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RESUMEN
En México Haemophilus influenzae tipo b es uno de los agentes que provoca con mayor
frecuencia enfermedades infecciosas agudas del aparato respiratorio, provocando gran
morbilidad y mortalidad dentro de fa poblacidn infantil. El principal factor de virulencia de
Haemophilus  influenzae tipo b es la capsula formada por el polisacarido
polirribosilribitolfosfato (PRP). El PRP producido por la bacteria y conjugado con diversos
clementos ha sido utilizado para prevenir el proceso infeccioso, por lo que es importante
producir masivamente el polisacarido, ampliando con ello la produccion del PRP y de esta
manera tener mayores posibilidades de erradicar las enfermedades causadas por este
microorganismo. Debido a la gran variedad de medios de cultivo empleados para la
produccién de PRP de Haemophilus influenzae tipo b, es necesario encontrar el medio
adecuado para promover la maxima productividad del polisacarido, ademads de un disefio
aplicado al medic con el fin de seleccionar el niimero minimo de rtequerimientos
nutricionales que promuevan la respuesta deseada y con ello llevar la produccion del
polisacirido a un nivel industrial en el pais y satisfacer las demanda de las vacunas para
erradicar y prevenir las enfermedades de Haemophilus influenzae tipo b .
En el presente trabajo se evalud la produccién de PRP en 5 cepas de Haemophilus
influenzae tipo b, se selecciono la mejor cepa productora del antigeno y se determino su
maxima produccion en un medio de cultivo liquido optimizado, bajo condiciones de cultivo
controladas como: T®, pH y aireacion.
Se analizaron las caracteristicas morfo-coloniales (tamaifio, celor, forma, bordes, elevacion,
. superficie y mucosidad) de las 5 cepas incubadas en placas de agar BHI a 37 C°/ 24hrs,
encontrando dos tipos coloniales: “S” (cepa 1l y 80) y “ R” ( cepas I, IIl, y IV).
Posteriormente se selecciono a la cepa de mayor produccion de polisacdrido con 15 pg/ml
de PRP (cepa 1) y se determinaron las condiciones generales del medio de cultivo:
estableciendo concentraciones minimas de 20 mg/l para NAD y 10 mg/l para Hemina.
Utilizando e! método de presencia y ausencia, se determino la influencia de
casaminoacidos, glucosa y extracto de levadura, componentes principales en el medio INH,
sobre la produccién del polisacarido determinando que la falta de cualquiera de ellos afecto
notablemente Ia produccion. Utilizando el método Box-Wilson (modificado) se establecio
la optimizacién de los nutrientes casaminodcidos, glucosa y extracto de levadura del medio
INH, obteniendo después de tres series el medio optimizado con las siguientes
concentraciones: 2.5g/l de casaminoacidos, 8.43g/l de extracto de levadura y glucosa, 1.8g/l
de NaH2PO4 H20, 12.4 g/l de Na2HPO4, 8.1 g/l de NaCl, 20 mg/l de NAD y 10 mg/l de
Hemina, Obteniendo concentraciones de PRP de 41.26 pg/mi de PRP en la cepa
seleccionada. El siguiente paso fue modificar los parametros ambientales como: pH,
aireacion y temperatura, manejados bajo el método de Box-Wilson obteniendo los
siguientes pardmetros: 7.8 de pH, Temperatura de 36-36.5 C° aireacion
(superficie/Volumen) de! 80% y r.p.m. de 160. Para dichos parametros se midio su efecto
en el medio de cultivo optimizado teniendo un incremento de 41 ug/ml de PRP a 45 pg/ml
de PRP.
Con estos resultados concluimos que e! medio TNH posee todos los componentes
principales de crecimiento, elementales y energéticos para el crecimiento del Haemophilus
influenzae tipo b, obteniendo un mejeramiento de un 60% de produccion de PRP al
optimizar los nutrientes del medio de cultivo y sus parametros ambientales (de 15 pg/ml de
PRP en el medio sin optimizar a 45 ug/m! de PRP en el medio optimizado).
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INTRODUCCION

La peligrosidad de algunos organismos patogenos para el hombre, entre ellos
ciertas bacterias asociadas a enfermedades respiratorias, han evolucionado
considerablemente durante los iiltimos afios; en algunos casos se han llegado a
erradicar completamente y en otros se ha controlado su incidencia. Asi mismo,
se han ampliado los conocimientos cientificos y las capacidades tecnologicas
para combatir muchas enfermedades, y poder contar asi con mejores recursos
de diagnéstico y tratamiento. No obstante, conforme avanzan la ciencia y la
tecnologia, también aumenta la necesidad de conocer mis a fondo las
caracteristicas de aquellos microorganismos que siguen provocando
padecimientos de gran importancia para el hombre; y asi poder controlarlos
definitivamente.

Una de las bacterias que continua afectando enormemente la salud humana es
sin duda Haemophilus influenzae, que llega a producir gran morbilidad y
mortalidad dentro de la poblacion principalmente infantil (23).

La clasificacion taxonomica de Haemophilus influenzae segin Bryan (1976),
es la siguiente:

Grupo: Hemoglobinéfilos.
Familia: Pasteurellaceae
Género: Haemophitus
Especie: influenzae
Descubridor: Pfeiffer en 1882.

N

Sus principales caracteristicas morfologicas son: Forma de bastones muy
pequefios, su aprupamiento celular es generalmente aislado, en pares o
esporadicamente en cadenas cortas y a veces forma largos filamentos, miden
de 0.2 um a 0.3 pm de grosor y 0.5um a 2 pm de largo, se tifie bien con la
fucsina fenicada y con el azul de metileno alcalino, son bacterias Gram -
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negativas, inmoviles, no esporuladas, y algunas cepas poseen una capsula de
polisacaridos (4). Es precisamente de acuerdo con las caracteristicas de estas
capsulas, que Haemophilus influenzae se clasifica en diferentes grupos que
van de la a, a la f, considerando al tipo b como ¢l mas peligroso, ya que su
cdpsula estd constituida por el polisacarido polirmibosilribitolfosfato (PRP)
(figura 1), el cual ha sido considerado como un elemento importante en la
patogenicidad de la bacteria, ya que incrementa la virulencia de este
organismo debido a que favorece la sobrevivencia del mismo en las mucosas y
en otros sitios (11).
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Fig. 1. Estructura de las unidades repetitivas del polisacarido capsular tipo b ( Crisel y
cols., 1975)

Ahora bien, desde el punto de wvista fisiologico, las condiciones de
Haemophiius influenzae tipo b incluyen entre otras, una temperatura optima,
que es de 36 a 37°C, es un organismo aerobio estricto; aproximadamente del
40 al 50% de las cepas produce indol, reduce los nitratos a nitritos, y algunas
cepas atacan los carbohidratos, pero no fermentan el manitol ni la lactosa. Este
organismo al formar parte de la flora autoctona de las superficies mucosas de
las vias respiratorias superiores en el hombre, actia como hospedero natural
favoreciendo la existencia de portadores que a menudo provocan la
diseminacion bacteriana en las comunidades mds susceptibles.

Estas caracteristicas hacen de Haemophilus influenzae tipo b un organismo
altamente patogeno, siendo su principal factor de virulencia la capacidad de
evitar las defensas del huésped, que al poseer cadpsulas formadas por
polisacaridos evitan su fagocitosis por las células macrofigicas del huésped.
La prueba de que el polisacarido capsular es el principal mecanismo de
virulencia de Haemophilus influenzae tipo b, fue establecida al demostrarse
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que vacunas preparadas con el antigeno capsular protegian contra la
enfermedad (1).

De esta forma, Haemophilus influenzae tipo b ha surgido como causa
importante de enfermedades clinicas, aumentando su relevancia como
problema de salud publica causando algunas enfermedades tales como
meningitis (inflamacion de las cubiertas de la columna espinal v del cerebro),
infecciones de la sangre, pulmonia, epiglotitis e infecciones de otras partes del
cuerpo. Las enfermedades provocadas por Haemophilus influenzae tipo b son
mas comunes en niiios de tres meses a tres afios de edad, y poco usual en
nifios de cinco afios de edad. Se puede trasmitir a través de contacto con moco
0 gotitas de la nariz y de la garganta de una persona infectada: los sintomas
pueden incluir fiebre, vomito y cuello o espalda rigidos. Otros sintomas
dependen de la parte del cuerpo afectada, estos aparecen generalmente en
menos de 10 dias después de la exposicion, cominmente en el plazo de 2 a 4
dias; el periodo contagioso varia y, a menos que esté tratado, puede persistir
mientras el organismo esta presente en la nariz y la garganta, incluso después
que hayan desaparecido los sintomas. Una persona no puede trasmitir la
enfermedad después de tomar los antibiéticos por 1 a 2 dias, pero los nifios
que han tenido alguna de estas enfermedades pueden contraerla otra vez (25).

También existen otras enfermedades menos comunes, pero incluso mas
graves, ocasionadas por Haemophilus influenzae tipo b, que son la epiglotitis
y la laringitis obstructiva. El comienzo de la enfermedad es sabito y el curso
fulminante, terminando frecuentemente con la muerte dentro de las primeras
24 horas, la infeccién comienza en la faringe y se extiende a la epiglotis, que
se vuelve de color rojo cereza y muy edematosa, y a continuacion se desarroila
obstruccion laringea (22).

La etiologia de la bronquitis aguda suele ser una infeccion viral (rinovirus,
influenza, adenovirus) por lo que en principio el tratamiento antibidtico no
aporta un beneficio claro. Sin embargo, en pacientes con enfermedades
cronicas debilitantes se debe administrar tratamiento antibidtico debido a la
frecuente sobre infeccion bacteriana. Los gérmenes que se han aislado con
mayor frecuencia son Mycoplasma preumoniae, y Haemophilus influenzae
tipo b. En las exacerbaciones agudas de la bronquitis crénica, uno de los
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gérmenes que debe cubrirse es Haemophilus influenzae tipo b, causante de
mas del 70% de estos cuadros (8).

De manera general, las principales enfermedades causadas por Haemophilus
influenzae tipo b, sus manifestaciones clinicas y las muestras requeridas para
su cultivo, se pueden resumir en la siguiente tabla:

ENFERMEDADES INFECCIQOSAS ASOCIADAS CON Haemophilus
influenzae tipo b.

ENFERMEDAD| = MUESTRA PARA MANIFESTACIONES

, CULTIVO CLINICAS

MENINGITIS [LIQUIDO dolor de cabeza, rigidez
CEFALORAQUIDEO, cervical, convulsiones,
SANGRE fiebre, mas frecuente en
niitos de un mes a dos

aiios.
LARINGOTRA- |[EXUDADO FARINGEOQ,|puntos inflamados y
QUEITIS SECRECIONES enrojecidos, edematosos y
LARINGEAS con exudado amarillo,

dolor de garganta con tos.
EPIGLOTITIS |SANGRE, SECRECIONES|dolor de garganta de
LARINGEAS inicio y evolucion sitbitos;
disfagia y obstruccién de
vias aéreas superiores.

Puede requerirse
traquetomia.
NEUMONIA  |[ESPUTO, ASPIRADO tos, produccién de esputo
TRANSTRAQUEAL, y dolor pleural.
LAVADO
BRONQUIAL

Fuente: Publicacién Técnica del INDRE No. 19, 1998
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En Meéxico, Haemophilus influenzae tipo b reviste especial trascendencia ya
que es uno de los agentes mas frecuentes de las enfermedades infecciosas
agudas del aparato respiratorio, que en conjunto provocan una elevada
morbilidad que afecta principalmente a la poblacién infantil, son causa de
dafios severos y algunas pueden conducir a la muerte 0 provocar secuelas
invalidantes que conducen a perdidas de la fuerza de trabajo con los impactos
consecuentes en la economia familiar y nacional (11).

En este caso, es necesario implementar medidas de defensa contra este tipo de
enfermedades, y aunque actualmente existen ya una buena cantidad de
tratamientos contra Haemophilus influenzae tipo b, es necesario continuar con
las investigaciones obteniendo medios para combatir en su totalidad a esta
bacteria, y asi mantener una mayor proteccién a la salud de la poblacion
infantil. Actualmente, los tratamientos mas comunes son: la ampicilina y el
cloranfenicol, que desgraciadamente no han sido lo suficientemente eficaces
para controlar a Haemophilus influenzae tipo b y hasta ahora, la ampicilina ha
sido el farmaco de eleccion (22).

Otros tratamientos que hasta la fecha han amrojado alpgunos resultados
satisfactorios, son las cefalosporinas (antimicrobianos) de tercera generacion
como moxalatran, cefotaxima y cefiriaxona, que constituyen en la actualidad
el tratamiento de eleccidén de la meningitis bacteriana por Haemophilus
influenzae tipo b. Otros antibidticos, como la cefuroxima, también pueden ser
atiles, pero su perfil de eficacia y seguridad es inferior al de cefotaxima y
ceftriaxona; asi mismo, en pacientes alérgicos a los P-lactamicos puede
emplearse cloramfenicol v aztreonam, siendo la cepa de Haemophitus
influenzae tipo b sensible a ambos antibioticos (20).

Una vez probada la eficacia imitada de los tratamientos antes mencionados,
en diversos paises se procedio a la biisqueda de¢ un método preventivo para
evitar y controlar la incidencia de Haemophilus influenzae tipo b. De esta
manera, en 1970 se comenzé a desarrollar una vacuna, que inicialmente
evaliio el uso del polisacérido capsular de Haemophilus influenzae tipo b para
su produccion; debido al alto porcentaje de las infecciones invasoras
provocadas por este organismo. Esta vacuna estaba constituida por el




Escucla Nacional de Estudios Profesionales 1ZTACALA. UN AM.
Produccion ¥ cusntificacidn de PRP {Polimtibosilribitolfos fato) de Hoemophlus influenzae tipo b ¢n un medio de cultivo liguida™.

polisacérido polirribosil ribitol fosfato (PRP); asociado directamente con el
caracter patdgeno del Haemophilus influenzae tipo b (10).

En un principio las vacunas probadas contra Haemophifus influenzae tipo b
estaban hechas a base de su propia capsula de polisacaridos (16). Sin embargo,
este tipo de vacunas tuvo poco éxito, y aunque fue recomendada por la
Academia Americana de Pediatria en 1985; tres afios después la vacuna de
polisacaridos fue reemplazada por las vacunas conjugadas (21).

En 1990 se aprobaron para su uso algunas vacunas conjugadas diferentes,
entre las que destaca la vacuna conjugada con la proteina del meningococo
(PRP-OMP). Aifios mas tarde se aprobaron las vacunas de Haemophilus
mfluenzae tipo b conjugado con toxoide difiérico (PRP/D) y tetanico (PRP/T)
(8). Cabe senalar que esta es la vacuna que se ha implementado en el
Programa de vacunacion quintuple que se desarrolla en México, planteando
como nueva meta la erradicacion de Haemophilus influenzae tipo b.

De esta manera, el PRP producido por la bacteria y conjugado con los diversos
elementos mencionados, ha sido utilizado para combatirla; por ello es que
resulta de trascendental importancia encontrar una metodologia que produzca
mastvamente este polisacarido, haciéndose necesarto conocer las
caracteristicas basicas de los medios de cultivo en que se desarrolla esta
bacteria para producirla a nivel industrial, con ello ampliar la produccion del
PRP y tener mayores posibilidades de erradicar las enfermedades asociadas a
la bactenia.

Las principales caracteristicas de cultivo de Haemophilus influenzae tipo b,
son: al ser un parasito estricto, requiere dos factores para su desarrollo,
denominados X (hemina} y V (nicotinamida adenina dinucleétido ¢ NAD).
Ambos se encuentran en la sangre fresca total. El factor X es termoestable y
reemplazable por la hemoglobina o hematina, a la cual parece ser idéntico. El
factor V, termolabil, se extrae de levaduras, algunas otras c€lulas vegetales y
de muchas bacterias. Hay otros factores nutricionales que estimulan el
crecimiento de Haemophifus influenzae tipo b, tales como el acido
pantoténico, tiamina, uracilo, purina y cisteina (4). También requiere de una

6
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temperatura de entre 36 y 37° C, aireacion constante y un pH de
aproximadamente 7.0.

Por esta razon, los medios en que generalmente se cultiva el Haemophilus
influenzae tipo b deben de tener los factores de requerimiento del organismo,
estos medios son comunmente €l agar sangre y el agar chocolate; ya que
Haemophilus influenzae tipo b crece lentamente en caldo de sangre o en agar
sanpre que contenga sangre de conejo, caballo o cobaya. La sangre fresca
humana y la de carnero inhiben el crecimiento, pero pueden usarse para la
preparacién de agar chocolate, en el que Haemophilus influenzae tipo b crece
abundantemente. El agar chocolate se prepara agregando sangre a un agar base
a 80°C y manteniendo la temperatura a 50°C durante aproximadamente 15
min. o hasta que el medio se torna de color marrén. El calor moderado libera
los factores X y V de los hematies y destruye los inhibidores del factor V sin
inactivar al propio factor; en ambos tipos de cuitivo, a las 24 hrs se forman
colonias transparentes a manera de gotitas; y en otros medios de cultivo, como
el Agar-sangre-patata-glicerina, forma colonias arqueadas que parecen gotas
de mercurio. Asi mismo, en todos los cultivos se ha comprobado que la
adicion de glucosa y fuentes de nitrogeno fomenta el crecimiento a las
colonias (3).

Sin embargo, Haemophilus influenzae tipo b no solamente es cultivado en
medios solidos, también se han implementado cultivos de este
microorganismo en medios liquidos, que promueven una mayor productividad
y crecimiento. En este tipo de medios, bajo determinadas condiciones de
aireacion y temperatura, se incrementa la obtencion del polisacarido capsular
(PRP) al ser sintetizado in vitro durante el desarrollo de las bacterias, y en un
medio amortiguador es obtenido tempranamente en la fase estacionaria a una
temperatura de 37°C (18).

De esta manera, la eleccion de los medios de cultivo liquidos y las condiciones
de crecimiento descritos en diferentes investigaciones son vanables para que
Haemophilus influenzae tipo b, pueda ser cultivado en medios con sangre
fresca o hemolizada, o en medios con extracto globular que contengan los
factores X y V. Su crecimiento puede estimularse por aireacion, a un pH de
7.0 y una temperatura de 36-37°C (4). En el aislamiento primario, algunas
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Debido a la gran vaniedad de medios de cultivo empleados para la produccion
de PRP en Haemophilus influenzae tipo b, es necesario encontrar un medio
adecuado que promueva la maxima produccion del polisacarido, ademas de un
disefio aplicado al medio de cultivo con el fin de seleccionar el numero
mimmo de requerimientos nutricionales favoreciendo la produccidn o
respuesta de la variable de seguimiento.

La importancia de obtener un medio de cultivo apto para mejorar la
productividad de un metabolito deseado ha generado algunas innovaciones
sobresalientes como el método Box-Wilson, el cual proporciona una base
estadistica para la toma de decisiones en la optimizacion de medios de cultivo
(9). Por ello, este método presenta una buena opcidn para tratar de mejorar
la produccion de PRP, donde su correcta aplicacion permite mejorar tanto las
condiciones ambientales del cultivo, como las concentraciones de los
nutrientes requeridas por el organismo, favoreciendo la productividad del

antigeno capsular.

Dentro de la aplicacion del método, el medio de cultivo original puede ser
optimizado, esto es, modificando los porcentajes de algunos componentes,
obtener un medic de cultivo que proporciene mayor rendimiento en la
produccion del factor deseado, en este caso PRP de Haemophilus influenzae
tipo b; haciendo uso de combinaciones entre los cambios en los porcentajes de
los ingredientes del medio de cultivo y los costos de los mismos, es factible en
muchos casos optimizar un medio de cultivo de tal manera que no solamente
sea mas productivo, sino que de menor o igual costo que el ongnal.
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ANTECEDENTES

Las investigaciones realizadas para tratar de conseguir una vacuna efectiva
contra Haemophilus influenzae tipo b, a través de la optimizacion de medios
para la produccion del polirribosilribitolfosfato (PRP), se han llevado a cabo
en todo el mundo desde la década de los treinta, aunque en un inicio con
resultados poco alentadores. Los primeros estudios sobre el tipo y la cantidad
especifica de la produccion del polisacarido capsular (PRP) fueron realizados
en 1931 por Margarett Pittman, quien observo las cepas de aislamientos de
meningitis, v otras enfermedades relacionadas con Haemophilus Influenzae
tipo b; Pittman en 1931 clasifico a Haemophilus influenzae de acuerdo a sus
antigenos capsulares en seis grupos o serotipos, denominandolos con las letras
a, b, ¢, d, e y f, siendo el serotipo b de mayor trascendencia por su
patogenicidad en la poblacion infantil. La capsula que posee Haemophilus
influenzae tipo b juega un papel importante en la patogenicidad, y en la
produccidon de inmunidad, pero no fue sino hasta la segunda mitad de la
década de los setenta, en que algunos investigadores se dedicaron a estudiar la
produccion del PRP en diferentes medios de cultivo. De esta manera; se
observd que la encapsulacion de las células en un medio sélido era
determinado por iridiscencia, siendo la mavoria del amigeno surgido de
colonias jovenes, también encontrd durante su estudio, quince diferentes
formas de colonias, habiendo dos tipos principales, las lisas y las rugosas;
donde las primeras se distinguieron por su superficie lisa, por ser largas,
opacas ¢ iridiscentes, en estas cada bacteria estaba encapsulada
individualmente, produciendo una sustancia soluble especifica al lavar y filtrar
las colonias; por su parte las colonias rugosas fueron mas pequefias y menos
opacas, sin la produccion de la sustancia soluble. En este experimento las
colonias lisas fueron mas virulentas para los animales de laboratorio que las
colonias rugosas (17).

Para mediados de los setenta, Rae M. estudia la composicion quimica del PRP
encontrando que el antigeno capsular tipo especifico de Haemophilus
influenzae tipo b ademas de tener una umdad estructural compuesta de
D-ribosa y fosfato, como se creia hasta entonces, también tenia ribitol; los
resultados analiticos de su trabajo mostraron proporciones equimolares de
ribosa, nbitol y fosfato (20). A partir de estos resultados, los estudios
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posteriores sobre PRP pudieron determinar mayor importancia en la
inmunogemdad de este polisacarido capsular.

Por otra parte, Porter (1972) encontré que la capsulacion y la morfologia
bacteriana pueden deteriorarse por si mismos después de obtener una cierta
densidad bacteriana en la superficie del medio solido, mientras que el
deterioro en un medio liquido fue mas gradual, y no se reporta que en este
medio el antigeno fuera degradado por la desintegracion bacteriana. Dingle y
Fothergill encontraron que la adicion de glucosa, la neutralizacion de la acidez -
y la aireacién maximizan el crecimiento bacteriano en un medio liquido {18).

Con base en estos trabajos, los investigadores Porter, Pitt y Smith (1976)
estudian la sintesis y liberacion de PRP en dos cepas de Haemophilus
influenzae tipo b, en este estudio se registrd la liberacion del polisacarido
durante su crecimiento i vitro, llegdndose a establecer la cantidad v
composicion del polisacarido sintetizado, concluyendo que en caldo es mas
gradual ia liberacion de PRP, y si al mismo tiempo se incluye una buena
aireacion y se regula el pH a 7.0 y la temperatura alrededor de los 37°C, esto
permite una mayor respuesta del organismo, no solo en biomasa, sino también
en la produccion dei polisacarido (18).

Con estos trabajos iniciales se comenzaron a producir las primeras vacunas
con el polisacarido, basadas en la produccion del mismo bajo las condiciones
de cultivo establecidas en estas experimentaciones, de esta manera, en 1985 la
Federal Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos, autorizo ia vacuna
del polisacarido capsular Haemophilus influenzae tipo b la cual no es
inmunogénica en menores de 18 meses de edad. Desde entonces se
comenzaron a evaluar las vacunas conjugadas con proteinas, que incluven el
polisacarido capsular PRP asociado covalentemente al toxoide teténico (T), a
proteinas de la membrana externa del meningococo (OMP) o bien,
oligosacarido de Haemophilus influenzae tipo b asociado a CRM, que es una
molécula atoxica diftérica. En 1987 se autorizo la primera vacuna conjugada
la cual result6 ser inmunogénica en nifios menores de 18 meses y en 1991 se
dejo de recomendar la vacuna de polisacarido solo y se hizo obligatorio en los
Estados Unidos la administracion en infantes de la vacuna conjugada contra
Haemophilus influenzae tipo b (11).

10
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Las técnicas utilizadas para la produccion del polisacarido capsular
continuaron entonces evolucionando, y para los primeros afios de la década de
los noventa, se encuentra en el catalogo de técnicas de Massachusetts la
precipitacion del polisacarido capsular de Haemophilus influenzae tipo b en
sobrenadantes de cultivo mediante la utilizacion del detergente cationico
hexadecyltrimethylammonium comunmente llamado cetavlon, que actia sobre
el PRP mediante la atraccion de cargas; obteniendo bajo ciertas condiciones
de temperatura y pH el 80% del polisacarido capsular, precipitado en los
sobrenadantes del cultivo.

Con esta nueva técnica y otras ya establecidas para la obtencién de PRP y la
fabricaciéon de vacunas resultaron ser mas efectivas en todo el mundo; asi en
Europa se comenzo a utilizar masivamente la vacuna contra Haemophilus
influenzae tipo b obtenida de los recientes medios de precipitacion y
produccion de PRP.

Morante (1992} hizo un seguimiento en la Comunidad de Valencia Espaiia de
enfermedades provocadas por Haemophilus influenzae tipo b, llegando a la
conclusion de que la incidencia de estas infecciones llegé a ser del 75% en
pacientes no vacunados, por lo que se justificd plenamente la vacunacion
universal contra este microorganismo. Asi mismo en Espafia, un trabajo
similar en 1996 demostré de la misma manera que la incidencia de
Haemophilus influenzae tipo b es mucho mayor sin la vacuna. Por ello es que
la necesidad de contar con mds y mejores vacunas contra Haemophilus
influenzae tipo b ha aumentado a partir de mediados de los afios noventa (15).

En Espafia se llevaban a cabo las campafias de vacunacién con las vacunas ya
probadas, en otros paises europeos como Finlandia, continuaban las pruebas
de nuevas vacunas, basadas en la produccion masiva del polisacarido PRP, tal
es el caso de los investigadores S. Kunikka y colaboradores que en 1995
probaron los efectos inmunologicos de una dosis de PRP de Haemophilus
influenzae tipo b en la vacunacidn a los infantes de ese pais (12).
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Al mismo tiempo en México el Instituto Nacional de Pediatria realizé estudios
que demostraron la necesidad de erradicar a los portadores de Haemophilus
influenzae tipo b a través de la vacunacion; y al mismo tiempo de mejorar la
eficacia de las vacunas mediante un mejor de obtencion y produccién del PRP

(10).

Posteriormente en 1997, el Consejo Directivo de la Organizacion
Panamericana de Salud (OPS) insto a los Estados Miembros a fortalecer la
vigilancia en preparacion y fa introduccién de nuevas vacunas, como la
vacuna contra Haemophilus influenzae tipo b y hepatitis B, y asi determinar
con exactitud la carga de morbilidad o el impacto de la vacuna y poder
formular estrategias de vacunacién apropiadas.

Echaniz (1999) reportd en la revista The Lancet el uso de una vacuna contra
Haemophilus influenzae tipo b (Hib), elaborada a partir de la produccion
masiva y el refinamiento del polisacarido capsular del mismo organismo que
ocasiona meningitis y neumonia en infantes. Por un lado, se introdujo en el
Reino Unido y por otro en Gambia, en altos casos con una alta efectividad. A
partir de estos y otros reportes previos provenientes de Norteamérica, Nueva
Zelanda, Europa y Chile, donde se probd su efectividad v el bajo rango de
consecuencias adversas, la Organizacion Mundial para Ia Salud (OMS) y la
miciativa de Vacunacidn para nifios, estan considerando recomendar su uso en
los programas de inmunizacion extensiva (6).

Para diciembre de 1999, 81% de todos los recién nacidos de las Américas -
75 % en América Latina y el Caribe- fueron vacunados contra Haemophilus
influenzae tipo b (Hib) como parte del plan de vacunacién regular, dijo la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS} (2).

De esta forma, las campafias mas extensivas de investigacion referente a la
produccion de PRP para la elaboracion de la vacuna contra Haemophilus
influenzae tipo b se han dado a partir de los noventa, pero actualmente ain
falta mucho por hacer, principalmente en los paises en desarrollo, en donde se
hace necesario implementar medios que promuevan la productividad de la
vacuna (PRP) de una manera industrializada y que sobre tedo sea de bajo
costo. -
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JUSTIFICACION

En nuestro pais, la vacuna conjugada contra Haemaophilus influenzae tipo b se
ha comenzado a usar en la poblacion derechohabiente del IMSS y se incluye
ya en el Programa Extensivo de Inmunizaciéon por lo que se encuentra al
alcance de un importante porcentaje de la poblacién. Sin embargo, la
bisqueda y reporte de los casos de enfermedad invasora por Haemophitus
influenzae tipo b merece una atencion especial ya que actualmente no existe
una produccion nacional del polisacarido capsular para satisfacer la demanda
total de las vacunas parra eradicar y prevenir las enfermedades causadas por
Haemophilus influenzae tipo b, por lo que es necesario continuar con las
investigaciones cientificas que estan dirigidas a producir  PRP a un nivel
industrial, que reduzca los costos y mejore la productividad a partir de materia
prina, es decir, encontrar una metodologia apropiada que contemple el medio
de cultivo adecuado y la seleccion de la mejor cepa para favorecer la
produccion del polisacarido, obteniéndose asi la materia prima para la
produccidn de la vacuna en nuestro pais.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Produccion y cuantificacion de PRP (Polirmibosilribitolfosfato) de la cepa
Haemophilus influenzae tipo b en un medio de cultivo liquido que mejore la
produccion del polisacarido.

OBJETIVO PARTICULAR

- Ewvaluar la produccion de PRP en cinco cepas de Haemophilus influenzae
tipo b

- Seleccion de la cepa que presente mayor produccion del polisacarido
capsular.

- Observar la produccién de PRP con relacion a la descripcion de sus
caracteristicas morfoldgicas y microscopicas de la cepa seleccionada.

- Optimizacion de un medio de cultivo liquido que promucve la produccién
de PRP:
a) Determinar la concentracion minima requerida del factor X (Hemina) y
V (NAD).
b) Efecto de la presencia y ausencia de nutrientes en el medio de cultivo
ligdo.
¢) Determinar la concentracion optima de los nutrientes por el método
“Box-Wilson™.

- Evaluar el efecto de las condiciones de cultivo (T°, pH, aireacion y rpm)
en la produccion del polisacarido capsular.
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MATERIAL

Material Estéril para cultivo:

Cajas Petri (con medio de cultivo solidificado BHI, complementando con
NAD y Hemina).

Matraces Erlenmeyer de 250 ml con tapén de algodon y gorro de papel.
Micropipetas (sanitizadas) de 0-50 pl, 0-100ul, 0-1000 ul y puntas
(estériles) para micropipeta.

Tubos de ensayo (para centrifuga) estériles para inoculo.

Tubos de ensayo con rosca.

Jeringas de 1 m], 3 mly 10 mL

Hisopos.

Guantes.

Unidades de Ultrafiltracién ¢/membrana de 0.45 pm 'y 0.22 pm

Material no estéril:

Gradillas

Tubos Eppendorff.

Celdas para espectrofotometro.

Equipo:

Balanza analitica y granataria.
Shaker o incubadora con agitacion.
Espectrofotometro.

Vortex.

Centrifuga.

Centrifuga para tubos Eppendorft.
Bomba de vacio.

Rotator.
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SELECCION DE CEPA

Para el presente estudio se emplearon 5 cepas de Haemophilus influenzae tipo
b las cuales fueron llamadas cepa-80, biotipo 1- 098, biotipo 1I- 119, biotipo
I11- 035 y bictipo IV- 118. La primera fue donada al INH (Instituto Nacional
de Higiene) en 1994, por el Doc. Robbins (Lab. of Developmental and
Molecular Inmunity the National Institute of Chilt Healt and Human
Development), mientras que las otras cepas fueron donadas por el INDRE
(Instituto Nacional de Diagnostico y Referencia Epidemiologicos), en
Noviembre de 1998, caracterizadas por proceder de aislamientos clinicos de
niiios enfermos de meningitis. En estas cepas se comprobé que sus diferentes
caracteristicas morfologicas estan estrechamente relacionadas con la
produccion del polisacarido capsular.

ABASTO

Asi mismo, con el fin de obtener un abasto suficiente para asegurar fa
homogeneidad de tos resultados que se obtengan en la Seleccion de Cepa (1,
IL, 111, IV y 80), se realizd un abasto de cada cepa, para lo cual se realizo los
siguientes pasos:

En primer lugar, se preparo 4 placas (cajas petri), con medio BHI (Infusion
Cerebro- Corazon) solido (52 g/l de agar BHI complementado con NAD y
Hemina), las cuales se dejaron en prueba de esterilidad a 37°C durante 24 hr;
posteriormente se prepararon 100 mi de medio BHI liquido en un matraz
Erlenmeyer (52 g/l de caldo BHI, complementado con NAD y Hemina);, y una
solucién al 20% de leche Skim Milk, esterilizada por filtracion, dejandose
también en prueba de esterilidad a 37°C durante 24 hr.

Después de inocular las placas con Haemophifus influenzae tipo b se
sembraron mediante la técnica de estria masiva, dejando una placa para ser
inoculada mediante la técnica de estria cruzada, esto se dejo incubar a 37°C
durante 24 hr.; pasado el tiempo se cosechd el crecimiento celular superficial
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de las placas, mediante la adicion de solucion fisiologica y el raspado de la
superficie del agar con ayuda de un hisdpo para suspender la biomasa, y se
recolecto la suspension bacteriana. Posteriormente se realizé una inoculacion
del medio BHI liquido con 10 ml de la suspension anterior, y se dejd
incubando a 37°C durante 24 hr con agitacion de 180 r.p.m.; se tomaron 80 ml
del medio BHI cultivado y se adiciono 20 ml de la solucién estéril de Skim
Milk al 20%, todo esto en condiciones totalmente esténles.

Finalmente se llenaron ampolletas o viales estériles con 0.5 ml de la mezcla
Skim Milk BHI, y se congelaron a -70°C en nitrégeno liquido para una mejor
conservacion.

Las bacterias fueron conservadas bajo estas condiciones para posteriormente
ser cultivadas durante 24 hrs. en medio solido BHI y asi poder describir sus
caracteristicas morfo-coloniales y microbiologicas utilizando diversas
pruebas.

De esta manera, una vez que se llevd a cabo la preparacion del abasto, se
describieron las caracteristicas principales del organismo, procediendo a elegir
el medio de cultivo més adecuado para la produccion del polisacirido
capsular, que de acuerdo con los objetivos del presente trabajo fue el
siguiente:

MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo empleado, llamado INH fue obtenido a partir de diversos
estudios. Este medio consistié de Acidos casaminicos al 2% (Difco), Extracto
de Levadura dializado al 0.25% -ultrafiltrado en unidad de filtracion Nalgene
0.45um- (Difco); Glucosa al 0.25% (Difco, Merck) ¥ Cloruro de Sodio o
Fosfato de sodio como buffer especifico. El suplemento X (hemina), fue
estenilizado por filtracion el cual se utilizo a una concentracion de 20 mg/l. El
suplemento V, que es un Ill grado de nicotinamida adenina dinucleotido
(NAD) de Sigma Chemical Co., fue esterilizado por filtracion de uso a 40
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mg/l. Por otro lado el buffer de fosfato (PBS) consistié de 8.1 g/l. de NaCl,
1.8 g/l. de NaH2PO4. H20 y 12 4 g/I. de Na2HPOQ4 por litro.

T

2 Contegimauon -
= requeridapor Litre?, |
18 ¢ 0.

Na2HPO4 124 ¢ 0.248 g/ml

NaCl 8lg 0.162 g/ml

Casaminoacidos 20 ¢ 0.2 g/ml

Glucosa 25¢ 0.05 g/ml

Ext. Levadura 25¢g 0.2 g/ ml

Hemina 20 mg 10 mg/ml
NAD 40 mg 10 mg/ml |

Para el ensayo de cuantificacion del PRP se selecciond el método de
precipitado por cetavion, siendo la mejor opcion, debido a la rapidez de la
prueba con relacion al método mas comun para dicho fin, es decir por
antisuero de conejo. El ensayo consistid en tomar una muestra de medio
liquido (INH) inoculado y centrifugar a 3500 rp.m obteniendo el
sobrenadante. Se tomo6 ! ml de sobrenadante, al cual s¢ le agregaron 50 pl de
cetavlon al 10%; enseguida se agitd en vortex durante 5 minutos y
posteriormente se centrifugd a 10,000 r.p.m., durante 5 minutos, eliminandose
el sobrenadante; al precipitado resultante se le agrego 1 ml., de agua destilada,
agitandose nuevamente en vortex por 5 minutos; se vuelve a centrifugar a
10,000 r.p.m., y se eliminé el sobrenadante, al precipitado se le agregd 1 ml de
NaCl al 0.5 M y esto se agitd en rotator durante 30 minutos, con agitaciones
intermitentes en vortex; finalmente se centrifugd durante 5 minutos a 10,000
r.p.m., y se elimind el precipitado.

Seleccionado el medio de cultivo y estandarizado el método de cuantificacién,
se prosiguié con la caracterizacion y seleccion de las cepas de acuerdo a la
capacidad de produccion de biomasa y PRP, utilizando como apoyo cinéticas
de tal forma que se pudiera describir con mayor facilidad ¢l comportamiento
de produccion de cada cepa.
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Para los ensayos se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 ml, conteniendo
cada matraz 50 ml de medio INH, los cuales fueron inoculados con las cepas,
ya previamente cultivadas por 24 h en placas de BHI (infusién cerebro-
corazdén); a una D.O. 490nm de 0.15-0.20 pg/ml. de inoculo para
posteriormente tomar lecturas de 24, 48 y 72 hrs. Asi mismo, se tomaron
mnuestras para lecturas de PRP de 1-7, 24, 48 y 72 hrs (Todo esto en
condiciones de esterilidad).

Seleccionada la mejor cepa productora de PRP se procedié a la optimizacion
del medio, para lo cual se aplicaron diversos métodos:

OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Siendo el factor X y V los componentes principales en el crecimiento del
Haemophilus influenzae tipo b, se determind la concentracion minima
requerida para la produccion de PRP. La concentracion minima de estos
factores de acuerdo a diversas investigaciones se muestra ¢n la siguiente tabla:

- Medinde Coltive 1 - NAD|wE b SEi{Heninals 3t
1 10 mg/l 5 mg/l
I 40 my/l 20 mg/l
I 5 mg/l 5 mg/l
v 20 mg/l 10 mg/l

Posteriormente, se determiné fa importancia de cada nutniente del medio INH,
en especial: Casaminoacidos, glucosa y extracto de levadura; utilizando un
método sencillo de presencia y ausencia de cada nutriente, y asi determinar su
efecto sobre biomasa y produccion del polisacdrido.

20
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La presencia o ausencia de los nutrientes en el medio pudo ser medida bajo el
siguiente esquema:

T * * * *
II * * | *

1 * _ | * *
v * * | . *
V * * : " -

Vi * _ ] *

Vil * - E - *

VIII * - | - -
iPloque -~ |-+ (Requerigal. | qenS0pdt + | _IStock] -
NaH2P04.H20 1.8 g/l 0.09g 0.036 g/ml

Na2HPQO4 124 g/l 0.620 g 0.248 g/ml
NaCl 8.1 g/l 0405 ¢ 0.162 g/ml
Hemina 20 my/l 1 mg 10 mg/ml
NAD 40 mg/l 2mg 10 mg/ml
-5 [Requeridal | TEn50ml] <- T {Steck]

20 g/l lg 0.2 g/ml

Ext. Levadura 2.5 gl 0.125 g 0.2 g/ml
Glucosa 2.5g1 0.125 g 0.05 g/ml

* Presencia de Nutriente.
- Ausencia de Nutriente.

Siendo ¢l objetivo principal del presente trabajo, el disefio de un medio de
cultivo con el nimero minimo de requerimientos nutricionales que promuevan
la respuesta deseada (en este caso la produccion de PRP en Haemophifus
influenzae tipo b), se selecciond el método que por su facilidad y rapidez
permitié alcanzar este fin. Este método seleccionado fue el liamado Box-
Wilson (modificado), el cual involucra, el disefio de experimentos factoriales
(series), constituidos por una serie de medios de cultivo, donde se variaron las
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concentraciones iniciales de los componentes seleccionados en la misma
magnitud hacia arriba y hacia abajo de un valor medio (Concentracion basal),
arbitrariamente decidido, ejemplo:

v + - -

\Y Medio Basal Medio Basal Medio Basal
VI - + +

VII - + -
VIII - 3 n

IX - - -

* Para las siguientes series después de la inicial, se establecieron como la
diferencia entre dos concentraciones basales definidas, por los resultados
de la serie anterior.

e Para un medio de cultivo, con componentes seleccionados, con 2
concentraciones por componente (inferior y superior), cada serie estuvo
constituida de 2n medios de cultivo.

e  Para calcular el coefictente de Box-Wilson, a los valores de la variable de
seguimiento {Produccién o liberacion de PRP), producidos en cada
tratamiento (Medio de cultivo) en una serie, se les asigné un signo (+) 6 (-
), en funcién de si la concentracion del componente en consideracion fue
la inferior o la superior, respectivamente

El coeficiente se obtuvo dividiendo la suma de los valores positivos entre la
suma de los valores negativos. Si ¢l coeficiente es mayor a la unidad, esto
indica que para la siguiente serie la concentracion basal del componente en

b
(3%
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cuestion serd superior a la serie antecedente; en cambio si el valor del
coeficiente es por debajo de la unidad indica que para la siguiente serie, la
concentracion basal del componente en cuestién sera inferior con relacién a la
serie antecedente. Por ejemplo, en la primera serie de optimizacion del medio
INH considerando el método de Box - Wilson, el coeficiente se observa de la
sigujente manera:

Optimizacion del Medio INH
{Box - Wilson)

1* Serie
Wgdio I | Casami- - EXt. [A A Ext. -
o%cu:los Levadu- noacidos |1evadu-
‘ e e g ’ R LA T Iﬁ » 3
24 horas
I + + + + . + +
7.0233 -1 7.9100
11 + + + + + +
6.3400 - 7.3666
11 + + + + + +
10.1766 10.6166
v + + + + + +
[30g1] |[1.25¢/1) {[1.25A]| 8.2057
11.2056
\ (20 | 251N | [25g1 | 12.5534
11.2056
VI - + - - 4 +
14.3517
Vil - + - - + +
8.3290 9.9466
VIII - - + - - +
8.9066 10.1435
1X - - - - - -
7.1276 - - 10.1966 - -

Por altimo, una vez que fue optimizado el medio, el trabajo de produccion
masiva del polisacarido capsular de las cepas de Haemophilus influenzae tipo
b, se basé en la determinacion de los rangos de diversos -parametros

k4
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indispensables para promover una mayor productividad de PRP en cada
organismo, tales como la temperatura, que es uno de los factores
determinantes para la reproduccion de las bacterias; asi mismo la aireacion
juega un papel muy importante, ya que se ha demostrado que dependiendo de
las variaciones en esta variante la productividad del polisacarido puede
aumentar o disminuir, donde los mejores resultados se presentan al exponer a
los cultivos a un porcentaje mavor al cincuenta por ciento de aireacion y
menor al noventa, lo cual esta determinado por el mayor o menor nimero de
revoluciones por minuto (r.p.m.), es decir, a mayor r.p.m. mayor oxigenacion
(este es un factor que también esta incluido dentro del presente trabajo); otro
factor de gran importancia es el pH bajo el cual se mantuvieron los cultivos,
ya que bajo determinados rangos de pH las bacterias se pueden reproducir
mejor y tener una mayor produccion capsular.

Asi, de acuerdo con todos los parametros observados, Haemaophilus influenzae
tipo b puede presentar un notable aumento de la produccion en biomasa (D 0)
y de la produccidon de PRP.

Cabe mencionar ademas, que para realizar el presente trabajo se utilizo el
métado de Box - Wilson para las condiciones de cultivo antes mencionados,
es decir, el porcentaje de aireacion, el rango de pH y la temperatura.

En todas las determinaciones se realizaron cinéticas, para Ssu mejor
representacion sobre el avance en optimizacion del medio y por tanto en la
produccion del polisacarido capsular.

24
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RESULTADOS Y DISCUSION

MORFOLOGIA DE LAS CEPAS.

Con el objeto de estudiar la liberacion del antigeno capsular de Haemophilus
influenzae  tipo b, durante el curso del presente trabajo se analizaron las
caracteristicas morfologicas y coloniales de las cinco cepas sometidas a
experimentacion, lo cual se ilevo a cabo después de incubar a 24h / 37°C  en
placas de BHI complementado con NAD y Hemina.

Las principales caracteristicas morfologicas estudiadas fueron el tamaiio, el
color, la forma, los bordes, la elevacion, la superficie y la consistencia
(mucosidad), asi mismo se observo la presencia de capsula y la pureza de los
cultivos con el uso de pruebas de tincion de Gram y de Coaglutinacion. Los
resultados obtenidos al respecto se presentan en la siguiente tabla:

) TABLA No. 1
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS CEPAS
CARACTE. | BIOTIPO I| BIOTIPO I | BIOTIPO |BIOTIPO IV| CEPA B0
RISTICAS/ | HIB-098 HIB-119 m HIB-118
CEPAS B} HIB-035
Tamario 3mm 1 mm 1-1.5 mm 2mm
“ j lﬁz“:\-‘:’ $ ‘c )!BI ;:& \»A(; ; :\'“ lﬂﬂ;\o A ‘?‘; x e )Hw@c:{x xxx
: g:c\ & 's MR X # - g 0K Y w" ;
Forma Circular Circular Circular Clrcular
grnt- Entgrog: el 08 [
Elevacién | Elevado - | Elevado - |Elevado - Elevado - Elevado -
convexo convexo convexo convexo convexo
Aspecto | Hamedas Humedas Humedas ‘Hﬁmedas i
Consisten- | Mucoide Mucoide gMucoide N Mucoidé
cia
m i ﬂiz ‘*Z‘: ‘gih&m*
Tincién de | Gram {-) Gram (-) Gram (-} | Gram (-)

Gram
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Dentro de los resultados observamos 2 tipos de colonias en las 5 cepas: la cepa
Il y la cepa 80 presentaron las caracteristicas morfocoloniales como:
formacion de colonias bacterianas pequefias de lmm de didmetro o menos,
de color blanco transparente, circulares, traslicidas y de mediana mucosidad,
asi como la presencia de baja a mediana respuesta ante la prueba de
coaglutinacion (indicando la minina presencia de capsula en las cepas),
mientras que las cepas I, Il y IV presentaron algunas caracteristicas
diferentes, esto fue un tamafio de colonias mayor a 1 mm de diametro de color
blanco lechoso, granulares, opacas, de gran mucosidad y una alta respuesta
ante la prueba de coaglutinacion.

Nuestros resultados corroboran lo propuesto por Pittman (1931), quien
menciond la existencia de dos tipos colomales para Haemaophilus influenzae
tipo b: colonias con caracteristicas tipicas, llamadas “S™ ( cepas 11 y 80) y
colonias con caracteristicas atipicas, llamadas “R” ( cepas I, IIl y V). Cabe
mencionar que las cepas I, III y IV fueron aisladas de pacientes con
meningitis. Varios autores, entre ellos Cohen y colaboradores (1922), Henry
(1912), Tavlor (1927), Grenkowitz (1929) vy otros, mencionaron que las
formas atipicas presentan un mayor caricter patogénico (relacionado a su
tamafio capsular), siendo aisiamientos de casos clinicos principalmente en
meningitis, septicemia y artritis. Pittman  (1976) igual menciona que el
caracter patogénico de las cepas de Haemophilus influenzae tipo b pueden ser
relacionados con su morfologia colonial y el tipo de aislamiento.

MEDIO DE CULTIVO PARA PRODUCCION DE POLISACARIDOS

Determinadas las caracteristicas morfocoloniales se procedié a realizar una
seleccion de las cepas de acuerdo con la liberacion de PRP; para lo cual las
experimentaciones se realizaron en un medio de cultivo liquido llamado
“INH” cuvos componentes y concentraciones originales designados de cada
nutriente fueron los siguientes:

1.8 g/l de NaH,P0;. HO (0.09 g en 50 ml); 12.4 g/l de Na2HPO, (0.620g en
50 ml); 20 ¢/l de Casaminoacidos (g en 50 ml); 2.5 g/l de glucosa y 2.5 g/l de
extracto de levadura (0.125 g en 50 ml); 20 mg/l de Hemina (Img en 50 ml) y
40 mg/l de NAD (2 mg en 50 ml).
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Haemophilus influenzae tipo b al ser un organismo altamente estricto requiere
de un medio de cultivo apropiado. Ello condujo a la utilizacion de varios
factores de crecimiento, elementales y energéticos. Porter y colaboradores
(1976) comprobaron que un medio al poseer componentes que proporcionan
factores de crecimiento (Factor X y V), elementales (fosfatos y NaCl) y
energéticos (glucosa, extracto de levadura y casaminoacidos) favorecen tanto
el crecimiento como la liberacion del antigeno en cepas de Haemophilus
influenzae tipo b.

Designadas las concentraciones originales en el medio de cultivo, se procedio
a realizar una seleccion de las cepas de acuerdo con la liberacién de PRP
durante 24, 48 y 72 horas a 36°C; también durante la incubacién se midio la
produccion de biomasa a los tiempos 0, 24, 48 y 72 horas; lo que arrojo los
siguientes resultados:
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TABLA No. 2
SELECCION DE CEPA

CEPAS/|  PRODUCCION DE BIOMASA PRODUCCION DE PRP
_TIEMPOS (D.0. 490 nm) sg/ml_(670nm)

D. O D. O D. O D.0 PRP PRP PRP

e : SRR Ty =y L i25s
| 0 2147 0. 7998 0. 6241 0.6284 12 7477 24 31471 21.0960

0.1747 1.3687 | 1.0500 | 1.0101 84348 124060 13.1491

i . R T -F V- AE s - i ol
2 ek 141 £ I B : il

02006 | 0.6761 | 1.2120 1.26227__‘_0.3455_ 08205 1 1.1815
'02339 1.3274 | 1.2470 | 1.3727 | 06875 | 1.9246 | 2.0081

T
( &

1] 01643 0.6770 0.9851 | 1.1081 | 8.8525 | 16.4368 | 16.2999

L SRR ST TR0 HER DSR2 - O BEROL G O8 75

0 1765 1.3514 | 1.0434 1 008 6.4043 | 13.2482 13 9201

- BB rﬁ o F O el R Bt B e Y g Py

_ v O 1703 0 5703 | 0.7395 0 6376 7.7492 16.4882 10 4848
il B : FUEEES SR Ayt :

0 1699 13973 | 1. 1544 1 1428 10.3360 | 13.3050 13.7382

80 ‘0.1143 0.4918 04768 05237 0.4517 | 0.8151 0.686.9

Elar L SBELRER By =081 HAD S0 T R Sea8!
0.1865 1.2890 1 0496 0.9698 | 0.3570 | 0.8432 | 0.8592
REh € R DRI 4150970810183 740 E0 203940 BAT6:

4.7288 | 7.5612 | 7.1189

*D.0=DENSIDAD OPTICA
*T=TIEMPO DE INCUBACION EN HRS

En la tabla 2 se aprecia perfectamente que la cepa 80 y la cepa Il presentaron
la mds baja concentracion de la liberacion de PRP durante los tres periodos de
tiempo, teniendo como maxima liberacion 1 ug para la cepa 80 y 2 pg para la
cepa Il de PRP por ml de cultivo a las 72 horas, No obstante, para poder
distinguir mas ampliamente las diferencias de produccion entre una cepa y
otra, se utilizo la desviacion estandar como método estadistico (grafica 1-A).
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En la grafica 1 se muestra la produccidn de biomasa (D.O.) de las cepas de
Haemophilus influenzae tipo b durante los 3 periodos de tiempo hasta la
obtencion en la fase estacionaria, la cual se presento a las 72 hrs. Después de
la fase estacionaria, finalmente todas las cepas detienen su crecimiento a una
densidad optica de 1nm, es importante mencionar que todos los cultivos
iniciaron con un mmoculo de D.O. 0.2 nm. Con lo anterior se establecié que la
obtencion de un buen crecimiento depende principalmente de la cantidad de
inoculo.

En la grafica 1-A muestra la produccion de PRP en el cultivo, apreciandose
una buena liberacion en las cepas I, Il y IV que corresponden de 7pg a
15pg / ml de PRP en el periodo de 24 a 48 hrs; mientras que las cepas 1l y 80
a pesar de tener un buen crecimiento celular ( grifica 1) fue minima la
liberacidon de PRP, obteniendo la fase estacionaria con una liberacion de

0.6pga lyg/ml.

La relacion de las graficas anteriores (grafica 1 y- 1-A) muestra que en la
produccién de biomasa de las cepas 1, III y IV exislen variaciones
considerables en €l T24 hrs en relacion con el T48 hrs, pero las variaciones
entre este Gltimo y T72 hrs son muy pequedas, lo cual se refleja en la
produccion de PRP que difiere notablemente entre T24 y T48 hrs, pero no asi
entre T48 y T72 hrs, lo que sugiere que si hay diferencias significativas de
produccion de iniciado el cultivo hasta pasadas las 48 horas, y que estas
diferencias ya no son tan significativas al llegar a las 72 horas.

Lo anterior es corroborado al analizar la desviacion estandar de cada tiempo
en la produccion de PRP (grifica 1-A), ya que existe una diferencia
sumamente considerable en la cepa I de 2.23 ( T24 hrs) hasta 7.28 ( T48 hrs),
lo que sugiere que en este periodo la produccién, al menos en esta cepa es
elevada, mientras que entre el T48 v el T72 solo existe una pequena diferencia
siendo en este caso para la misma cepa la diferencia de solo 2.8 unidades
siendo menor a las del caso anterior; esto confirma que no existe diferencias
significativas en la produccion de PRP una vez pasadas las 48 horas de
incubacion. Con relacién al comportamiento estable durante el crecimiento v
produccion del antigeno capsular se seleccionaron las cepas [, 11l y 1V,
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Luego de haber scleccionado las mejores cepas productoras de PRP, se
procedid con la experimentacion v se realizé una cinética de las cepas I, Il y
IV, en donde se observd el crecimiento y la liberacion de PRP en distintos
intervalos de tiempo; tiempo de 0 a T7 horas, T24, T48 y T72 hrs todo a
36°C con agitaciones de 120-160 r.p.m. Los resultados  se presentan en las
siguientes 1ablas.

, TABLA No. 3
CINETICA DE LAS CEPAS |, lll Y IV
PRODUCCION DE BIOMASA D.O. (490 nm)

0.0210 { 0.2432 | 0.3204 { 0.4912 { 0.7382 ) 0.7342] 0.7502 1 0.7694 | 1.2032 | 1.2013 | 1.0194
X 0.2255 ] 0.2541 | 0.3362 | 0.5361 | 0.7571 [ 0.7249 [ 0.7612 | 0.7867 | 1,3246 | 1.2912 | 1,1784
SD 0.0154 | 0.0294 | 0.0634 [ 0.0267 { 0.0130 [ 0.0155 | 00245 0.1716 [ 0.1278 | 0.2249
111 0.1643 | 0.2432 { 0.3692 | 0.3972 | 0.5694 | 0.7609 | 0.7943 | 0.8004 | 1.0290 | 1.2942 | 1.2906
0.1891 | 0.2284 ] 0.3841 | 0.4486 | 0.6682 [ 0.7146 | 0.8001 | 0.8341 | 1.1313 | 1.1381 | 1.2201
X 0.1767 | 0.2358 | 0.3666 | 0.4229 1 0.6188 | 0.7377 | 0.7972 | 6.8172 [ 1.080% { 1.2161 | 1.2553
SD 0.0104 | 6.0105] 0.0363 | 0.0698 | 0.0327) 0.0041 ] 0.0238; 0.0723 [ 0.1103 | 0.0498
v 0.1703 | 0.284% | 0.3142 1 0.4204 | 0.6391 | 0.7346 | 0,.7702 | 0.7614 | 1.0042 | 11524 | 1.1424
0.199% [ 0.3001 | 0.3891 | 0.4614 | 0.6482 [ 0.7981 | 0.8941 | 0.8416 | 1.1691{ 1.2142 | 1.2201
X 0.1851{0.2925] 0.3516 ] 0.4409 | 0.6432 | 0.7663 | 0.8321 | 0.8015 [ 1.0866 | 1.1833 | 1.1812
SD 0.0107 | 0.0734 { 0.0289 [ 0.0064 | 0.0449 | 0.0876 [ 0,0567 [ 0.1166 | 0.0436 | 0.0549
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, TABLA No 3-A
CINETICA DE LAS CEPAS |, ill Y IV
PRODUCCION DE PRP g/ ml { 670nm }

i s R
10.485 [ 17,6900 | 17,9482
87214} 11.0123 | 18,5301 | 18,3241

85742 10.749 | 18,11 | 18,1361

1 |8.8350
0.8291 | 0.9983 | 1.7219
X.  [0.8320 | 1.1241 | 1.8759

SD 0.1769 ) 0.2178 0.1586| 0.3728 | 0.5940 | 0.2658

4.6214 | 7.4982 | 10.4901 | 14.8201
5.1419 | 8.5106 | 13.1492 | 13.0961
48816 | 8.0044 | 11.8196 { 13.9581

11 0.6671 | 0.7849 | 0.9482
0.6546 | 0,8691 { 0.9236
X 0.6608 | 0.827 [0.9359

SD 0.0595) 0.0173 0.3680 ) 0.7158 | 1.8802 | 1.2190

v 0.6942 | 0.7249 | 1.1404 7.8358} 9.1624 | 13.3529 | 13.4381
0.8103 | 1.0396 | 1.5693 | 2.5346 | 4.1300 | 4.9682 | 5.9283 | 7.9741 | 10.1482 | 13.8324 | [3.2482
X 0.7522 { 0.8822 | 1.3548 | 2.4724 | 4.017 14.603515.7967 | 7.9049 | 13.5926 | 13.5926 | 13.3431
SD 0.2225]0.3032 | 0.0879 | 0.1597 | 0.5156 | 6.1861 [ 0.0977 | 0.6970 | 0.3390 | 6.1342

En las tres cepas seleccionadas, durante el periodo de incubacion (tabla 3) se
aprecid que existia un comportamiento semejante en la produccidn de
biomasa, apareciendo una fase exponencial en los T6 a T24 hrs, seguida de la
fase estacionaria entre los T48 y T72 hrs con una D.O. de 1.18 nm. La tabla
3-A muestra un comportamiento similar relacionade a la liberacion del PRP
en donde se aprecia una maxima produccion en los tiempos de T48 y T72 lws
que van de 13 a 18 pg/mi de PRP. El efecto de la liberacton de PRP en las tres
cepas seleccionadas puede distinguirse en la grafica que se presenta a
continuacion:
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GRAFICA No. 2
CINETICA CEPAS, | Iil, IV
PRODUCCION DE PRP pg / mi
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Porter y colaboradores (1976) mencionaron que la liberacion de PRP en el
sobrenadante ocurre por upa aparente degradaciéon de la capsula celular
mientras transcurre el tiempo de incubacion, de esta manera la liberacion se
presenta en la fase exponencial (6-7 horas) teniendo su maxima produccion en
la fase estacionaria (24- 48 horas).

En la grafica 2, la fase estacionaria de liberacion de PRP es muy parecido en
las tres cepas, por lo que no se consideran diferencias significativas entre las

34




Escuela Nacional di Estudios Profesionales IZTACALA. UN.AM.
“Produccién ¥ cuantificacién de PRP (Polimribosilribitolfosfato) de Haemophilus influenzae tipo b en un medio de cultivo liguido™.

mismas, pero en cuanto a la liberacion de PRP y de biomasa se advierte que la
cepa numero | es la que presenta una mayor productividad y una mayor
estabilidad en el crecimiento. Para los estudios de liberacidn de PRP en
distintas investigaciones se requiere de una cepa que presente una estabilidad
durante el crecimiento desde la fase exponencial hasta una fase estacionaria,
como lo demostrd Porter y colaboradores (1976). Ellos observaron la
produccién y liberacion del PRP en dos cepas de Haemophilus influenzae tipo
b conocidas como Rab y Eag. Dichas cepas se incubaron a 37°C durante 4-5
dias, obteniendo producciones de PRP 65pg/ml a los dos dias de incubacion
(fase estacionaria).

Elander R. (1990) resume que una cepa econdémicamente importante debe
poseer distintas caracteristicas como son: la capacidad de crecer
vigorosamente una vez tnoculado en un fermentador, que hibere facilmente el
producto deseado (en este caso el polisacianido capsular), facilmente
recuperable y en poco tiempo, y que sea una cepa que se conserve durante
largo tiempo. Considerando estas caracteristicas y los distintos valores
obtenidos durante el crecimiento y produccion de las cepas se opto por la
cepa l.

Después de haber determinado y seleccionado la cepa mas apta para una
mayor produccion de PRP, se procedid a determinar las condiciones generales
del medio de cultivo bajo el cual se continuo la investigacion. El primer paso
para ello fue asignar diferentes concentraciones a los principales factores
nutricionales para ¢l organismo, es decir, varnando la concentracién de NAD
y Hemina, que son factores imprescindibles para el crecimiento bacteriano, vy
la variacion en el medio de cultivo puede modificar las condiciones generales
de produccion, tal y como se muestra en el siguiente cuadro y en la siguiente
grafica:
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TABLA No. 4
CONCENTRACION DE NAD Y HEMINA

MEDIOS PRODUCCION DE PRODUCCION |CONCENTRACIO
BIOMASA (D.O. 490 nm) | DE PRP ug/m} NES
670 nm) D] [Hemina]

SR B P 3 Bt o o e 7 : e
‘ﬁ_ﬁgﬁﬁ_“ P R ey v i n“’ﬁ‘v«

I 10.1592 10374 11864 74338 9.
SRR z 11303
01385 09989 1 1923 1o 9700 1,

s T = 3
SRENRx - 3

0 1515 0 9595 1 2791 9.8964
e ) A 52 ; 357.3:B 1288 | 87660
0 1376 0 9161 1 2212 9.0450 15. 5250
B RLYORE LA Ve el
i 0.1478 0 9275 0. 9406 8.6698 10 1939
e el B e Al sa mans

0.1322 0.9266 0.9396 10 2650 98900

Y \:\_ggg .1 3O AN CEA T A BF
IV 0.1532 0 9029 1.1850 8 8827 11 8368
0. 1389 1 1141 1 0968 8 8900 16 7900
‘c' 3 i Sl 89 x ot 4
Blo ue 0 1517 0 9984 1 1432 8 7563 10 1249

=
C:"'mt;' b

0 1606 0 0231 1 1302 10 8800 11 8350
R T H o b LR

14556 | 20745 |
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TABLA No. 4-A
CONCENTRACION DE NAD Y HEMINA
MEDIOS PRODUCCION DE PRODUCCION | CONCENTRACIO
BIOMASA (D.QO. 490 nm) | DE PRP ug/mi NES
670 nm [NAD] [Hemlna]
SRR R e P kg ;zm Sl moF 2208 8 ;: o —ﬁ SEEEgL __ %
/ 0 1722 1.1786 1 2107 8 8654 8 9516
sl 9.4 = B =40 doh magh.
0. 1640 1.1700 1.1524 7. 9673 8. 4000
i) 16331 B0 (11 1483 .| 762711 7.6864 1
I 0.1711 1.2278 1.4552 | 8.0161 | 8.5392
Cramnsdi0 16041153262 115 4820 -5 .5400 1 B.3394 L 40 gl 20 mall
0 1766 1 2351 1 4697 7 9883 7. 4355
SERELY YRR Eae:
i 0. 1718 1 1031 1 4875 8 8840 7 6425
Sl 1754 1 E O mas-b mall
0 1722 1.1033 1.4884 9 3673 9 1891
B T AGS8T 4911 78 TR
v 0. 1146 1.1538 | 1.2150 | 13. 1986 8 8145
svapeatnal ) 1301354, Shele088 18 : 20mai: 10.mgil
0.1199 | 1.1609 1 2130 9 1432 9 8751
A 16 [ a8a1 2196 16918 dg TRELE
2 1846

Las tablas 4 y 4-A muestran las diferencias en la produccion de PRP y
biomasa a partir de las variaciones en la concentracion de NAD y Hemina
utilizados en el medio de cultivo. Pudo observarse que de la concentracion del
medio original de 40 mg/l de NAD y 20 mg/l de Hemina no presentaron
diferencias significativas entre las concentraciones mayores como la de 60
mg/l de NAD y 30mg/l de Hemina; ni entre las concentraciones menores
como de 5 mg/l de NAD y 5mg/l de Hemina, por lo que se decidié continuar
con la experimentaciéon utilizando la mitad de la concentracién original, es
decir, 20 mg/l de NAD por 10 mg/l de Hemina.
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GRAFICA No. 3
CONCENTRACION DE NAD Y HEMINA
PRODUCCION DE PRP pg/mi
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En las graficas 3 y 4 no se observan diferencias significativas de produccién
de biomasa y de PRP entre las diferentes concentraciones; de esta manera la
concentracion de 20mg/t de NAD y 10mg/l de hemina fue elegida para
continuar la optimizacion del medio, ya que presenté los mismos resultados
que las otras concentraciones. Una vez determinada la concentracidon minima
del factor hemina y NAD se determino  la importancia de cada elemento
integrante del medio de cultivo, utilizando un método simple de presencia y
ausencia de nutrientes enfocada a tres ingredientes principales que fueron los
casaminoacidos, el extracto de levadura y la glucosa; los cuales son de gran
importancia para el desarrollo de las colonias bacterianas de Haemophilus
influenzae tipo b y la consecuente produccion de PRP por el hecho de que
estos tres compuestos son los principales donadores de nitrégeno, carbono y
glucosa, que son sin duda nutrientes wvitales para el crecimiento de los
microorganismos con las caracteristicas generales del Haentophilus influenzae
tipo b.

Con la utilizacion de este método se obtuvieron ocho medios distintos; el
medio [ conteniendo todos los ingredientes necesarios, el medio 11 sin glucosa,
el medio 1l sin casaminoacidos, el medio IV sin exiracto de levadura, el
medio V sin extracto de levadura ni glucosa, el medio VI sin casaminoacidos
ni glucosa, el medio VII sin casaminoacidos ni extracto de levadura, y el
medio VIII sin ninguno de los tres ingredientes( tabla 1), lo cual arrojé los
siguientes resultados:
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CUADRO No. 1

PRESENCIA Y AUSENCIA DE NUTRIENTES

Medio/ Bloque | Casamino- |Ext. Levadura| Glucosa
Componente dcidos
’ * " * *
HE pe i e #
i
2y = 3 }'gxw“{ e : Y. i 'i“;i‘
Blogue [Requerida] | [en 50 mi] [Stock] mi
NaH2P04,H20 1.8 g/l 0.09¢g 0.036 g/mi 2.5ml
' = ek o) Lanee Q0248 a2 6 ml S
NaCl 8.1gll 0.405 9 0.162 g/ml 2.5 m!
NAD 20 mgll 1 mg 10 mg/ml 0.1 ml
- Nutrientes [Requerida] | fen 50 mij [Stock] mi
odcidos 5ml
i e e ¢ T e T i 1 o e P B g wacin] « v Iy ¥ 0-625 m"""‘_
2.5 ml

qras
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TABLA No.5
PRESENCIA Y AUSENCIA DE NUTRIENTES

[TIEMPOS / | PRODUCCION DE BIOMASA | PRODUCCION DE
MEDIOS (D.0. 490 nm) PRP ug/mi (670 nm)
TO 124 T48 T24 748
101273208600 0.80107 195 1958 145255
o 1642 | 1. 1348 0.9673 | 12.9482
14575 08846 | 12,5719,
04501 | 05393 | 04908 | 9.5549
E0.1749.0 079827 080144 D 14914 1
0.1625 | 0.6687 | 0.6461 | 9.852
52750 F0A075 7| 809

R g & ‘ ik
0 1702 | 0.6486 07111 97891
o 301527 0 0 578 05593 IR 0A07 1 T BHIEE.
4 0.1242 | 0.3101 0. 4013 8.9130 7.3060
Senaiee o . 1692 5] 50.8948 7 07433 B 4949 1N 6288
X 0.1467 | 05024 | 05723 | 8.7039 | 7.9673
b fA g i '36 TAR 150 ¥ Raii 05 Pt G b i
0 1741 0.5001 0.5012 5 0191 5. 1142
Sy Y w8204 : :

0.1271 0.4746 0 3393 5. 0520 5 2928 .

0.1536 0.4859 0 3935 4.7104 5 21 06

. 0.4781 0 4201 51242 4.9683

{ S 0MTENKS 039745 1 4.35658 1 432687
04330 | 03335 | 38219 | 40120

0 : 3201 412811 40196

0 3268

103816 |
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En latabla 5 se observa que la ausencia de cualquiera de los tres ingredientes
principales afectd sensiblemente la liberacién de PRP y la produccion de
biomasa, ya que tres elementos juntos proporcionaron las fuentes principales
para una mayor produccion tanto de biomasa y por consiguiente de PRP,
mientras que en el resto de los medios que carecen de uno o mas de estos
elementos la produccion fue notablemente inferior al medio uno, esto puede
apreciarse mas claramente en las graficas siguientes:

GRAFICA No. §
PRESENCIA Y AUSENCIA DE NUTRIENTES
PRODUCCION DE BIOMASA (D.O. 490nm}
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De esta manera, al haber determinado la importancia de cada uno de los
componentes del medio de cultivo, se procedio a la realizacion de una cinética
para el medio original; ésto con el objeto de tener una base tedrica de las
caracteristicas que tiene el medio sin optimizar sobre el desarrollo de biomasa
y la producciéon de PRP  y comparar entonces los cambios sobre la cepa al
comenzar su optimizacion. El medio original, mostré los resultados siguientes:

CUADRO No. 2

CINETICA 1. MEDIO SIN OPTIMIZAR
Nutrientes [Requerida] [Requerida / -Stock
50 ml]

wmlmi Y |
+10mgiml . ..

T° = 36 36 5°C
pH=723
p.m.=120-140
Volumen / superficie = 80% aire
Placas BHI: 24 horas
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TABLA No 6
MEDIO SIN OPTIMIZAR

Tiempo | Produccibn de Biomasa | Des. Est. | PRP pg/ml | Desv. Est.
(D.0. 490 nm}) {670 nm)

S e i n.24,
14792 - 8. 3742
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Haemophilus influenzae tipo b al ser un parasito estricto requiere factores que
favorezcan su crecimiento asi, el medio utilizado por Porter y colaboradores
(1976) (medio INH) muestra tener todos los componentes necesarios para la
produccion de la bacteria, siendo indispensables cada uno de los componentes.

Los datos de la tabla 6 fueron analizados posteriormente con los datos de un
medio ya optimizado; mientras tanto se presento el diseiio del experimento
para optimizar ¢l medio en base a los tres componentes nutricicnales
seleccionados anteriormente; casaminoacidos, extracto de levadura y glucosa,
para asi generar la maxima respuesta de la variable de seguimiento, en este
caso la produccién de PRP. Para ello se utilizd el método de Box-Wilson. para
determinar las concentraciones establecidas para cada una de las tres series
realizadas.

La primera serie se compuso de nueve medios con diferentes concentraciones
de cada uno de los tres ingredientes fundamentales; se tiene un medio basal
con una concentracion de 20g/l de casaminoacidos con una concentracion
superior de 30 g/l e inferior de 10g/l; 2.5 g/l de extracto de levadura y 2.5 g
de glucosa, con concentraciones superiores de 3.75 g/l e infertores de 1.25 g/l
respectivamente,

El medio I tuvo una concentracion superior en los tres ingredientes, el medio
Il tuvo una concentracion inferior en glucosa, el medio 111 una concentracion
inferior en el extracto de levadura, el medio IV una concentracion superior
solo en los casaminoacidos, €l medio V fue el basal, el medio VI una
concentracion inferior en casaminoacidos y superior en los otros dos
ingredientes, el medio VII una concentracion superior solo en el extracto de
levadura, el medio VIII una concentracion superior solo en la glucosa v el
medio [X concentracion inferior de todos los ingredientes, Todo ello se
muestra en el siguiente cuadro:




Escueta Nacional de Estudios Profesionales IZTACALA. UN.AM.
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CUADRO No. 3
OPTIMIZACION DEL MEDIO INH
(BOX-WILSON)

12 SERIE

Medios / nutrientes | Casaminoédcidos j Ext. Levadura | Glucosa

Los resultados se muestran en la siguiente tabla v grificas:
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Los resultados de la primera serie presentaron una mejor respuesta a las
concentraciones bajas de los tres nutrientes principales, con relacion a los
medios con concentraciones superiores a las del medio basal. Dentro de los
resultados de la primera serie pudo observarse que la mayor produccion de
PRP se alcanzo tanto a las 24 como a las 48 horas en el medio namero VI que
contenia una mayor concentracion de extracto de levadura y de glucosa con
relaciébn a la concentracion basal, v una menor concentracion de
casaminodcidos, también con respecto a la basal; lo que sugiere que esta
relacion en las concentraciones de cada nutriente fue la optima para obtener
mejores resultados de produccion de PRP.

Sin embargo, resulté conveniente realizar una segunda serie experimental con
diferentes concentraciones para corroborar la efectividad de aumentar el
extracto de levadura y la glucosa y disminuir los casaminoacidos en el medio
de cultivo, tomando ahora la concentracion del medio VI como concentracién
basal para la segunda serie.

La segunda serie, también con nueve medios, tuvo una basal con 10g/l de
casaminodcidos, con 15g/l como superior y 5g/1 como inferior; 3.75g/ de
extracto de levadura y glucosa con 1.87g/l como inferior y 5.625g/l como
superior. En esta serie se siguid ¢l mismo modelo de concentraciones en los
diferentes medios que en la primer serie (cuadro 4):

CUADRO No. 4
OPTIMIZACION DEL MEDIO INH (BOX-WILSON)
22 SERIE

Nutrientes / medios | Casaminoédcidos | Ext. Levadura | Glucosa

Pt Bapeb i S
S e
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TABLA No. 8
OPTIMIZACION DEL MEDIO INH
(BOX-WILSON)

21 SERIE
TIEMPOS /| PRODUCCION DE BIOMASA PRODUCCION DE
MEDIOS (D.O. 490 nm) PRP
ug/mi (670 nm)

70 T24 748 T24
;1896 ~HEEIN783 T 11,7466 | -20,5968
|_0.1917 1.0933 | 1.8331 | 27.4762

[ 47403 T (729.9272 11
X 25.9957
SRl HERe. 63T 4

26.2610

_ :
R ST

—mm-mm

e A EIh 3005
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GRAFICA No. 7
OPTIMIZACION DE MEDIO INH 22 SERIE
PRODUCCION DE BIOMASA (D.O. 490 nm)
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En esta segunda serie ( tabla 8, grafica 7-A) se observé que la produccion de
PRP aumento notablemente, pero a diferencia de la primer seric no se
encontraron diferencias significativas entre los medios 1 que presenta mayor
concentracion de todos los elementos, el medio 1l con una concentracidon
inferior en glucosa y mayor en los elementos restantes, v el medio VI con una
concentracion inferior en casaminoacidos y mayor en los otros dos
compuestos; teniendo nuevamente una produccion elevada al disminuir los
casaminoacidos y elevar el extracto de levadura y la glucosa.

Debido a que la produccion de PRP fue similar entre los medios I, 11y VI fue
conveniente realizar una tercer serie considerando la concentracion del medio
VI como concentracién basal para determinar asi cuales son las mejores
condiciones de cultivo para continuar con el experimento.

De esta manera, la tercer serie tuvo una concentracion basal de 5g/l de
casaminoacidos con concentraciones superiores de 7.5 g/l e inferiores de
2.5 g/1; 5.625 g/l de extracto de lavadura y de glucosa con concentraciones
superiores de 8,437 ¢/l e infertores de 2.812 g/l; siguiendo el mismo modelo
aplicado en las dos series antertores (cuadro 5).

CUADRO No. 5 OPTIMIZACION DEL MEDIO INH (BOX-WILSON)
32 SERIE

. Matraz / mutriente | Casaminoacidos | Ext. Levadura | Glucosa

2Rl ol

: [5.625 g/l

e 2D G e B AT T ITF ] 18
- +

n
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TABLA No. 9
OPTIMIZACION DEL MEDIO INH (BOX-WILSON)
3? SERIE
| TIEMPOS /| PRODUCCION DE BIOMASA PRODUCCION DE
MEDIOS {D.0O. 490 nm) PRP ug/mi
T24 T48 724 748
s ] 27.892201 0
1.1681 1.1693 27.7075 | 33. 6616
o 1301451106, 5619314 36,53
1.1240 1.2040 27.3849 | 34. 7297
1.2238 1.1428 21.9021 31 9886
1.1738 1 1004 21.6983 31 7050
2 BDdei =t 1890553116, 598 5
1.1368 .4384 17.7064 26 1998
1.1223 1.3251 1 7.5008 25 4360
3oL TR e T KL G b W PE Al B N1 K G s e
1 0720 1.3777 20.3980 ; 21.61 57
A R B el Y30 87301
0.1528 1 0564 1.3928 19 7176 22 7049
RN i :. 1 gy - 1 xi\r fty ;5 w
0. 1549 0.9984 1 1596 2? 1533 27, 2706
R ek 7246 %> i 5
0. 1506 1.1231 1.3152 26.8127 27 7830
SRk b AR 652
0 1511 1.0005 1.3665 30.5310 40 3538
i T e T Vi THY: 4286 e Pl P AR LR ]
X 0 1553 1.2633 1.3263 31 0394 41.2873
e A e 37 i 7
0 1512 0 9290 1.3075 24 5409 27.2706
X 0 1504 1 0665 1.2739 24 7322 27 7803
0.1310 0. 9240 1.0067 23.089_6 35 0001
2 bR i DTAZE 1521963251 32.8261
X 0.1424 1 3517 1.0111 22.5044 | 34.5183
X : R a4 es <R RH 2448 |
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1.2363 29.2448
S T TAa360 28.9406 -
1.2312 28,8166

GRAFICA No. 8
OPTIMIZACION DE MEDIO INH 32 SERIE
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La grafica 8-A de esta tercera serie mostro que efectivamente las mejores
condiciones para el cultivo se presentaron con concentraciones bajas de
casaminoacidos y concentraciones elevadas de extracto de levadura y de
glucosa, ademds se observo que en las concentraciones utilizadas, la
liberacion de PRP es mucho mayor que con las concentraciones utilizadas en
el medio original.

Con los resultados obtenidos se establecidé que las tres series fueron mucho
mas eficaces en la produccion de PRP, que en ¢l medio original, va que,
incluso la primer serie que fue la mas moderada en cuanto a liberacién del
polisacarido tuvo a un nivel maximo de 14.52 pg de PRP por mi de cultivo,
siendo que en el medio original el maximo nivel alcanzado fue tan solo de
9.43 pg/ml; mas aun si se consideran las series 2 y 3 donde fueron alcanzadas
liberaciones de 259 y 41.2 pg de PRP por mi de cultivo respectivamente. De
esta manera, dentro de las tres series, las diferencias en la liberaciéon de PRP
sintetizado Tueron estadisticamente significativas; también la respuesta
producida en el medio basal de la tercera serie, fue mayor que la producida en
los medios basales de la primera y segunda serie, asi como las diferencias
mostradas por cada serie permitieron estrechar las concentraciones,
considerando como medio optimo para la liberacién de PRP el utilizado en la
tercera serie, que fue mas eficaz que el de la primer serie.

Posteriormente, a la determinacion de la concentracion optima del medio, se
realizd una cinética con el mismo para comprobar la efectividad de este medio
optimizado en cuanto a la produccion de PRP, la finalidad de esta segunda
cinética fue probar si las concentraciones de nutrientes obtenidas a lo fargo de
la experimentacion fueron suficientes para incrementar la produccion de PRP
con relacién al medio original. En esta segunda cinética se obtuvieron los
siguientes resultados:
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CUADRQO No. 6
CIMETICA 2. MEDIO OPTIMIZADO

Nutrientes [Requerida] [Requerida / Stock
S0 mi]

At 9036 g/mi
).248 g/mi

‘0.2 g-‘ml
= =40 migiml
10 mig/mi

T° = 36 36. 5°C
pH=7.3
r.p.m.=120- 140
Volumen / superficie = 80% aire
Placas BHI: 24 horas

TABLA No. 10
CINETICA 2. MEDIO OPTIMIZADO

Tiempo D.0. 490 nm | Desv. Est. | PRP ug/mi | Devs. Est.

L 0.1782 0.6432
tht Em?’ PR 2 gt RS P

—
oot f;mggfz::; i LT
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De la misma manera que en la cinética del medio sin optimizar, este cuadro
fue analizado posteriormente, junto con una tercera cinética.

El siguiente paso del presente trabajo de experimentacion fue modificar los
parametros ambientales, variando algunas condiciones como el pH, para
determinar bajo que niveles de este, el crecimiento y la produccion de PRP fue
mas optimo; las diferentes concentraciones de pH utilizadas en esta prueba
fueron consultadas de distintos autores (Porter y Smith, 1977; Porter y
colaboradores, 1976; Rae y colaboradores; y otros):
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EXPERIMENTO pH

“‘Produccion ¥ cuantificacion de PRP (Pohmbosulnhxlolfmfalo de Haemoh:lu: influenzae ti) b en un medm de culmo lig uldo

Tiempos / PRODUCCION DE PRODUCCION DE
Medios/ BIOMASA PRPug/mi
[pH] (D.O. 490 nm) (670 nm}
T0 T24 T48 T24 748 | Blanco

T o R
oy o KR g
WA LN h

‘ 0.1766

0. '1'763

0 0475 .

0.0533 | 0.0402 3.7097
048427 | 700644 10.0671 [ A3291. |40

49.9697 |

rﬂwﬁ

1.8753
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TABLA No. 11 -A
EXPERIMENTO DE pH.
PRODUCCION DE PRP pg/ mi

Medios [ pH ] PRODUCCION DE PRP ug/mi (670 nm)

'4.062

'_23.59373
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GRAFICA No. 9

EXPERIMENTO DE pH
PRODUCCION DE PRP pg/ml
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Puede observarse en la tabla 11 que el pH 6ptimo se encontro entre 7.3 y 8.0,
ya que la produccion de PRP fue mucho mavor en los medios con este
potencial de hidrogeno, esto fue apreciado perfectamente en la desviacion
estandar que se presento mucho mayor en los medios entre 7.3 y 8.0 de pH, lo
que indico que existieron diferencias significativas entre un nivel y otro, por lo
que se recomienda mantener el medio de cultivo bajo estos niveles.

Otra de las condiciones que fue tomada en cuenta fue la aireacidn, la cual
también fue variada entre el 20 y el 920% en ¢l medio, de acuerde con una
mayor o menor aphcacion de revoluciones por minuto { r.p.m.} en los medios
de cultivo, obteméndose lo siguiente:

TABLA No. 12
EXPERIMENTO SUPERFICIE / VOLUMEN

TIEMPOS / PRODUCCION DE BIOMASA | PRODUCCION DE
- MEDIOS % DE D.0 490 nm PRP ug/ml (670 nm)
AIREACION | . 10 T24 T24 T48
(N0 alre) .- 0. 21801 0628T . |13 #24.3471 +.1b6.5023 |
20.0900 13 3115
23.1466 17 9233
_%E &‘{} B“ -f!‘:

T 42.4282 35'8007 |
AT AN s [T A |

’ “11sas 40.9400 | 29, 0733
T8 TSI G5 8404 1506 6901

14969 21.5462
220, 196665 1:40.5016 45:78.7700
25,9666

: ?—-%ﬁ"%ﬁ& EG= ) hel i ch1 2958 15A7 208

0.1445 14757 | 38.1232 390354
e o T AH000° 336268 | 4347562 -
41.2466
244718
27. 4673 |

37 7883

. “30.7500
TAT2276 40,0841
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GRAFICA No. 10
SUPERFICIE / VOLUMEN

PRODUCCION DE PRP pg/ml

4.(SD=8.7179)

1.(SD= 1.2175)

5. {SD= 3.6018)

SupfVol % aire
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En este caso (tabla 12 y grafica 10) se observo que la mejor aireacién se
encontro entre el 60 y el 80% de aire para el medio teniendo con ello una
mejor respuesta en la produccion de PRP.

Porter y colaboradores (1976) y Porter y Smith (1977), demostraron que la
produccion del polisacarido en un medio optimo puede favorecerse si se
incluye un control en parametros ambientales tales como: T°, aireacion y pH.
Dichos parametros pueden ser controlados u optimizados a través del método
Box-Wilson, como se realizo en las concentraciones de nutrientes del medio.

Finalmente, una vez que se determinaron todos los factores que promueven la
maxima respuesta para la produccion de PRP, se realizé una cinética en un
medio optimizado que contempla un pH entre 7.3 v 8.0 y una aireacion de
entre el 70 y 80%; lo que arroj6 los resultados siguientes:

CUADRO No. 13

- CINETIiCA 3. MEDIO OPTIMIZADO + FARAME?ROS AMBIENTALES
T0 = 36 - 36.5°C

pH=7.3-8.0

rp.m.=120-140

Volumen / superficie = 70 - 80% aire

Placas BHI: 24 horas

Tiempo | D.O. 490 nm | Desv. Est. PRP ug/mi Desv. Est.

T0 0.1504 0.6643
S AR el R e N Ty B
0.1381
EeE e e - 0.1526 2 1 0.08
T1 0.2019
kb o] .o DABOZEL | A

0.1942

sttt l it B00.4981 Bl
T2 0.1824
it R e Q. 244850 |

0.2791
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Una vez que se obtuvo el medio optimizado, considerando ya los parametros
ambientales dptimos, se puedo apreciar de manera general que la produccion
de PRP en el medio original alcanzé un valor maximo de 837 nug de
polisacarido por ml de cultivo, en tanto que el medio optimizado sin
considerar los parametros ambientales promueve una mayor produccién de
PRP, teniendo niveles de liberacién del polisacirido superiores a los 40 pg de
PRP por ml de cultivo; pero en este Gitimo medio se aumento notablemente la
produccion de PRP hasta alcanzar un nivel de liberacion maximo superior a
los 45 pg por mi de cultivo, con lo que se puede decir que este medio es el

o am AESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA ©
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mas eficaz para la produccion capsular de Haemophilus influenzae tipo b.

Todo esto puede apreciarse mejor en la siguiente grafica:

GRAFICA No. 11
CINETICA DE MEDIOS
PRODUCCION DE PRP jg/mi
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De esta manera, ¢s que se alcanza la mayor produccion de PRP con el medio
optimizado incluyendo el pH de entre 7.3 y 8.0; la temperatura de entre 36 y
36.5°C, las r.p.m. de entre 120 y 140, y la aireacion de 70 a 80%, asi como una
concentracion especifica de los nutrientes tomada de la cinética niunero dos.

INDRE (1998) menciona que Haemophilus influenzae tipo b presenta un
desarrollo optimo entre los 35 — 38°C, sin embargo durante el transcurso del
presente trabajo se demostré que dicha bacteria tiene un rango restringido de
36-36.5°C para su desarrollo, esto incluye su incubacion desde placa hasta su
incubacion en medio de cultivo liquido.

Nota:

CUANTIFICACION DE PRP/ RIBOSA

El método de cuantificacion de PRP presentd un punto de gran importancia en
la investigacion, al ser un método no estandarizado. En la mayoria de las
investigaciones ¢l polisacarido capsular a sido medido principalmente por
inmunoprecipitacién a través de antisueros., Sin embargo, para dicho
procedimiento se requiere tomar distintas caracteristicas que debe poseer el
antisuero, que en muchos casos es especifico contra ¢l tipo de cepa que se
requiere precipitar, es decir, hay especificidad para cepas homologas; o st no
poseen ninguna relacion las cepas, deben ser inmunologicamente idénticas.

El método cuantitativo de Massachussett proporciona facilidad v rapidez, el
cual puede ser utilizado para diferentes polisacaridos microbianos. Zomennof
v Leidy (1953); Porter y Smith (1977); Massachussett (1990), mencionaron la
precipitacion del polisacarido capsular de Hib en sobrenadantes de cultivos a
través del detergente cationico hexadecyltrimethylammonium, comunmente
llamado cetavion, aprovechando la polaridad del polisacérido. Favoreciendo
en un 80% la precipitacion bajo ciertas condiciones de temperatura y pH con
un 20% de contaminantes precipitados ( acidos nucleicos y proteinas). El uso
de orcinol en este método, puede presentar pequefias intervenciones en la
lectura de absorcion , sin embargo puede ser empleado para este punto una
linea de correccion para la interferencia del orcinol.
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CONCLUSIONES

1. De las cinco cepas sometidas a experimentacion, se selecciono a la cepa |
por las siguientes caracteristicas: A) colonias descritas como “R™; B) cepa
aislada de casos de meningitis; C)Presencia de gran tamafo capsular
(Prueba de coaglutinacién y gran mucosidad); D) Buen crecimiento y
produccion de PRP durante su incubacidn; E) Estabilidad (no muta).

2. El medio de cultivo INH es el mas adecuado para la produccidén de
Haemophilus influenzae tipo b al presentar los tres componentes
principales: 1) crecimiento (factor X y V); 2) elementales (fosfatos y NaCl)
y 3) energéticos (casaminoacidos, extracto de levadura y glucosa).

3. Siendo NAD y Hemina los principales factores de crecimtiento para el
desarrollo de Haemophilus influenzae tipo b se determino que las
siguientes concentraciones son las mas optimas: 20mg/l de NAD y 10 mg/l
de Hemina.

4. En cuanto a la presencia y ausencia de los factores energéticos
(casaminodcidos extracto de levadura y glucosa) se determino que son
indispensables tanto como los factores de crecimiento y elementales para el
desarrollo de Haemophilus influenzae tipo b.

5. El método Box-Wilson demostrd ser una buena base estadistica para la
toma de decisiones en la optimizacién de medios de cultive liquidos,
permitiendo obtener una mejor respuesta en la produccion del polisacarido
capsular de Haemophilus influenzae tipo b.

6. Un medio optimizado bajo condiciones de cultivo como: pH 7.3-8.0,
temperatura de 36-36.5°C, una aireacion (superficie/volumen) 70-80% vy
un inoculo de 0.15 — 0.2 nm favorecen en un 60% la produccion y
liberacion de PRP.
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