NeisVac-CTM. Se ha informado de mezclas de conjugados para cada uno de los 
serogrupos A, C, W135 e Y [por ejemplo, referencias 6-9], incluyendo el producto MenactraTM. Otras mezclas de 20
antígenos conjugados incluyen: (i) mezclas de meningococos A/C [10, 11]; (ii) el producto PrevNarTM [12] que 
contiene siete conjugados de neumococos; (iii) conjugados mixtos de meningococos y Hib [13, 14]; y (iv) conjugados 
de meningococos, neumococos y Hib combinados [15].

Los problemas cuando se trata con vacunas conjugadas incluyen la estabilidad y uniformidad lote a lote. En vacunas 
Hib, por ejemplo, se ha informado de la despolimerización catalítica del sacárido [16], y los conjugados de la cápsula 25
de meningococos del serogrupo A se hidrolizan fácilmente [17]. La inestabilidad de los conjugados conduce 
indeseablemente a una reducción en la dosis eficaz del conjugado inmunogénico en el tiempo, variación entre lotes, 
y niveles aumentados de productos de descomposición no caracterizados. Las referencias 18 y 19 analizan 
cuestiones referentes al ensayo de estabilidad de vacunas conjugadas Hib.

Por consiguiente, tiene que controlarse la hidrólisis de los glucoconjugados en sacárido libre (es decir, no conjugado) 30
en las vacunas formuladas solas o cuando están en combinación con otras vacunas. Este análisis requiere 
típicamente la separación de cualquier sacárido no conjugado del conjugado seguido por análisis cuantitativo de 
sacáridos. Los procedimientos conocidos de separación incluyen ultrafiltración, cromatografía hidrófoba y 
precipitación selectiva [20].

Un objeto de la invención es proporcionar modificaciones y mejoras en el control de calidad de vacunas conjugadas 35
para evaluar su estabilidad e integridad. En particular, un objeto es proporcionar técnicas de separación mejoradas 
previas al análisis cuantitativo.

Divulgación de la invención

Los inventores han descubierto que los sacáridos conjugados pueden precipitarse selectivamente de los sacáridos 
no conjugados con un reactivo básico en condiciones básicas. En estas condiciones, el sacárido no conjugado 40
permanece sustancialmente en el sobrenadante mientras que el sacárido conjugado precipita de forma 
sustancialmente completa, permitiendo de este modo una separación rápida y cuantitativa de estos sacáridos que 
puede explotarse en procedimientos analíticos para cuantificar un sacárido no conjugado. La referencia 20 describe 
la precipitación selectiva de sacáridos no conjugados libres de sacáridos conjugados en vacunas conjugadas de 
polisacáridos de meningococo-toxoide diftérico usando desoxicolato/HCl en condiciones ácidas. Sin embargo, se ha 45
descubierto que este enfoque está limitado, ya que los sacáridos capsulares bacterianos que contienen restos de 
ácido siálico, especialmente restos de ácido siálico terminales (por ejemplo, Streptococcus agalactiae) son 
susceptibles a hidrólisis en estas condiciones.

Los inventores también han descubierto que los sacáridos conjugados pueden precipitarse selectivamente del 
vehículo no conjugado usando el mismo reactivo y condiciones. Asimismo, el vehículo no conjugado permanece 50
sustancialmente en el sobrenadante mientras que el sacárido conjugado precipita de forma sustancialmente 
completa, permitiendo de este modo una separación rápida y cuantitativa de estos componentes que puede 
explotarse en procedimientos analíticos para cuantificar un vehículo no conjugado (y por lo tanto puede usarse para 
cuantificar un sacárido no conjugado).

55
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La invención supera las deficiencias de la técnica previa y proporciona una técnica rápida y cuantitativa para la 
separación de componentes no conjugados y conjugados. La invención es aplicable a una gama de vacunas 
conjugadas, incluyendo vacunas que comprenden sacáridos capsulares bacterianos que contienen un resto de ácido 
siálico y particularmente vacunas que comprenden el sacárido capsular de Streptococcus agalactiae.

De acuerdo con un primer aspecto de la invención, se emplea un reactivo básico en condiciones básicas para 5
separar un sacárido conjugado de un componente no conjugado, como se expone en las reivindicaciones adjuntas. 
Por tanto, la invención proporciona un procedimiento para separar un componente de sacárido conjugado en una 
muestra de un componente no conjugado en la muestra, que comprende la etapa de poner en contacto la muestra 
con un reactivo básico en condiciones básicas para precipitar selectivamente el componente de sacárido conjugado 
de la muestra, donde el componente de sacárido conjugado es un conjugado sacárido-vehículo unido 10
covalentemente, el sacárido conjugado se precipita selectivamente del sacárido no conjugado con el reactivo básico 
en condiciones básicas, y las condiciones básicas son de pH 9 a 11. La invención también proporciona el uso de un 
reactivo básico en condiciones básicas para precipitar selectivamente un componente de sacárido conjugado en una 
muestra de un componente no conjugado en la muestra, separando de este modo el componente de sacárido 
conjugado del componente no conjugado, donde el componente de sacárido conjugado es un conjugado sacárido-15
vehículo unido covalentemente, el sacárido conjugado se precipita selectivamente del sacárido no conjugado con el 
reactivo básico en condiciones básicas, y las condiciones básicas son de pH 9 a 11.

En un segundo aspecto, la invención proporciona un procedimiento para preparar una muestra que comprende un 
componente de sacárido conjugado y un componente no conjugado para el análisis de su grado de no conjugación, 
que comprende la etapa de poner en contacto la muestra con un reactivo básico en condiciones básicas para 20
precipitar selectivamente el componente de sacárido conjugado de la muestra y obtener de este modo un 
sobrenadante que comprenda el componente no conjugado separado, donde el componente de sacárido conjugado 
es un conjugado sacárido-vehículo unido covalentemente, el sacárido conjugado se precipita selectivamente del 
sacárido no conjugado con el reactivo básico en condiciones básicas, y las condiciones básicas son de pH 9 a 11. 
La invención también proporciona un procedimiento para analizar el grado de no conjugación de una muestra que 25
comprende un componente de sacárido conjugado y un componente no conjugado, que comprende las etapas de (i) 
poner en contacto la muestra con un reactivo básico en condiciones básicas para precipitar selectivamente el 
componente de sacárido conjugado de la muestra y obtener de este modo un sobrenadante que comprenda el 
componente no conjugado separado y (ii) analizar el contenido del sobrenadante para dar el contenido no conjugado 
de la muestra, donde el componente de sacárido conjugado es un conjugado sacárido-vehículo unido 30
covalentemente, el sacárido conjugado se precipita selectivamente del sacárido no conjugado con el reactivo básico 
en condiciones básicas, y las condiciones básicas son de pH 9 a 11.

En un tercer aspecto, la invención proporciona un procedimiento para proporcionar una vacuna para su distribución 
a y/o uso por médicos, que comprende las etapas de: (a) fabricar una vacuna que comprende un sacárido 
conjugado; (b) analizar el grado de la vacuna de no conjugación por un procedimiento de análisis de la invención; y, 35
si los resultados de la etapa (b) indican un grado de no conjugación aceptable para uso clínico, (c) suministrar la 
vacuna para su uso por médicos. La etapa (b) puede implicar la evaluación de la concentración mínima de sacárido 
(por ejemplo, entre 1-20 g de sacárido total), la evaluación de la proporción de sacárido no conjugado:conjugado 
(por ejemplo, ≤ 20% del sacárido total en peso es sacárido no conjugado, preferiblemente ≤ 10%, ≤ 5%, etc.). La 
etapa (b) puede realizarse en una vacuna envasada, o puede realizarse en una vacuna a granel antes de su 40
envasado. Cuando la vacuna es una vacuna de combinación, la etapa (b) puede realizarse respecto a un tipo 
individual de sacárido o todos los tipos de sacárido.

Reactivo básico

La expresión "reactivo básico" incluye reactivos capaces de formar una solución básica (es decir, pH>7) al añadir 
agua. El reactivo básico puede ser una solución básica en sí misma (por ejemplo, una solución de sal básica), un 45
reactivo sólido (por ejemplo, una sal básica), o un gas (por ejemplo, NH3). El reactivo básico puede comprender un 
único reactivo, o una mezcla de reactivos, por ejemplo, una mezcla de soluciones básicas, o una mezcla de 
reactivos sólidos. Opcionalmente, el reactivo básico también puede comprender un tampón, para formar las 
condiciones de pH apropiadas al añadir el reactivo básico a la muestra.

El reactivo básico típicamente comprende una base, que puede estar en estado sólido, gaseoso o acuoso, etc., 50
según sea apropiado. Las bases preferidas son sales liotrópicas, por ejemplo, sulfatos, hidrogenofosfatos, acetatos, 
citratos o tartratos de amonio, potasio o sodio. Sales liotrópicas particularmente preferidas son sulfatos e 
hidrogenofosfatos de amonio y potasio, es decir, K2HPO4, (NH4)2HPO4, K2SO4 o (NH4)2SO4. Una sal liotrópica 
particularmente preferida es K2HPO4.

Soluciones básicas de sales básicas son reactivos básicos preferidos. Se prefieren concentraciones de sal básica 55
mayores de 1 M, siendo las soluciones saturadas (por ejemplo, de K2HPO4) particularmente preferidas. Cuando se 
usan soluciones básicas, el volumen de solución básica a la muestra es típicamente de 1:4 a 2:1, preferiblemente de 
1:3 a 1,67:1, más preferiblemente de aproximadamente 1:1).
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Condiciones básicas

La muestra se ponen en contacto con el reactivo básico en condiciones básicas, es decir, un pH final de pH 9 a 11, 
más preferiblemente de pH 9,5 a 9,9, aún más preferiblemente de aproximadamente pH 9,7.

Las condiciones básicas pueden conseguirse poniendo en contacto la muestra con el reactivo básico, opcionalmente 
en combinación con un tampón, en cantidades para obtener una concentración apropiada del reactivo básico, y el 5
tampón opcional. El pH de la mezcla después del contacto dependerá de los pH iniciales de la muestra, el reactivo 
básico, y el tampón opcional. Cuando el reactivo básico es una solución acuosa, el pH del reactivo básico antes del 
contacto con la muestra es >7, preferiblemente de pH 8 a 12, más preferiblemente de pH 9 a 11, más 
preferiblemente de pH 9,5 a 10,5, aún más preferiblemente de pH 10 a 10,3. Preferiblemente, el pH del reactivo 
básico antes del contacto es mayor que el pH de la muestra antes del contacto. Un reactivo básico preferido es una 10
solución saturada de K2HPO4 (pH 10,30). El pH de la muestra no es crítico para la invención, con la condición de 
que pueda ponerse en contacto suficiente reactivo básico, opcionalmente en combinación con un tampón, con la 
muestra para proporcionar condiciones básicas de pH 9 a 11. Preferiblemente, sin embargo, la muestra es 
aproximadamente neutra o básica, por ejemplo, que tiene un pH >6. Las vacunas conjugadas típicamente se 
tamponarán a aproximadamente pH neutro, por ejemplo, que tiene un pH de 6 a 8, preferiblemente 15
aproximadamente 7,2. En una realización preferida de la invención, las condiciones básicas preferidas se 
proporcionan en combinación con el uso de un reactivo básico que comprende una sal monohidrogenofosfato, 
particularmente K2HPO4. Las condiciones básicas de pH 9,5 a 9,9 en combinación con el uso de un reactivo básico 
que comprende K2HPO4 son especialmente preferidas, ya que los inventores han descubierto que esta combinación 
conduce a una precipitación selectiva particularmente eficaz de conjugados de Streptococcus agalactiae (GBS).20

Tipos de componentes

El componente no conjugado es un componente de sacárido no conjugado o un componente de vehículo no 
conjugado, como se analiza en más detalle a continuación.

Por lo tanto, en los procedimientos de análisis de la invención, cuando el componente no conjugado es un 
componente de sacárido no conjugado, la etapa (ii) comprende analizar el contenido de sacárido del sobrenadante 25
para dar el contenido de sacárido no conjugado de la muestra. Asimismo, cuando el componente no conjugado es 
un componente de vehículo no conjugado, la etapa (ii) comprende analizar el contenido de vehículo del 
sobrenadante para dar el contenido de vehículo no conjugado de la muestra. Opcionalmente, la invención puede 
comprender analizar tanto el contenido de sacárido como el contenido de vehículo del sobrenadante.

Grado de no conjugación30

Un grado de no conjugación de la muestra puede evaluarse de varios modos, pero todos implican, directa o 
indirectamente, analizar un contenido de sacárido y/o vehículo no conjugado de la muestra. Puede analizarse 
absolutamente, por ejemplo, puede usarse directamente el contenido de sacárido y/o vehículo no conjugado 
directamente como una medición de un grado de no conjugación de la muestra. Como alternativa, puede analizarse 
relativamente, por ejemplo, puede usarse la proporción de un contenido de sacárido no conjugado de la muestra a 35
su contenido de sacárido total (es decir, no conjugado y conjugado), y/o la proporción de un contenido de vehículo 
no conjugado de la muestra a su contenido de vehículo total (es decir, no conjugado y conjugado), como medición 
de un grado de no conjugación de la muestra.

Típicamente, existe una relación entre el contenido de sacárido no conjugado y el contenido de vehículo no 
conjugado de una muestra, y el contenido de sacárido no conjugado puede determinarse a partir del contenido de 40
vehículo no conjugado de una muestra, y viceversa. Por tanto, analizar el contenido de sacárido no conjugado de 
una muestra constituye un procedimiento de análisis del contenido de vehículo no conjugado de una muestra, y 
viceversa. Por ejemplo, esta relación puede usarse ventajosamente, por ejemplo, cuando se analiza una vacuna 
conjugada que comprende un único vehículo pero más de un tipo de sacárido. En lugar de analizar el grado de no 
conjugación de cada tipo de sacárido en la vacuna, puede analizarse el grado de no conjugación del vehículo para 45
dar un grado de no conjugación para la vacuna como conjunto, es decir, un grado promedio de no conjugación para 
todos los tipos de sacárido.

Cuando se evalúa un grado de no conjugación de la muestra, se prefiere que se analice directamente un contenido 
de sacárido y/o de vehículo no conjugado de la muestra. Sin embargo, puede analizarse indirectamente un grado de 
no conjugación de la muestra, por ejemplo, analizando un contenido de sacárido conjugado y/o vehículo conjugado 50
de la muestra. El contenido de sacárido total = contenido de sacárido no conjugado + contenido de sacárido 
conjugado y el contenido de vehículo total = contenido de vehículo no conjugado + contenido de vehículo conjugado, 
y esta relaciones pueden explotarse para calcular la variable desconocida a partir de las dos variables conocidas. 
Por tanto, analizar el contenido de sacárido conjugado y el contenido de sacárido total indirectamente constituye un 
procedimiento para analizar el contenido de sacárido no conjugado de una muestra; y analizar el contenido de 55
vehículo conjugado y el contenido de vehículo total indirectamente constituye un procedimiento para analizar el 
contenido de vehículo no conjugado de una muestra.
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Se prefiere el análisis directo del contenido de sacárido no conjugado y/o vehículo no conjugado ya que implica el 
análisis del sobrenadante en lugar del precipitado. Siendo un líquido, el sobrenadante generalmente es más 
adecuado para técnicas analíticas de vehículo y/o sacárido que el precipitado.

Preferiblemente, un grado de no conjugación de la muestra se evalúa analizando (preferiblemente de forma directa) 
un contenido de sacárido no conjugado de la muestra. En general, es deseable asegurar que una vacuna incluya 5
<25% (por ejemplo, <20%, <15%, <10%, etc.) de cada tipo de sacárido en forma libre. Elevados niveles de sacárido 
libre significa una dosis inmunogénica inferior de conjugado.

El procedimiento de análisis comprende preferiblemente la etapa de medir el contenido de sacárido total y/o el 
contenido de vehículo total de la muestra. Típicamente, esta etapa implicará una etapa preparativa de dividir la 
muestra, analizándose una parte de la misma para el contenido de sacárido o vehículo no conjugado, analizándose 10
otra parte para el contenido de sacárido o vehículo total.

Como alternativa, puede compararse el contenido de sacárido o vehículo no conjugado frente a un contenido de 
sacárido o vehículo total conocido o teórico de la muestra, o un contenido patrón de sacárido o vehículo de la 
muestra, según sea apropiado (por ejemplo, la cantidad calculada de sacárido o vehículo no conjugado presente 
después de un periodo de tiempo conocido), en lugar de medir el contenido de sacárido o vehículo total. En esta 15
realización, por lo tanto, el procedimiento de análisis comprende la etapa de comparar el contenido de sacárido o 
vehículo no conjugado frente a un contenido de sacárido o vehículo total conocido o teórico de la muestra o un 
contenido patrón de sacárido o vehículo de la muestra.

Procedimientos de análisis de sacárido

Los procedimientos para analizar el contenido de sacárido no conjugado o conjugado típicamente requieren la 20
separación del sacárido no conjugado del sacárido conjugado. Por consiguiente, los procedimientos analíticos de la 
invención típicamente comprenden las etapas de (i) una etapa de preparación inicial de poner en contacto la mezcla 
con un reactivo básico en condiciones básicas para precipitar el componente de sacárido conjugado selectivamente 
de la muestra y obtener de este modo un sobrenadante que comprende el sacárido no conjugado separado, seguido 
de (ii) el análisis del contenido de sacárido del sobrenadante para dar el contenido de sacárido no conjugado de la 25
muestra. La presente invención también proporciona un procedimiento para preparar una muestra para el análisis 
realizando la etapa (i). Opcionalmente, después de la etapa (i), pero antes de la etapa (ii), la muestra puede 
centrifugarse y/o filtrarse.

Cálculo y medición

En general, las muestras pueden analizarse de varios modos usando la invención. El contenido de sacárido no 30
conjugado puede medirse, por ejemplo, para comprobar la conjugación incompleta, o para seguir la hidrólisis del 
conjugado controlando la cantidad creciente de sacárido libre en el tiempo. Además, midiendo el contenido de 
sacárido total (es decir, no conjugado y conjugado) en una muestra, puede evaluarse la proporción de sacárido libre 
a sacárido total (si es necesario respecto a cada tipo de sacárido), que puede usarse para propósitos reguladores o 
de control de la calidad. En general, es deseable asegurar que una vacuna incluya <25% (por ejemplo, <20%, <15%, 35
<10%, etc.) de cada tipo de sacárido en forma libre. Elevados niveles de sacáridos libres indican una dosis 
inmunogénica inferior de conjugado.

Como alternativa, o adicionalmente, para medir el contenido de sacárido no conjugado, también puede medirse el 
contenido de sacárido conjugado, por ejemplo, para comprobar la conjugación incompleta, o para seguir la hidrólisis 
del conjugado controlando la cantidad creciente de sacárido libre en el tiempo.40

El procedimiento de análisis preferiblemente comprende la etapa de medir el contenido de sacárido total de la 
muestra. Típicamente, esta etapa implicará una etapa preparativa de dividir la muestra, analizándose una parte de la 
misma para el contenido de sacárido no conjugado, analizándose la otra parte para el contenido de sacárido total.

Como alternativa, el contenido de sacárido no conjugado puede compararse frente a un contenido de sacárido total 
conocido o teórico de la muestra o un contenido patrón de sacárido de la muestra (por ejemplo, la cantidad calculada 45
de sacárido no conjugado presente después de un periodo de tiempo conocido), en lugar de medir el contenido de 
sacárido total. En esta realización, por lo tanto, el procedimiento de análisis comprende la etapa de comparar el 
contenido de sacárido no conjugado frente a un contenido de sacárido total conocido o teórico de la muestra o un 
contenido patrón de sacárido de la muestra.

Separación de diferentes tipos de sacárido50

Los sacáridos conjugados en la muestra típicamente comprenden antígenos de sacárido conjugados con proteínas 
vehículo. Frecuentemente, los sacáridos derivados de un patógeno particular comprenden oligo o polisacáridos que 
tienen una distribución de longitudes. Los sacáridos que comprenden esta distribución están todos considerados del 
mismo "tipo". En una vacuna de combinación, por ejemplo, una vacuna de combinación que comprende una mezcla 
de sacáridos capsulares de meningococos de los serogrupos C, W135 e Y, la vacuna comprenderá un "tipo" de 55
sacárido asociado con cada inmunógeno componente, por ejemplo, un tipo de sacárido asociado con inmunógenos 
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del serogrupo C, un tipo de sacárido asociado con inmunógenos del serogrupo W135 y un tipo de sacárido asociado 
con inmunógenos del serogrupo Y.

Los procedimientos de la invención separan sacáridos no conjugados y conjugados y generalmente no distinguen 
entre diferentes tipos de sacárido, separando de este modo el sacárido no conjugado y conjugado 
independientemente del tipo de sacárido.5

Sin embargo, la medición del contenido de sacárido no conjugado de los tipos individuales de sacárido en una 
vacuna de combinación es no obstante posible. Ciertos procedimientos de análisis cuantitativo de glucoconjugado 
analizado en más detalle a continuación permiten la medición de tipos individuales de sacáridos dentro de vacunas
combinadas de glucoconjugado que comprenden más de un tipo de inmunógeno glucoconjugado, incluso cuando 
diferentes sacáridos comparten unidades de monosacárido. Por consiguiente, los procedimientos de la invención 10
permiten el análisis del contenido de sacárido conjugado de una vacuna individual o combinada y, respecto a una 
vacuna combinada que comprende más de un tipo de inmunógeno de glucoconjugado, para cada tipo individual de 
sacárido o para todos los tipos de sacárido.

Medición del contenido de sacárido de una composición

Como se ha mencionado anteriormente, además de medir el contenido de sacárido del sacárido no conjugado 15
separado, el procedimiento de análisis de la presente invención puede incluir opcionalmente la etapa de medir el 
contenido de sacárido total (es decir, no conjugado y conjugado) de un tipo individual de sacárido o el contenido de 
todos los tipos de sacárido. El contenido de sacárido total puede medirse midiendo el contenido de sacárido de la 
muestra antes de la separación. Por tanto, la presente invención puede requerir la medición del contenido de 
sacárido del sacárido no conjugado separado y el sacárido total de la muestra antes, después o al mismo tiempo 20
que la separación.

Los procedimientos para medir el contenido de sacárido de composiciones son bien conocidos en la técnica y 
técnicas típicas incluyen análisis colorimétricos, y cromatografía de intercambio aniónico de alto rendimiento 
(HPAEC) en combinación con detección amperométrica pulsada (PAD).

Típicamente, el sacárido se trata para despolimerizar los sacáridos para dar sus monosacáridos constituyentes 25
antes de analizar el contenido de monosacárido. El análisis del contenido de sacárido entonces puede proceder 
sobre la mezcla despolimerizada de monosacáridos liberados. Como el contenido de monosacárido está 
directamente relacionado con el contenido de sacárido en la composición a analizar antes de la despolimerización, el 
análisis del contenido de sacárido de monosacáridos despolimerizados permite la determinación del contenido de 
sacárido de la composición.30

Las condiciones para la despolimerización del sacárido en sus monosacáridos constituyentes son bien conocidas en 
la técnica y típicamente comprenden hidrólisis ácida o básica.

Por ejemplo, el sacárido del serogrupo C puede hidrolizarse para el análisis del contenido de sacárido total por 
tratamiento con HCl 100 mM a 80ºC durante 2 horas [21]. La hidrólisis ácida usando HCl también puede usarse para 
el sacárido Hib y el tratamiento típico implica la adición de TFA a una concentración final de 0,3 M y calentamiento a 35
100ºC durante 2 horas. La hidrólisis ácida usando ácido trifluoroacético (TFA) puede usarse para la hidrólisis de 
todos los serogrupos C, W135 e Y, prefiriéndose una temperatura de incubación ligeramente inferior para el 
serogrupo C para evitar la degradación de su ácido siálico (90ºC en lugar de 100ºC). Un tratamiento con TFA típico 
implica la adición de TFA a una concentración final de 2 M, seguido por calentamiento a 90-100ºC durante 90 
minutos. La hidrólisis ácida usando TFA también puede usarse para la hidrólisis del polisacárido MenA y el 40
tratamiento típico implica la adición de TFA a una concentración final de 2 M y calentamiento a 100ºC durante 2 
horas. La hidrólisis ácida usando TFA también puede usarse para la hidrólisis del sacárido Hib y el tratamiento típico 
implica la adición de TFA a una concentración final de 4 M y calentamiento a 100ºC durante 2 horas [22]. La 
hidrólisis básica usando NaOH también puede usarse para la hidrólisis de sacárido Hib [22].

Los sacáridos GBS pueden despolimerizarse por hidrólisis en ácido suave o por calentamiento etc. Una hidrólisis 45
ácida preferida es con ácido trifluoroacético 2 M a 100ºC durante 2 horas [23]. Se ha informado de la 
despolimerización del sacárido capsular del serotipo III por endo--galactosidasa [24, 25, 26 y 27]. La ozonólisis de 
polisacáridos capsulares de los serotipos GBS II, III y VIII también se ha usado para la despolimerización [28].

Después de la despolimerización, los hidrolizados de sacárido pueden secarse, por ejemplo, usando una secadora 
de vacío.50

Después de la despolimerización de una vacuna de combinación que comprende más de un tipo de inmunógeno de 
glucoconjugado, o el sacárido no conjugado separado de dicha vacuna combinada, la composición puede contener 
monosacáridos mezclados de diferentes tipos. Las cantidades de estos monosacáridos en la mezcla están
directamente relacionadas con las cantidades de sacáridos en la composición prehidrólisis original, y esas 
cantidades de los sacáridos de partida pueden determinarse utilizando los procedimientos de la invención en el 55
procedimiento para analizar el contenido de sacárido de una composición descrita en la referencia 29 y/o su solicitud 
de prioridad.
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El progreso de la despolimerización (por ejemplo, para comprobar la hidrólisis total en monosacáridos en lugar de la 
hidrólisis parcial en oligosacáridos) puede comprobarse midiendo el grado de polimerización (DP) en una mezcla, 
usando técnicas conocidas, por ejemplo, RMN, espectrometría de masas, etc.

Una vez se ha despolimerizado el sacárido en monosacáridos, se cuantifican los monosacáridos. Por consiguiente, 
los procedimientos de análisis de la invención, por lo tanto, comprenden típicamente la etapa de cuantificar los 5
monosacáridos obtenidos de la etapa de despolimerización.

Los procedimientos para cuantificar monosacáridos, incluyendo glucosa (por ejemplo, para el sacárido de N. 
meningitidis serogrupo Y), galactosa (por ejemplo, para el sacárido de N. meningitidis serogrupo W135 o un sacárido 
GBS), ácido siálico (por ejemplo, para el sacárido de N. meningitidis serogrupo C o un sacárido GBS), ribitol (por 
ejemplo, para un sacárido Hib) y manosamina-6-P (por ejemplo, para el sacárido N. meningitidis serogrupo C o un 10
sacárido serogrupo A) son bien conocidos en la técnica.

Los procedimientos de cuantificación pueden ser directos o indirectos (por ejemplo, pueden implicar la derivatización 
de los monosacáridos seguido por un análisis que se correlaciona con el contenido de monosacárido original). Si 
fuera necesario, los procedimientos pueden implicar la separación de los diferentes monosacáridos entre sí, seguido 
por el análisis separado, y en dicho caso la medición real del contenido de monosacárido podría ser la misma en 15
cada caso, surgiendo especificidad de la separación. Si se prefiere, sin embargo, usar procedimientos que puedan 
analizar los sacáridos en presencia de los otros, de modo que no tengan que separarse entre sí antes del análisis. 
Además, los procedimientos pueden usarse para sacáridos conjugados en los que, después de la desconjugación, el 
vehículo y el sacárido no tienen que separarse. Un procedimiento preferido es cromatografía aniónica, y en particular 
cromatografía de intercambio aniónico de alta resolución (HPAEC), en particular con detección amperométrica 20
pulsada (PAD) [30, 31] Se proporcionan sistemas HPAEC-PAD por DionexTM Corporation (Sunnyvale, CA) por 
ejemplo, el sistema BioLCTM, usando una columna tal como PA1 [sustrato de poliestireno al 2% con diámetro de 10 
m reticulado con divinilbenzeno, aglomerado con látex funcionalizado de amonio cuaternario MicroBead de 500 nm 
(al 5% reticulado)] o PA10 [sustrato de etilvinilbenzeno al 55% de diámetro 10 m reticulado con divinilbenzeno, 
aglomerado con ión amonio cuaternario difuncional MicroBead de 460 nm (al 5% reticulado)]. Estos sistemas 25
pueden analizar cuantitativamente sacáridos individuales con mezclas sin la necesidad de derivatización o 
separación preanálisis. Para el análisis de sacárido, puede desearse filtrar otros compuestos antes de introducirlos 
en la columna, y DionexTM produce trampas y protecciones para este propósito, por ejemplo, una trampa amino para 
retirar los aminoácidos, una trampa borato, etc.

Un procedimiento alternativo para cuantificar monosacáridos dentro de una mezcla despolimerizada es resonancia 30
magnética nuclear (RMN). Por facilidad de uso y elevada sensibilidad, sin embargo, se prefieren los procedimientos 
cromatográficos de la invención.

Un procedimiento adicional para cuantificar monosacáridos es por colorimetría, por ejemplo, como se describe en las 
referencias 22; 32 y 94. Sin embargo, se ha descubierto que los procedimientos de la invención que emplean un 
reactivo básico que comprende sulfato de amonio son incompatibles con cuantificación colorimétrica. 35
Preferiblemente, por lo tanto, cuando se usa un ensayo colorimétrico (por ejemplo, para analizar el contenido de 
sacárido), el reactivo básico no comprende sulfato de amonio, y preferiblemente no comprende una sal amonio.

Una vez se ha determinado el contenido de monosacárido, es sencillo calcular la cantidad de sacáridos en la 
composición original.

El procedimiento de la invención es típicamente destructivo. En lugar de realizar el procedimiento sobre una 40
composición completa, por lo tanto, es más típico tomar una muestra de una composición de interés y después 
realizar el análisis sobre la muestra.

Procedimientos de análisis de vehículo

Los procedimientos para analizar el contenido de vehículo no conjugado o conjugado típicamente requieren la 
separación del vehículo no conjugado del vehículo conjugado. Por consiguiente, los procedimientos analíticos de la 45
invención típicamente comprenden las etapas de (i) una etapa de preparación inicial de poner en contacto la 
muestra con un reactivo básico en condiciones básicas para precipitar el componente de vehículo conjugado 
selectivamente de la muestra y obtener de este modo un sobrenadante que comprende el vehículo no conjugado 
separado, seguido de (ii) analizar el contenido de vehículo del sobrenadante para dar el contenido de vehículo no 
conjugado de la muestra. La presente invención también proporciona un procedimiento para preparar una muestra 50
para el análisis realizando la etapa (i). Opcionalmente, después de la etapa (i), pero antes de la etapa (ii), puede 
centrifugarse y/o filtrarse la muestra.

Cálculo y medición

En general, las muestras pueden analizarse de varios modos usando la invención. El contenido de sacárido no 
conjugado puede medirse, por ejemplo, para comprobar la conjugación incompleta, o para seguir la hidrólisis del 55
conjugado controlando la cantidad creciente de vehículo libre en el tiempo. Además, midiendo el contenido de 
sacárido total (es decir, no conjugado y conjugado) en una muestra, puede evaluarse la proporción de vehículo libre 
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a vehículo total (si fuera necesario respecto a cada tipo de sacárido), que puede usarse para propósitos reguladores 
o de control de la calidad. En general, es deseable asegurar que una vacuna incluya <25% (por ejemplo, <20%, 
<15%, <10%, etc.) de cada tipo de vehículo en forma libre. Elevados niveles de vehículos libres indican una dosis 
inmunogénica inferior de conjugado.

Como alternativa, o adicionalmente, para medir el contenido de vehículo no conjugado, puede también medirse el 5
contenido conjugado, por ejemplo, para comprobar la conjugación incompleta, o para seguir la hidrólisis del 
conjugado controlando la cantidad creciente de vehículo libre en el tiempo. Como el contenido de vehículo total = 
contenido de vehículo no conjugado + contenido de vehículo conjugado, es posible calcular el contenido de sacárido 
vehículo midiendo el contenido de sacárido vehículo y el contenido de vehículo total. Por tanto, medir el contenido de 
vehículo no conjugado y el contenido de vehículo total constituye un procedimiento para analizar el contenido de 10
vehículo conjugado de una muestra.

El procedimiento de análisis preferiblemente comprende la etapa de medir el contenido de vehículo total de la 
muestra. Típicamente, esta etapa implicará una etapa preparativa de dividir la muestra, analizándose una parte de la 
misma para el contenido de vehículo no conjugado, analizándose la otra parte para el contenido de vehículo total.

Como alternativa, el contenido de vehículo no conjugado puede compararse frente a un contenido de vehículo total 15
conocido o teórico de la muestra o un contenido patrón de vehículo de la muestra (por ejemplo, la cantidad calculada 
de vehículo no conjugado presente después de un periodo de tiempo conocido), en lugar de medir el contenido de 
vehículo total. En esta realización, por lo tanto, el procedimiento de análisis comprende la etapa de comparar el 
contenido de vehículo no conjugado frente a un contenido de vehículo total conocido o teórico de la muestra o un 
contenido patrón de vehículo de la muestra.20

Medición del contenido de vehículo de una composición

Como se ha mencionado anteriormente, además de medir el contenido de vehículo del vehículo no conjugado 
separado, el procedimiento de análisis de la presente invención puede incluir opcionalmente la etapa de medir el 
contenido de vehículo total (es decir, no conjugado y conjugado). El contenido de vehículo total puede medirse 
midiendo el contenido de vehículo de la muestra antes de la separación. Por tanto, la presente invención puede 25
requerir la medición del contenido de vehículo del vehículo no conjugado separado y el vehículo total de la muestra 
antes, después o al mismo tiempo que la separación.

Los procedimientos para medir el contenido de vehículo de composiciones son bien conocidos en la técnica, por 
ejemplo, como se analiza en la referencia 33. Técnicas típicas para medir la cantidad de vehículos proteicos incluyen 
el ensayo de ácido bicinconínico (BCA), el ensayo de Bradford, el ensayo de Lowry, ensayos de absorbancia UV, 30
inmunoensayos (por ejemplo, ELISA, RIA, etc.), y ensayos de tinción.

El procedimiento de la invención típicamente es destructivo. En lugar de realizar el procedimiento sobre una 
composición completa, por lo tanto, es más típico tomar una muestra de una composición de interés y después 
realizar el análisis sobre la muestra.

Precipitación35

No es crítico para la invención si cualquier componente que no sea los componentes de sacárido o vehículo de la 
muestra precipita o queda en el sobrenadante. Además, cuando la invención se refiere al análisis solamente de 
sacárido, no es crítico para la invención si cualquier componente no sacárido de la muestra precipita o queda en el 
sobrenadante. Asimismo, cuando la invención se refiere al análisis solamente de vehículo, no es crítico para la 
invención si cualquier componente no vehículo de la muestra precipita o queda en el sobrenadante. Siempre que el 40
componente no conjugado de interés y el componente conjugado acaben separados entre sí, entonces el 
componente no conjugado se considera que se ha separado del componente conjugado, independientemente de 
cuál de los componentes se mueva, cuál esté presente en el sobrenadante o cuál esté presente en el precipitado, e 
independientemente de si cualquiera de los componentes está separado con otros componentes.

Las técnicas para la separación de precipitado del sobrenadante son bien conocidas en la técnica, por ejemplo, 45
filtración o centrifugación.

Análisis de componentes no sacáridos

Así como el análisis del contenido de vehículo en una composición, el procedimiento de análisis puede incluir el 
análisis de otros componentes o propiedades, por ejemplo, osmolalidad, pH, grado de polimerización para sacáridos 
individuales o conjugados, contenido de sacárido, contenido de aluminio, contenido de detergente, contenido de 50
conservante, etc.

Etapas adicionales

Puede ser deseable eliminar al menos algún compuesto no sacárido o no vehículo de la muestra antes de la etapa 
de separación de los componentes conjugados y no conjugados. Por ejemplo, cuando la vacuna se formula con 
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adyuvantes que contienen aluminio, típicamente puede aplicarse extracción en fase sólida al sobrenadante, por 
ejemplo, después de centrifugación.

Después del análisis del contenido de sacárido o vehículo, la invención puede incluir la etapa adicional de 
determinar una característica de un sacárido, por ejemplo, su DP (típicamente una DP promedio), su peso 
molecular, su pureza, etc.5

Tras los detectores amperométricos y espectroscópicos, puede acoplarse el sacárido no conjugado o conjugado 
separado en un espectrómetro de masas, por ejemplo, FAB/EM o IEN/EM.

Preparación y almacenamiento de vacunas

La invención proporciona un procedimiento para preparar una composición de vacuna, que comprende una etapa de 
análisis de una muestra de acuerdo con la invención, incluyendo una etapa de medición del pH, seguida por una 10
etapa de ajuste del pH de la composición a un valor deseado, por ejemplo, entre 6 y 8, o aproximadamente 7.

La invención proporciona un procedimiento para envasar una vacuna, que comprende las etapas de: (a) fabricar una 
vacuna a granel que contiene un sacárido conjugado; (b) analizar el contenido de sacárido no conjugado en la 
vacuna a granel por un procedimiento de análisis de la invención; (c) opcionalmente, analizar la vacuna a granel 
para el pH y/u otras propiedades; y, si los resultados de la etapa (b) y (c) indican que la vacuna a granel es 15
aceptable para uso clínico, (d) preparar y envasar la vacuna para uso humano a partir de la masa a granel. La etapa 
(c) puede implicar (véase anteriormente) la evaluación de la concentración mínima de sacárido, la evaluación de la 
proporción de sacárido no conjugado:conjugado, etc. La etapa (d) puede implicar el envase en forma monodosis o 
en forma multidosis, por ejemplo, en viales o en jeringas. Una dosis humana típica para inyección tiene un volumen 
de 0,5 ml.20

La invención también proporciona un procedimiento para envasar una vacuna, que comprende las etapas de: (a) 
fabricar una vacuna a granel que contiene un sacárido conjugado; (b) analizar el contenido de vehículo no conjugado 
en la vacuna a granel por un procedimiento de análisis de la invención; (c) opcionalmente, analizar la vacuna a 
granel para el pH y/u otras propiedades; y, si los resultados de la etapa (b) y (c) indican que la vacuna a granel es 
aceptable para uso clínico, (d) preparar y envasar la vacuna para uso humano a partir de la masa a granel. La etapa 25
(c) puede implicar (véase anteriormente) la evaluación de la concentración mínima de vehículo, la evaluación de la 
proporción de vehículo no conjugado:conjugado, etc.

En estos procedimientos para envasar una vacuna, la etapa (d) puede implicar el envase en forma monodosis o en 
forma multidosis en viales o en jeringas. Una dosis humana típica para inyección tiene un volumen de 0,5 ml.

La etapa (c) y/o (d) de los procedimientos para envasado pueden estar precedidas por la mezcla de la vacuna a 30
granel con uno o más antígenos adicionales, por ejemplo, con

- un antígeno de sacárido capsular del serogrupo A de N .meningitidis.
- un antígeno de sacárido capsular del serogrupo C de N .meningitidis.
- un antígeno de sacárido capsular del serogrupo W135 de N. meningitidis.
- un antígeno de sacárido capsular del serogrupo Y de N. meningitidis.35
- un antígeno proteico del serogrupo B de N. meningitidis
- preparaciones de microvesículas de N. meningitidis serogrupo B [34], "OMV nativos" [35], ampollas o vesículas 

de membrana externa [por ejemplo, ref. 36 a 41 etc.].
- un antígeno de sacárido de Haemophilus influenzae tipo b
- un antígeno de Streptococcus pneumoniae, tal como antígenos de sacárido conjugado polivalente [por ejemplo,40

ref. 42 a 44].
- un antígeno del virus de la hepatitis A, tal como virus inactivado [por ejemplo, 45, 46].
- un antígeno del virus de la hepatitis B, tal como los antígenos de superficie y/o núcleo [por ejemplo, 46, 47].
- un antígeno de Bordetella pertussis, tal como holotoxina pertussis (PT) hemaglutinina filamentosa (FHA) de B.

pertussis, opcionalmente también en combinación con pertactina y/o aglutinógenos 2 y 3 [por ejemplo, ref. 48 y45
49]. Pueden usarse antígenos pertussis celulares.

- un antígeno diftérico, tal como un toxoide diftérico [por ejemplo, capítulo 13 de la ref. 1] por ejemplo, el mutante
CRM197 [por ejemplo, 50].

- un antígeno tetánico, tal como un toxoide tetánico [por ejemplo, capítulo 27 de la ref. 1].
- antígeno(s) de la polio [por ejemplo, 51, 52], tal como IPV.50

Dichos antígenos pueden adsorberse a un adyuvante de sal de aluminio (por ejemplo, un hidróxido o un fosfato). 
Cualquier antígeno de sacárido adicional se incluye preferiblemente en forma de conjugados.

Muestras

La invención es particularmente útil para analizar el contenido de sacárido no conjugado o conjugado de una 
muestra (por ejemplo, una vacuna) o para preparar una muestra para el análisis del contenido de sacárido no 55
conjugado de una muestra (por ejemplo, una vacuna). No es esencial para esta realización que la invención 
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contenga ningún sacárido no conjugado o conjugado ya que la invención puede emplearse de forma útil para 
determinar la presencia o ausencia de sacárido no conjugado o conjugado. Además, una etapa para analizar el 
contenido de sacárido de una muestra de un espécimen que conduce a un resultado negativo, es decir, la ausencia 
de sacárido, aún es una etapa para analizar el contenido de sacárido de una muestra o espécimen.

Sin embargo, se prefiere que la muestra sea sospechosa de contener (y preferiblemente contenga) sacárido 5
conjugado o sacárido no conjugado. Es más preferido que la muestra contenga sacárido conjugado y sea
sospechosa de contener (y preferiblemente contenga) sacárido no conjugado.

La presente invención, sin embargo, generalmente es más útil para separar sacárido conjugado de sacárido no 
conjugado en una muestra (por ejemplo, una vacuna). En esta realización, la muestra contiene preferiblemente tanto 
sacárido conjugado como sacárido no conjugado.10

La muestra generalmente estará en solución acuosa.

Además de contener sacáridos, las muestras a analizar pueden incluir otros materiales. Estos pueden precipitar o 
no. Típicamente dichos componentes no precipitarán.

El analito de muestra puede ser un producto a ensayar antes de suministrarlo (por ejemplo, durante la fabricación o 
el ensayo de control de calidad), o puede ser un producto a ensayar después de suministrarlo (por ejemplo, para 15
evaluar la estabilidad, vida útil, etc.).

Las muestras preferidas son vacunas de glucoconjugado, que pueden ser sencillas o combinadas (por ejemplo, una 
vacuna de glucoconjugado combinada que comprende más de un tipo de inmunógeno glucoconjugado). Las 
muestras particularmente preferidas son vacunas de glucoconjugado que comprenden un conjugado que comprende 
un sacárido que contiene un resto de ácido siálico, por ejemplo, un sacárido capsular bacteriano de Streptococcus 20
agalactiae (estreptococo del grupo B).

Conjugados

Los sacáridos conjugados son conjugados sacárido-vehículo unidos covalentemente. La conjugación covalente se 
usa para potenciar la inmunogenicidad de los sacáridos convirtiéndolos de antígenos T independientes en antígenos 
T dependientes, permitiendo de este modo la sensibilización de la memoria inmunológica. La conjugación es 25
particularmente útil para vacunas pediátricas y es una técnica bien conocida [por ejemplo, revisada en las ref. 53 a 
62]. Los sacáridos pueden unirse a vehículos (por ejemplo, proteínas) directamente [63, 64], pero generalmente se 
usa un enlazador o espaciador, por ejemplo, ácido adípico, -propionamido [65], nitrofeniletilamina [66], haluros de 
haloacilo [67], enlaces glucosídicos [68], ácido 6-aminocaproico [69], ADH [70], restos C4 a C12 [71], etc.

Proteínas vehículo en conjugados30

Las proteínas vehículo típicas en conjugados son toxinas o toxoides bacterianos, tales como toxoide diftérico o 
toxoide tetánico. El derivado de toxina diftérica CRM197 [72-74] es la proteína vehículo en MenjugateTM y 
MeningitecTM, mientras que el toxoide tetánico se usa en NeisVacTM. El toxoide diftérico se usa como vehículo en 
MenactraTM. Otras proteínas vehículo conocidas incluyen la proteína de membrana externa de N. meningitidis [75], 
péptidos sintéticos [76, 77], proteínas de choque térmico [78, 79], proteínas pertussis [80, 81], citoquinas [82], 35
linfoquinas [82], hormonas [82], factores de crecimiento [82], albúmina sérica humana (preferiblemente 
recombinante), proteínas artificiales que comprenden epítopes múltiples de células T CD4+ humanas de diversos 
antígenos derivados de patógenos [83] (por ejemplo, N19 [84]), proteína D de H. influenzae [85, 86], proteína 
superficial PspA de neumococos [87], proteínas de captación de hierro [88], toxina A o B de C. difficile. [89], una 
proteína GBS (particularmente GBS67 o GBS80), etc. Las composiciones pueden usar más de una proteína 40
vehículo, por ejemplo, para reducir el riesgo de supresión del vehículo, una proteína vehículo individual puede portar 
más de un antígeno sacárido [90]. Los conjugados generalmente tienen una proporción de sacárido:proteína (p/p) 
entre 1:5 (es decir, exceso de proteína) y 5:1 (es decir, exceso de sacárido).

Sacáridos en conjugados

Los sacáridos conjugados pueden ser polisacáridos (por ejemplo, con un grado de polimerización de <10, por 45
ejemplo 20, 30, 40, 50, 60 o más) u oligosacáridos (por ejemplo, con un grado de polimerización de 4 a 10). Los 
oligosacáridos pueden ser el resultado de despolimerización y/o hidrólisis de un polisacárido precursor por ejemplo, 
el analito puede ser un fragmento que contiene sacárido de un sacárido más grande. Los sacáridos conjugados 
preferidos son sacáridos capsulares.

Sacáridos conjugados incluso más preferidos son sacáridos capsulares bacterianos por ejemplo, de Neisseria 50
meningitidis (serogrupos A, B, C, W135 o Y), Streptococcus pneumoniae (serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, o 23F), 
Streptococcus agalactiae (tipos Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VII, u VIII), Haemophilus influenzae (cepas tipificables: a, b, c, 
d, e o f), Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, etc.
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La cápsula de N. meningitidis serogrupo A es un homopolímero de N-acetil-D-manosamina-1-fosfato (a16)-ligado.

La cápsula de N. meningitidis serogrupo B es un homopolímero de ácidos siálicos ( 28) ligados.

El sacárido capsular de N. meningitidis serogrupo C es un homopolímero de ácido siálico (ácido N-acetil 
neuramínico, o "NeuNAc") ( 29)-ligado. La mayoría de las cepas del serogrupo C tienen grupos O-acetilo en C-7 
y/o C-8 de los restos de ácido siálico, pero aproximadamente el 15% de los aislados clínicos carecen de estos 5
grupos O-acetilo [91, 92]. La acetilación no parece afectar a la eficacia protectora (por ejemplo, a diferencia del 
producto MenjugateTM, el producto NeisVac-CTM usa un sacárido des-O-acetilado, pero ambas vacunas son 
eficaces).

El sacárido de N. meningitidis del serogrupo W135 es un polímero de unidades del disacárido ácido siálico-galactosa 
[4)-D-Neup5Ac(7/9OAc)--(26)-D-Gal--(1]. Como el sacárido del serogrupo C, tiene O-acetilación variable, 10
pero en las posiciones 7 y 9 del ácido siálico [93].

El sacárido de N. meningitidis del serogrupo Y es similar al sacárido del serogrupo W135, excepto en que la unidad 
repetitiva disacárida incluye glucosa en lugar de galactosa [4)-D-Neup5Ac(7/9OAc)--(26)-D-Gal--(1]. Como 
el sacárido del serogrupo W135, tiene O-acetilación variable en las posiciones 7 y 9 del ácido siálico [93].

El sacárido capsular de H. influenzae tipo B es una polímero de ribosa, ribitol, y fosfato ['PRP', (poli-3--D-ribosa-15
(1,1)-D-ribitol-5-fosfato)].

El sacárido capsular de S. agalactiae (GBS) está unido covalentemente a la estructura peptidoglicano de GBS, y es 
distinto del antígeno del grupo B, que es otro sacárido que está unido a la estructura peptidoglicano.

Los polisacáridos capsulares GBS están químicamente relacionados, pero son antigénicamente muy diferentes. 
Todos los polisacáridos capsulares GBS comparten el siguiente núcleo trisacárido:20

-D-GlcpNAc(13)-D-Galp(14)-D-Glcp

Los diversos serotipos GBS difieren en la medida en que este núcleo está modificado. La diferencia entre los 
serotipos Ia y III, por ejemplo, surge del uso de GlcNAc (Ia) o Gal (III) en el núcleo para ligar núcleos trisacáridos 
consecutivos (Figura 1). Los serotipos Ia y Ib tienen ambos un disacárido [-D-NeupNAc(23)-D-Galp-(1] unido 
a GlcNAc en el núcleo, pero el enlace es 14 (Ia) o 13 (Ib).25

La enfermedad relacionada con GBS surge principalmente de los serotipos Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VII, y VIII, estando 
más del 90% causada por cinco serotipos: Ia, Ib, II, III y V. La muestra preferiblemente comprende un sacárido de 
uno de estos cinco serotipos. Como se muestra en la Figura 2, los sacáridos capsulares de cada uno de estos cinco 
serotipos incluyen: (a) un resto N-acetil-neuramínico (NeuNAc) terminal (habitualmente mencionado como ácido 
siálico), que en todos los casos está unido 23 a un resto de galactosa; y (b) un resto de N-acetilglucosamina 30
(GlcNAc) dentro del núcleo trisacárido.

Los cinco sacáridos incluyen restos de galactosa dentro del núcleo trisacárido, pero los serotipos Ia, Ib, II y III 
también contienen restos de galactosa adicionales en cada unidad de repetición, conteniendo el sacárido del 
serotipo II tres restos de galactosa por unidad de repetición.

Es particularmente preferido que la muestra comprenda un sacárido GBS de los serotipos Ia, Ib o III.35

Los sacáridos conjugados preferidos son sacáridos que contienen un resto de ácido siálico, preferiblemente un resto 
de ácido siálico terminal (por ejemplo, sacárido capsular GBS, sacárido de N. meningitidis del serogrupo B, sacárido 
de N. meningitidis del serogrupo C, sacárido de N. meningitidis del serogrupo W135, sacárido de N. meningitidis del 
serogrupo Y, sacárido de E. coli K 1, y algunos sacáridos de cepas de Haemophilus).

Además de ser útil para analizar sacáridos capsulares de longitud completa, la invención también puede usarse con 40
fragmentos oligosacáridos de los mismos.

Otros sacáridos en conjugados pueden incluir glucanos (por ejemplo, glucanos fúngicos, tales como aquellos de 
Candida albicans), y sacáridos capsulares fúngicos, por ejemplo, de la cápsula de Cryptococcus neoformans. Otros 
antígenos de sacárido conjugado preferidos son sacáridos eucariotas, por ejemplo, sacáridos fúngicos, sacáridos 
vegetales, sacáridos humanos (por ejemplo, antígenos del cáncer), etc. Otros sacáridos conjugados son 45
lipopolisacáridos y lipooligosacáridos.

Se prefieren sacáridos conjugados que están cargados (por ejemplo, aniónicos) a pH neutro. Sacáridos con 
múltiples grupos fosfato y/o múltiples grupos carboxilato pueden analizarse usando los procedimientos de la 
invención. La invención por tanto es particularmente útil para analizar muestras que comprenden sacáridos 
polianiónicos.50
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Vacunas

Ejemplos preferidos usados en la presente invención son vacunas que comprenden sacárido conjugado.

Vacunas conjugadas preferidas comprenden inmunógenos que protegen contra:

- Haemophilus influenzae de tipo b (Hib);

- Neisseria meningitidis (meningococos) de los serogrupos A, C, W135 y/o Y;5

- Streptococcus pneumoniae (neumococos) de los serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F.

- Streptococcus agalactiae (estreptococos de grupo B) de los serotipos Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VII, y/o 
especialmente de los serotipos Ia, Ib, II, III y/o V;

- Pseudomonas aeruginosa; o

- Staphylococcus aureus,10

individualmente o en combinación.

Vacunas conjugadas particularmente preferidas comprenden inmunógenos que protegen contra Streptococcus 
agalactiae (estreptococos del grupo B).

Vacunas conjugadas de combinación preferidas comprenden:

- mezclas de conjugados de cada uno de los serogrupos de meningococos C e Y;15

- mezclas de conjugados de cada uno de los serogrupos de meningococos C, W135 e Y;

- mezclas de conjugados de cada uno de los serogrupos de meningococos A, C, W135 e Y;

- mezclas de conjugados de los serogrupos de meningococos A y C;

- mezclas de conjugados de neumococos;

- conjugados mixtos de meningococos y Hib (por ejemplo, mezclas de conjugados Hib y conjugados de cada uno 20
de los serogrupos de meningococos A y C, o mezclas de conjugados Hib y conjugados de cada uno de los 
serogrupos de meningococos C e Y); o

- conjugados combinados de meningococos, neumococos y Hib.

Además del conjugado, la vacuna puede contener uno o más de:

- un antígeno proteico del serogrupo B de N. meningitidis;25
- preparaciones de vesículas preparadas a partir de N. meningitidis serogrupo B;
- un antígeno del virus de la hepatitis A, tal como virus inactivado [por ejemplo, 45, 46];
- un antígeno del virus de la hepatitis B, tal como los antígenos de superficie y/o núcleo [por ejemplo, 46, 47];
- un antígeno de Bordetella pertussis, tal como holotoxina pertussis (PT) y hemaglutinina filamentosa (FHA) de B. 

pertussis, opcionalmente también en combinación con pertactina y/o aglutinógenos 2 y 3. En su lugar pueden 30
usarse antígenos pertussis celulares;

- un antígeno diftérico, tal como un toxoide diftérico [por ejemplo, capítulo 13 de la ref. 1];
- un antígeno tetánico, tal como un toxoide tetánico [por ejemplo, capítulo 27 de la ref. 1]; o
- antígeno(s) de la polio, por ejemplo, IPV.

Dichos antígenos pueden adsorberse a un adyuvante de sal de aluminio (por ejemplo, un hidróxido o un fosfato). 35
Cualquier antígeno sacárido adicional se incluye preferiblemente en forma de conjugados.

Uso de la invención en la producción y control de calidad de vacunas

La invención también proporciona un procedimiento para controlar la estabilidad de una vacuna en almacenamiento, 
que comprende las etapas de: (a) analizar la vacuna como se describe en este documento; y, si los resultados de la 
etapa (a) indican que la vacuna es aceptable para uso clínico, por ejemplo, es de un contenido de sacárido o 40
vehículo no conjugado adecuado, (b) o (i) se prosigue hasta el almacenamiento de la vacuna o (ii) se suministra la 
vacuna para su uso por médicos. La etapa (a) puede realizarse en una vacuna envasada, en una vacuna a granel 
antes de su envase, sobre sacáridos antes de la conjugación; etc.

El procedimiento de análisis de la invención también permite la comparación de la misma vacuna en diferentes 
condiciones, o diferentes vacunas en las mismas condiciones.45
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Por tanto, la invención proporciona un procedimiento para comparar diferentes vacunas, que comprende las etapas 
de: (a) tratar una pluralidad de diferentes vacunas en condiciones ambientales sustancialmente idénticas; (b) 
analizar las vacunas tratadas como se describe en este documento; (c) comparar los resultados de la etapa (b); y, 
opcionalmente, (d) seleccionar una vacuna, por ejemplo, una vacuna estable en al menos una condición ambiental 
de la pluralidad de diferentes vacunas. La etapa (d) puede, por ejemplo, comprender la selección de la vacuna más 5
estable en la al menos una condición ambiental. Por tanto, usos para este procedimiento incluyen comparar la 
estabilidad de diferentes vacunas, por ejemplo, en condiciones de almacenamiento. La condición ambiental puede 
ser una condición química (por ejemplo, exposición a un componente químico, por ejemplo, un disolvente, vehículo, 
etc.), pH, temperatura, humedad, etc. o una combinación de las mismas. La pluralidad de diferentes vacunas puede 
diferir típicamente en su composición, por ejemplo, longitud del sacárido, enlazador entre el sacárido y el vehículo, el 10
vehículo, presencia de otros componentes de vacuna, concentración de componentes, excipientes, adyuvantes, pH, 
osmolaridad, fuerza iónica, etc.

La invención también proporciona un procedimiento para comparar el efecto de diferentes condiciones ambientales 
sobre una vacuna, que comprende las etapas de: (a) tratar una pluralidad de muestras sustancialmente idénticas de 
una vacuna en una pluralidad de diferentes condiciones ambientales; (b) analizar las muestras tratadas como se 15
describe en este documento; y (c) comparar los resultados de la etapa (b); y, opcionalmente, (d) seleccionar una 
condición ambiental, por ejemplo, una condición ambiental en la que la vacuna es estable de la pluralidad de 
diferentes condiciones ambientales. La etapa (d) puede, por ejemplo, comprender la selección de la condición 
ambiental en la que la vacuna es más estable. Usos para este procedimiento incluyen optimizar las condiciones de 
almacenamiento de una vacuna. La condición ambiental puede ser una condición química (por ejemplo, exposición a 20
un componente químico, por ejemplo, un disolvente, vehículo, etc.), pH, temperatura, humedad, etc. o una 
combinación de las mismos.

General

La expresión "que comprende" abarca "que incluye" así como "que consiste en" por ejemplo, una composición "que 
comprende" X puede constar exclusivamente de X o puede incluir algo adicional por ejemplo, X + Y.25

La palabra "sustancialmente" no excluye "completamente" por ejemplo, una composición que está "sustancialmente 
libre" de Y puede estar completamente libre de Y. cuando sea necesario, la palabra "sustancialmente" puede 
omitirse de la definición de la invención.

El término "aproximadamente" en relación a un valor numérico X significa, por ejemplo, x10%.

Breve descripción de los dibujos30

La Figura 1 muestra las estructuras de, y diferencias entre, los sacáridos capsulares de serotipos GBS Ia y III.

La Figura 2 muestra las estructuras de los sacáridos capsulares de los serotipos GBS Ia, Ib, II, III y V.

La Figura 3 (diagramas A y B) muestra los resultados de un ensayo colorimétrico con y sin K2HPO4 y muestra 
que K2HPO4 no interfiere con el análisis de sacárido por el ensayo colorimétrico.

La Figura 3 (diagramas C y D) muestra los resultados de un microensayo con BCA con y sin K2HPO4 y muestra 35
que K2HPO4 no interfiere con el análisis de vehículo por microensayo con BCA.

Modos de realizar la invención

Cuantificación de un bajo nivel de sacárido no conjugado en vacuna conjugada TT, CRM197, GBS67 o GBS80 
después de separación por precipitación selectiva

La invención se ejemplifica por el análisis del contenido de sacárido no conjugado de vacunas conjugadas GBS de 40
TT (toxoide tetánico), CRM197 (derivado de toxina diftérica), GBS67 o GBS80. Las vacunas conjugadas se 
tamponaron en solución de fosfato sódico 10 mM a pH 7,2.

1. Separación de conjugados por precipitación con sal

Para precipitar los conjugados, se añadieron 500 l de solución saturada de K2HPO4 (150 g por 100 ml de H2O fría (-
8,6 M; pH 10,30)) a 500 l de conjugado a granel (contenido de sacárido 1 mg/ml; contenido de proteína -0,8 45
mg/ml) produciendo una muestra que tenía un pH de 9,66. La mezcla se incubó en un baño de hielo a 0ºC durante 
10 minutos.

La mezcla se centrifugó en una Microfuga 11 de Beckman a 13000 rpm durante 20 minutos y el sedimento se 
adsorbió a la pared del vial. El sobrenadante se retiró y después se analizó para estimar el contenido de sacárido.

2. Determinación de contenido de ácido siálico por ensayo colorimétrico50
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El contenido de ácido siálico en el conjugado a granel (polisacárido total como polisacárido libre y unido) y en el 
sobrenadante de precipitación (polisacárido libre) se estimó por el procedimiento de Svennerholm [94] (modificado 
por calentamiento a 110ºC durante 20 minutos en lugar de 40 minutos).

El porcentaje de contenido de polisacárido no conjugado (PS) se calculó por la proporción:

% de PS no conjugado = [PS libre/ PS total] * 1005

3. Resultados

El porcentaje de sacárido no conjugado (libre) de las diversas vacunas conjugadas se determinó del siguiente modo 
(tabla 1):

Tabla 1
Tipo GBS Vehículo % de sacárido libre

Ia CRM <1,0%
GBS80 3,5%
GBS67 <1%

Ib CRM 1,8%
GBS80 14,8%
GBS67 < 1,0%

III CRM 1,6%
CRM 4,4%

TetTox 3,8%
GBS80 9,1%
GBS67 <1,0%

La invención por tanto proporciona un procedimiento de precipitación simple y rápido para separar bajos niveles de 
sacárido libre de conjugados en un producto a granel. Se descubrió que el sacárido no conjugado permanece en el 10
sobrenadante sin precipitación, aunque el sacárido conjugado precipite.

El reactivo básico no interfiere con el análisis de sacárido

Para asegurar que el K2HPO4 no interfiere con el ensayo colorimétrico, se ensayaron soluciones convencionales de 
ácido siálico, con y sin adición de solución de K2HPO4.

Como puede observarse a partir de la figura 3, los resultados del ensayo colorimétrico con adición de K2HPO415
(diagrama A) son casi idénticos a los resultados sin K2HPO4 (diagrama B). Los valores absolutos del ensayo 
colorimétrico se muestran en el eje y como una función de la concentración de ácido siálico. Puede observarse que 
la precipitación con K2HPO4 en los procedimientos de la invención no interfiere con el ensayo colorimétrico.

El reactivo básico no interfiere con el análisis de vehículo

Para asegurar que el K2HPO4 no interfiere con el análisis de vehículo, se ensayaron soluciones convencionales de 20
albumina sérica bovina (BSA) como vehículo de ensayo, con y sin adición de solución de K2HPO4, por un 
microensayo con BCA.

Como puede observarse a partir de la figura 3, los resultados del microensayo con BCA con adición de K2HPO4

(diagrama C) son muy similares a los resultados sin K2HPO4 (diagrama D). Los valores absolutos del ensayo con 
BCA se muestran en el eje y como una función de la concentración de BSA. Puede observarse que la precipitación 25
con K2HPO4 en los procedimientos de la invención no interfiere con el ensayo con BCA.

Se entenderá que la invención se ha descrito a modo de ejemplo solamente y pueden hacerse modificaciones 
mientras sigan dentro del alcance de la invención, que se define en las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para analizar el grado de no conjugación de una muestra que comprende un componente de 
sacárido conjugado y un componente no conjugado, que comprende las etapas de (i) poner en contacto la muestra 
con un reactivo básico en condiciones básicas para precipitar selectivamente el componente de sacárido conjugado 
de la muestra y obtener de este modo un sobrenadante que comprende el componente no conjugado separado y (ii) 5
analizar el contenido del sobrenadante para dar el contenido no conjugado de la muestra, en el que el componente 
de sacárido conjugado es un conjugado sacárido-vehículo unido covalentemente, el sacárido conjugado se precipita 
selectivamente del sacárido no conjugado con el reactivo básico en condiciones básicas, y las condiciones básicas 
son de pH 9 a 11.

2. Un procedimiento para preparar una muestra que comprende un componente de sacárido conjugado y un 10
componente no conjugado para el análisis de su grado de no conjugación, que comprende la etapa de poner en 
contacto la muestra con un reactivo básico en condiciones básicas para precipitar selectivamente el componente de 
sacárido conjugado de la muestra y obtener de este modo un sobrenadante que comprende el componente no 
conjugado separado, en el que el componente de sacárido conjugado es un conjugado sacárido-vehículo unido 
covalentemente, el sacárido conjugado se precipita selectivamente del sacárido no conjugado con el reactivo básico 15
en condiciones básicas, y las condiciones básicas son de pH 9 a 11.

3. El procedimiento de la reivindicación 1 o de la reivindicación 2, en el que el componente no conjugado es un 
componente de sacárido no conjugado y/o el procedimiento comprende adicionalmente la etapa de medir el 
contenido total de sacárido de la muestra.

4. El procedimiento de la reivindicación 1 o de la reivindicación 2, en el que el componente no conjugado es un 20
componente de vehículo no conjugado y/o el procedimiento comprende adicionalmente la etapa de medir el 
contenido total de vehículo de la muestra.

5. Un procedimiento para separar un componente de sacárido conjugado en una muestra de un componente no 
conjugado en la muestra, que comprende la etapa de poner en contacto la muestra con un reactivo básico en 
condiciones básicas para precipitar selectivamente el componente de sacárido conjugado de la muestra, en el que el 25
componente de sacárido conjugado es un conjugado sacárido-vehículo unido covalentemente, el sacárido conjugado 
se precipita selectivamente del sacárido no conjugado con el reactivo básico en condiciones básicas, y las 
condiciones básicas son de pH 9 a 11.

6. El uso de un reactivo básico en condiciones básicas para precipitar selectivamente un componente de sacárido 
conjugado en una muestra de un componente no conjugado en la muestra, separando de este modo el componente 30
de sacárido conjugado del componente no conjugado, en el que el componente de sacárido conjugado es un 
conjugado sacárido-vehículo unido covalentemente, el sacárido conjugado se precipita selectivamente del sacárido 
no conjugado con el reactivo básico en condiciones básicas, y las condiciones básicas son de pH 9 a 11.

7. EL procedimiento de la reivindicación 5 o uso de la reivindicación 6, en el que el componente no conjugado es un 
componente de sacárido no conjugado o un componente de vehículo no conjugado.35

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 ó 7 o el uso de cualquiera de las reivindicaciones 
6 a 7, en el que el reactivo básico comprende una sal liotrópica que es K2HPO4.

9. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 ó 7 a 8 o el uso de cualquiera de las reivindicaciones 
6 a 8, en el que las condiciones básicas son de pH 9,5 a 9,9 y opcionalmente el reactivo básico comprende K2HPO4.

10. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 ó 7 a 9 o el uso de cualquiera de las 40
reivindicaciones 6 a 9, en el que el sacárido conjugado es un antígeno sacárido conjugado con una proteína 
vehículo.

11. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 ó 7 a 10 o el uso de cualquiera de las 
reivindicaciones 6 a 10, en el que la muestra es una vacuna, particularmente una vacuna de glucoconjugado, más 
particularmente una vacuna de glucoconjugado que comprende un conjugado que comprende un sacárido que 45
contiene un resto de ácido siálico o una vacuna de glucoconjugado que comprende un conjugado que comprende un 
sacárido capsular bacteriano de Streptococcus agalactiae, por ejemplo, de Streptococcus agalactiae serogrupo Ia, 
Ib, II, III o V.

12. Un procedimiento de liberización de una vacuna para su uso por médicos, que comprende las etapas de: (a) 
fabricar una vacuna que comprende un sacárido conjugado; (b) analizar el grado de no conjugación de la vacuna por 50
un procedimiento de la reivindicación 1 o reivindicación 2; y, si los resultados de la etapa (b) indican un grado de no 
conjugación aceptable para uso clínico, (c) liberar la vacuna para su uso por médicos.

13. Un procedimiento para preparar una composición de vacuna, que comprende una etapa de analizar el grado de 
no conjugación de la vacuna por un procedimiento de la reivindicación 1 o reivindicación 2, incluyendo una etapa de 
medición del pH, seguida por una etapa de ajuste del pH de la composición a un valor deseado, por ejemplo, entre 6 55
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y 8, o aproximadamente 7.

14. Un procedimiento para envasar una vacuna, que comprende las etapas de: (a) fabricar una vacuna a granel que 
contiene un sacárido conjugado; (b) analizar el grado de no conjugación de la vacuna a granel por un procedimiento 
de la reivindicación 1 o reivindicación 2; (c) opcionalmente, analizar la vacuna a granel para el pH y/u otras 
propiedades; y, si los resultados de la etapa (b) y (c) indican que la vacuna a granel es aceptable para uso clínico, 5
(d) preparar y envasar la vacuna para uso humano a partir del granel.
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