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Resumen

Las vacunas conjugadas son una plataforma efectiva y eficiente contra bacterias encapsuladas como S. pneumoniae, H. in-
fluenzae tipo b, y S. enterica Typhi. Es fundamental cuantificar con precision el polisacarido capsular, su principal antigeno.
Para el polisacarido de S. Typhi, se estandariz6 el método espectrofotométrico de Hestrin, que cuantifica los grupos O-aceti-
los. EI método se evalu6 rigurosamente demostrando ser especifico, lineal (rango de 0,05 — 0,75 umol/mL), exacto (recupe-
racion sin diferencias significativas con respecto al 100 % de recuperacion), y preciso en condiciones de repetibilidad y pre-
cision intermedia. Este control metodol6gico garantiza la calidad en el desarrollo de vacunas.

Palabras claves: Espectrofotometria; Estandarizacién; Método Hestrin; Salmonella; Validacién
Abstract

Standardization of the analytical procedure for the colorimetric quantification of the polysaccharide of Salmonella
enterica serovar Typhi using the Hestrin method. Conjugate vaccines are an effective platform against encapsulated bac-
teria such as S. pneumoniae, H. influenzae type b, and S. Typhi. A safety quantification of the capsular polysaccharide as the
main antigen is crucial. The Hestrin spectrophotometric method was standardized for the S. Typhi polysaccharide, which
relies on quantifying O-acetyl groups. The technique was rigorously evaluated, proving to be specific, linear (in the range of
0.05-0.75 pmol/mL), accurate (recovery with no significant difference from 100 % recovery), and precise under repeatability

and intermediate precision. This methodological control ensures quality in vaccine development.

Keywords: Spectrophotometry; Standardization; Hestrin Method; Salmonella; Validation.

Introduccién

Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) es el agente cau-
sante de la fiebre tifoidea, una enfermedad infecciosa que afecta
principalmente a paises en vias de desarrollo, con una inciden-
cia mundial estimada en aproximadamente 9 a 21 millones de
casos anuales y una mortalidad que puede superar los 100,000
fallecimientos por afio, especialmente en Asia y Africa (Garay
etal., 2025; Liu et al., 2025; WHO, 2023). La transmisién ocurre
a través del consumo de agua y alimentos contaminados con
heces de pacientes enfermos o portadores crénicos, siendo la
falta de acceso a agua potable y saneamiento adecuado factores
cruciales para su propagacion. S. Typhi es una bacteria Gram
negativa encapsulada, cuyo principal factor de virulencia es el
polisacérido capsular Vi (Robbins y Schneerson, 2008), un homo-
polimero lineal O-acetilado del acido N-acetil-D-galactosami-
nuroénico, que juega un papel fundamental en la evasion del sis-
tema inmune y es la diana para el desarrollo de vacunas conju-
gadas que han mostrado eficacia en la prevencion de la enfer-
medad (Liu et al., 2025).

La cuantificacion precisa del polisacarido capsular Vi y de los

anticuerpos inmunoglobulina G (IgG) contra este antigeno es
esencial para la evaluacion de la inmunogenicidad y la eficacia
de las formulaciones vacunales. Entre los métodos mas emplea-
dos para esta cuantificacién se encuentra el ensayo por inmu-
noadsorcion ligado a enzimas (ELISA) indirecto, que se usa
ampliamente para cuantificar anticuerpos 1gG contra el polisa-
carido Vi e indirectamente refleja la cantidad y calidad del po-
lisacarido en formulaciones vacunales. El ensayo inmunoqui-
mico ELISA se valida mediante un proceso riguroso que in-
cluye la evaluacién de intervalos de linealidad, precision intra-
e inter-ensayo, exactitud (recuperacion), especificidad frente a
otros antigenos, limite de deteccion y cuantificacién, asi como
la robustez. La curva de calibracion se construye con un suero
estandar interno adecuado, y los coeficientes de variacion obte-
nidos cumplen con criterios regulatorios (< 10 % para preci-
sion, < 20 % para robustez y recuperaciones entre 90-110 %).
Ademas, la especificidad del método es alta, discriminando co-
rrectamente sueros positivos de negativos (Espinosa-Vifials et al.,
2015).

La cuantificacion del polisacarido capsular Vi de S. Typhi tam-
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bién se realiza a traves de métodos espectrofotométricos, que
sometidos a validaciones rigurosas aseguran resultados repro-
ducibles, precisos y especificos para su aplicacion en control de
calidad y el desarrollo de vacunas. Estos métodos son mucho
mas rapidos, ventajosos y directos para ensayos rutinarios.

De los métodos espectrofotométricos el mas utilizado es el mé-
todo de Hestrin (1949), que cuantifica el polisacérido Vi me-
diante los grupos O-acetilos presentes en las moléculas, por lo
gue para su uso en la fase de investigacion-desarrollo-produc-
cion de candidatos vacunales es preciso la estandarizacion-va-
lidacion del procedimiento analitico (WHO, 2013; Quintana etal.,
2019), basado en este método demostrando la especificidad,
sensibilidad y reproducibilidad necesarias en el control de cali-
dad y evaluaciones analiticas, en el desarrollo de vacunas.

Parte experimental

Las proteinas Anatoxina diftérica (TD) y Albumina sérica hu-
mana (HSA) nativas disueltas en agua destilada, asi como los
polisacaridos capsulares de Salmonella enterica serovar Typhi
(S. Typhi), los conjugados de los polisacaridos capsulares de S.
Typhi a las diferentes proteinas (TD y HSA), fueron suminis-
tradas por el Grupo de Glicoconjugacion de la Direccién de In-
vestigaciones, el agua destilada (pH = 5,0-7,0, conductividad <
1,25 ps/cm) fue suministrada por el grupo de Servicios Criticos
de la Direccion de Ingenieria, todos pertenecientes al Instituto
Finlay de Vacunas (IFV). Los reactivos utilizados en el desa-
rrollo del procedimiento analitico, bromuro de acetilcolina
(C7H16BrNOy) (M =226,12 g/mol) > 98 %. p.s.), clorhidrato de
hidroxilamina (NHOH*HCI) (M = 69,49 g/mol., > 99 % de
pureza, p.a), hidroxido de sodio (NaOH) (M =40,0 g/mol, > 97
%, p.a), acido clorhidrico (HCI) (M =58,3 g/mol, densidad 1,19
Kg/L, 37-38 %, p.a), cloruro de hierro Ill hexahidratado
(FeCls*6H,0) (M=270,33 g/mol, 99-102 %, p.a). La dextrana
(polisacarido con estructura Glc (al—3)-Glc-(al—6)-Glc-
(al1—6)-Glc-(a1—6)-Glc) (2000 Da), fue suministrada por
Merck. Todos los reactivos y disoluciones fueron almacenadas
y conservados en las condiciones recomendadas por el fabri-
cante, ademas fueron utilizadas en su periodo de vigencia.

Los equipos e insumos (balanzas analiticas, micropipetas, es-
pectrofotometro UV-visible, agitadores, entre otros) utilizados
en la estandarizacion del procedimiento analitico fueron cali-
brados por el Grupo de Metrologia de la Direccion de Asegu-
ramiento de la Calidad del IFV. Para ello se basaron en los re-
quisitos descritos en las normas ISO 17025 (ISO/IEC FDIS
17025:2017 (Norma Internacional ISO/IEC, 2017) y las normas
cubanas de metrologia y normalizacion de la serie NC.

Procedimiento analitico basado en el método de Hestrin®.

A un volumen de 1500 pL de agua destilada como blanco, se
le adicionaron 250 pL de una disolucion de &cido clorhidrico al
37 % en agua destilada 1:2 (v/v) y se agit6 vigorosamente. Se-
guidamente, de conjunto con los tubos de ensayo gue contienen
un volumen de 1500 pL de muestra y disoluciones patrones de
acetilcolina (bromuro de acetilcolina 0,75 pmol/mL) en el in-
tervalo de concentraciones 0,05-0,75 pmol/mL, se le afiadio

500 pL de una mezcla de disolucion acuosa de hidroxilamina 2
mol/L y disolucion acuosa de hidroxido de sodio 3,5 mol/L 1:1
(vIv), se agito vigorosamente a medida que se adicionaron en
los tubos, manteniendo en reposo durante 4 minutos a tempera-
tura ambiente de 20-25 °C. Posteriormente, se adicionaron 250
ML de una disolucién de &cido clorhidrico al 37 % en agua des-
tilada 1:2 (v/v), a todos los tubos excepto al blanco. Se agit6
vigorosa e inmediatamente. Por Gltimo, se adicionaron 250 pL
de disolucion de FeCls 0,74 mmol/L en HCI 0,2 mol/L a todos
los tubos. Se agit6 vigorosamente. Se midio la absorbancia en
el espectrofotdmetro UV-Visible marca Jenway 6705 (Alema-
nia), a una longitud de onda de 540 nm.

Se determiné el valor de concentracion de cada punto de la
curva de calibracion a partir de las absorbancias y se obtuvo un
ajuste lineal a través de la ecuacion: y = mX + a. La concentra-
cidn de las muestras se calculé a partir de los valores de absor-
bancias mediante el método de minimos cuadrados. Se prome-
diaron los valores de las concentraciones (umol/mL) obtenidas,
cuyas absorbancias estuvieran dentro del rango de la curva de
calibracion y que su coeficiente de variacion (CV) intraensayo
fuera inferior al 5 % (Abreu-Véazquez et al., 2025).

Para la estandarizacion del procedimiento analitico de cuantifi-
cacién del polisacérido de S. Typhi descrito, se evaluaron los
siguientes pardmetros: especificidad, linealidad, exactitud y
precision (Parra et al., 2021; CECMED, 2014).

Especificidad

Se realizé la evaluacion del parametro de especificidad utili-
zando el procedimiento descrito con muestras de polisacérido
Vi natural de S. Typhi, conjugados de polisacarido Vi a las pro-
teinas portadoras TD y HSA, a las proteinas portadoras utiliza-
das HSA, TD y a un polisacérido no relacionado (Dextrana)
que carece de grupos O-acetilos en su estructura (CECMED,
2014; Walfish, 2006).

Linealidad

Para evaluar la linealidad se construy6 una curva de calibracion
en el intervalo de 0,05-0,75 pmol/mL de grupos O-acetilos,
evaluando cada una de las concentraciones por cuadruplicado.
Se calcul6 la ecuacion de la recta, su coeficiente de correlacion
(n), el coeficiente de variacion del factor respuesta (CVs), la des-
viacion estandar relativa de la pendiente (SDbye), asi como se
realizo la prueba de proporcionalidad para el intercepto (CEC-
MED, 2014; Walfish, 2006; Borman y Elder, 2017; Dalal et al.,
2019).

Exactitud

El parametro de exactitud se evalu6 mediante un experimento
de afiadido-recobrado. A una muestra de polisacérido de S.
Typhi, se le afiadieron tres cantidades conocidas de acetilcolina
(0,125; 0,250 y 0,375 umoles) respectivamente, se calculd el
recobrado y el porcentaje de recuperacion se compard mediante
una prueba t de student con el 100 % de recuperacion para un
nivel de confianza del 95 % (Walfish, 2006).
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Precision
La precision se evalud en condiciones de repetibilidad (estudio
intra-ensayo) y precision intermedia (estudio inter-ensayo).

Para el estudio de repetibilidad, se realiz6 la determinacion por
sextuplicado de dos réplicas de una muestra de polisacérido de
S. Typhi, por un mismo analista, en las mismas condiciones de
dia, laboratorio y equipamiento. Se calculd el coeficiente de va-
riacion expresado en porcentaje (CV (%)), comparandolos con
el valor del coeficiente aceptado para metodologias basadas en
métodos espectrofotométricos, que debe ser inferior al 3 %
(Walfish, 2006; Borman y Elder, 2017).

Para el estudio de precision en condiciones de precision inter-
media, se cuantificd dos réplicas de una muestra de polisacé-
rido de S. Typhi, por tres analistas en cuatro dias diferentes, en
iguales condiciones de laboratorio y equipamiento (Walfish,
2006; Dalal etal., 2019). Para demostrar su cumplimiento, se eva-
lué que no existieran diferencias estadisticamente significativas
entre los resultados obtenidos por los tres analistas durante los
cuatro dias mediante una comparacion de las medias, utilizando
la prueba estadistica HSD de "Tukey" o "Diferencia Honesta-
mente Significativa (HSD), para un 95 % de confianza.

Procesamiento de resultados

Para la realizacion de los calculos, evaluacién, procesamiento
de los resultados y los parametros de estandarizacion estudia-
dos se empled una hoja de calculo en Microsoft Excel, version
2016 (Microsoft, USA) vy el programa STATGRAPHICS 5
plus version 5.1 (StatPoint, Inc, USA).

Resultados y discusion

La estandarizacion y validacion de los métodos analiticos jue-
gan un papel fundamental en la investigacion y el desarrollo de
candidatos vacunales, ya que de estos procesos depende la ob-
tencion de resultados confiables, reproducibles y de alta cali-
dad. Estos resultados son esenciales para evaluar con precision
los indices de calidad durante el desarrollo y evaluacién de va-
cunas (Parraetal., 2021; CECMED, 2014; Walfish, 2006; Bor-
man y Elder, 2017).

En este estudio, el método analitico implementado se clasifico
COMO un ensayo cuantitativo (Walfish, 2006; Borman y Elder,
2017) conforme a la clasificacion de las agencias regulatorias
de medicamentos, debido a que se trata de un analisis disefiado
para cuantificar el contenido del polisacérido de S. Typhi, a par-
tir de uno de los grupos funcionales presente en la molécula. La
estandarizacion se disefié con base en esta clasificacion regula-
toria, evaluando parametros claves tales como especificidad, li-
nealidad, precision (intra-ensayo e inter-ensayo) y exactitud
(CECMED, 2014; Walfish, 2006).

Se evaluo la especificidad del método mediante el andlisis de
muestras de polisacarido natural Vi y de conjugados de este po-
lisacarido a TD y HSA, como proteinas portadoras, asi como
las proteinas portadoras utilizadas en la obtencion de las glico-
proteinas y de un polisacarido no relacionado que carece de
grupos O-acetilos en su estructura como es la dextrana. Los re-
sultados obtenidos se presentan en la tabla 1. Se observo que
Unicamente las muestras que contienen polisacarido Vi con
grupos O-acetilos en su estructura reaccionaron quimicamente
con los reactivos del método de Hestrin (1949), mostrando con-
centraciones cuantificables. Por otro lado, en las muestras de
proteinas portadoras y en el polisacarido no relacionado no se
detect6 sefial analitica, lo que demuestra que el procedimiento
es especifico para los grupos O-acetilos, sin evidencia experi-
mental de interferencias provenientes de las proteinas portado-
ras o del polisacarido carente de grupos O-acetilos.

Los espectros de absorcion en el intervalo de longitudes de
onda (I) desde 400-700 nm que se muestran en la figura 1 co-
rroboran los resultados reportados en la tabla 1, no observan-
dose absorcidn de las muestras de la dextrana y la proteina to-
xoide diftérico (TD) y si, para aquellas muestras de O-Acetilo,
polisacarido natural Vi y de conjugados de este polisacarido a
TD, que si presentan grupos O-Acetilo en su estructura.

El estudio de la linealidad de la curva de calibracion dentro del
rango de trabajo definido (0,05-0,75 pmol/mL), resulté satis-
factorio. En la figura 2, se muestra el gréafico de la curva de
calibracion, observandose una funcion lineal. Ademas, la ta-
bla 2 muestran todos los andlisis estadisticos realizados, re-

Tabla 1. Procesamiento del estudio de la especificidad del procedimiento analitico.

Muestras AL Az As Awm C1 Cz Cs
(uMol/mL)  (uMol/mL)  (uMol/mL)

PsN Vi 0,116 0,116 0,117 0,116 2,368 2,368 2,389

0,065 0,067 0,066 0,066 2,603 2,686 2,644

PsN Vi-HSA 0,146 0,149 0,150 0,148 11,983 12,234 12,318

0,070 0,076 0,075 0,074 14,059 15,314 15,105

PsN Vi-TD 0,115 0,115 0,115 0,115 0,939 0,939 0,939

0,061 0,070 0,066 0,066 0,974 1,125 1,049
HSA 0,005 0,003 0,008 0,005 ND
TD 0,002 0,006 0,007 0,005 ND
Dextrana 0,005 0,001 0,002 0,003 ND

PsN Vi: Polisacarido natural S. Typhi, PsN Vi-HSA: conjugado Polisacarido natural S. Typhi a albumina sérica humana, PsN Vi-TD: conjugado
Polisacarido natural S. Typhi a anatoxina diftérica, HSA: Albumina sérica humana, TD: anatoxina diftérica, A 1,2...n: Absorbancias de cada
réplica, Am: Absorbancia media, C1, 2...n: Concentracion de cada réplica, ND: No detectable.
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Fig. 1: Espectros de absorcion (1) 400-700 nm. naranja (O-Ace-
tilo), gris (Poli Vi-TD), azul oscuro (Poli Vi), azul claro (TD),
amarillo (Dextrana).

Dextrana @TD @ O-Acetilo

portando el cumplimento de los criterios de aceptacion esta-
blecidos para cada prueba. La ecuacion de la curva de calibra-
cion obtenida fue Y = 0,2472X + 0,0012, con un coeficiente de
correlacion (r) de 0,9997, lo que indica una excelente relacion
lineal entre la concentracion (Walfish, 2006; Borman y Elder,
2017) y la sefial analitica.

Ademas, el coeficiente de variacién del factor respuesta (CVs)
(absorbancia/concentracion) fue del 4,93 %, reflejando una ade-
cuada precision del método en términos de variabilidad relativa.
La desviacion estandar relativa (SDby) calculada fue del 0,69
%, demostrando la consistencia en las mediciones. Al aplicar la
prueba de proporcionalidad del intercepto, el intervalo de con-
fianza obtenido fue [-0,0108; 0,0011], lo que sugiere que el in-
tercepto no difiere significativamente de cero (Walfish, 2006;
Borman y Elder, 2017), confirmando la proporcionalidad reque-
rida para un método cuantitativo validado. Adicionalmente se
demostro6 el cumplimiento de la ley de Beer-Lambert. Por tanto,
podemos decir que el método desarrollado es lineal en el rango
de concentraciones estudiadas (Garcia Martinez, 2012).

El analisis estadistico de la media de los porcentajes de reco-
brado (97,79 %) proporcioné un valor p de 0,211858, superior
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Fig. 2: Gréfico de la curva de calibracion.

O y = 0,2472x + 0,0012
R2= 0,999

Tabla 2. Comparacion de los resultados experimentales y los cri-
terios de aceptacion para el estudio de la linealidad del método de
cuantificacién de Hestrin.

Parametros Tedrico Experimental
Ecuacion de la recta y=mX+a Y=0,2472X+0,0012
r >0,99 0,9997
CVs <5% 4,93
SDbyel <2% 0,69

Intercepto (a) O incluidoenIC (a)  [-0,0108; 0,0011]

r: coeficiente de correlacion, CV: coeficiente de variacion del factor respuesta,
SDbrei: desviacion estandar relativa de la pendiente, IC (a): intervalo de
confianza del intercepto.

Los resultados del estudio de exactitud del procedimiento ana-
litico se presentan en la tabla 3. Para evaluar la exactitud se
realizé un experimento de afiadido-recobrado, comparando los
porcentajes promedio de recobrado obtenidos con el valor te6-
rico del 100 % para un nivel de confianza del 95 %. En este
contexto, se calcularon los porcentajes de recobrado para cada
adicion individual, asi como el recobrado global considerando
las tres adiciones, al nivel de significancia establecido (0=0,05).
Por lo tanto, se puede plantear que no existen diferencias esta-
disticamente significativas entre los recobros experimentales y
el valor teorico del 100 %.

Los resultados obtenidos estan en concordancia con estudios
previos en la validacion de métodos analiticos para vacunas y
productos farmacéuticos, donde se han reportado porcentajes
de recobrado entre 90 y 110 % considerados aceptables para
métodos cuantitativos (Espinosa-Vifials et al., 2015), por lo que
podemos plantear que en las condiciones estudiadas el procedi-
miento es exacto.

Estos hallazgos respaldan la confiabilidad del método desarro-
llado para la cuantificacion en estudios de candidatos vacuna-
les, asegurando que los resultados obtenidos reflejan con fide-
lidad el contenido real del analito.

Tabla 3. Estudio de la exactitud del procedimiento analitico de Hes-
trin mediante un experimento de afiadido recobrado.

pmoles pmoles  pmoles recobrados % recobro
o % recobrado
muestra  afadidos calculados global
0,249 94,993
0,236 94,993
0,125
0,265 94,993
media 94,993
0,425 93,848
0,444 98,999
0,244 0,250 97,790
0,395 92,132
media 94,993
0,744 100,334
0,741 102,623
0,375
0,760 107,201
media 103,386
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Los resultados de la evaluacion de la precision en condiciones
de repetibilidad y precision intermedia cumplen los criterios de
aceptacion preestablecidos (Walfish, 2006; Dalal et al., 2019), los
CV son inferiores al 3 % para la repetibilidad (tabla 4) y el es-
tudio de la precisidén en condiciones de precision intermedia
mediante la comparacion de los resultados de concentracion de
polisacarido de S. Typhi, determinados por tres analistas du-
rante cuatro dias, utilizando la prueba estadistica HSD de “Tu-
key", realizado a un nivel de confianza del 95 % (figura 3), in-
dico que no existen diferencias estadisticamente significativas
entre los andlisis realizados, por lo que podemos plantear con
un 95 % de confianza que las variables estudiadas ( analistas y
dias de ensayo) no incidieron negativamente en el estudio de
precision en condiciones de precision intermedia. Los valores
medios de concentracion de polisacarido de S. Typhi, fueron
muy similares (0,884, 0,889 y 0,903) y las diferencias entre pa-
res de analistas estuvieron dentro de los limites criticos
(+0,0435), lo que refleja una alta reproducibilidad y consisten-
cia inter-analista. Estos resultados sustentan la robustez y fiabi-
lidad del método analitico empleado, demostrando que la va-
riabilidad atribuible al operador es minima y no afecta la preci-
sién del procedimiento. Se puede destacar que la ausencia de
diferencias significativas entre analistas respalda la validez y

confiabilidad del procedimiento analitico, un requisito impor-
tante en el contexto regulatorio para metodos utilizados en
desarrollo y control de vacunas, donde la estandarizacion y re-
producibilidad entre operadores deben estar garantizadas.
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Fig. 3: Resultado del estudio de precision intermedia del procedi-
miento analitico de cuantificacion por el método de Hestrin compa-
rando los resultados obtenidos por tres analistas en cuatro dias conse-
cutivos, utilizando la prueba estadistica HSD de “Tukey".

Tabla 4. Estudio de precision en condiciones de repetibilidad para el método de cuantificacién de Hestrin

Repeticiones

1 2 3 4 5 6 SD (wgg”f/"r‘r‘f’l‘l_) (C%V)
o Ciumol/mL) 0789 0803 0789 0817 079 079
Re'i“ca Co(umol/mL) 0831 0,761 0,789 0817 0811 0826 0,023 0,804 2,81
Cs(umol/mL) 0831 0817 0831 0803 0752 0,811
Réplica Ci(umolmL) 0789 0782 0803 0775 0834 0,804
) Co(umol/mL) 0,789 0,768 0,803 0,789 0,849 0,841 0,023 0,798 2,89
Cs(umol/mL 0782 0810 0,782 0,810 0,782 0,782
General (medias) 0,023 0,801 2,83

C:1...n: concentracion, Cm: concentracion media (umol /mL), SD: desviacion estandar, CV: coeficiente de variacion.

Conclusiones

Mediante el disefio de experimentos propuesto para la estan-
darizacién de un procedimiento analitico basado en el método
de Hestrin, se demostr6 que, en las condiciones del estudio, el
procedimiento es especifico para grupos O-acetilos presentes
en el polisacarido Vi de Salmonella enterica serovar Typhi,
tanto libres como formando glicoproteinas. El intervalo de con-
centraciones estudiado resulto ser lineal, las evaluaciones reali-
zadas demostraron que el procedimiento fue exacto y preciso
en condiciones de repetibilidad y precision intermedia.

El cumplimiento de estos criterios de estandarizacion es esen-
cial para la aceptacion regulatoria y la aplicacion confiable de
métodos en el control de calidad y desarrollo de vacunas, ase-
gurando que los resultados generados sean consistentes y com-
parables sin importar el analista ejecutor. Este nivel de control
metodoldgico contribuye a la reproducibilidad cientifica y la

confianza en los datos obtenidos durante el desarrollo de can-
didatos vacunales.
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