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RESUMEN. Se evaluaron los parametros fundamentales del proceso de obtencion
del polisacéarido capsular de Haemophilus influenzae tipo b tales como: medio de
cultivo, tipo de hemina empleada como factor de crecimiento y la expresion de
capsula polisacaridica por diferentes cepas. Los medios de cultivo evaluados fue-
ron: infusion cerebro corazén, Mueller Hinton y una variante de Frantz modifica-
do. Las heminas que fueron evaluadas procedieron de las casas comerciales si-
guientes: Fluka (origen bovino), Sigma (origen equino), ICN (origen porcino) y
Calbiochem (origen bovino). Las cepas evaluadas fueron H1lam/90, Hlam/97, H2am/
96 y Eagan; y la 170 no tipable como control negativo. La concentracion del
polisacérido capsular fue determinada mediante el método de Finn, en los tres
experimentos realizados. Los resultados demostraron que la variante de Frantz
modificado permitié un crecimiento de la bacteria cuatro veces mayor, con una
mayor expresion polisacaridica superior con respecto a los demas medios evalua-
dos (p < 0,05). Este medio cumple satisfactoriamente las regulaciones de la OMS.
Con la utilizacion de la hemina de la casa Fluka, se obtuvo un incremento de la
expresion polisacaridica de 17,2 % superior a las restantes (p < 0,05); sin embargo,
su uso esta contraindicado por su origen. El empleo de la heminas de las casas
Sigma e ICN arrojaron resultados satisfactorios, lo que permite su utilizacién en
los cultivos de Haemophilus influenzae tipo b. Por otra parte, la cepa H1lam/97 evi-
dencid una expresion polisacaridica superior (p < 0,05) entre las evaluadas, lo que
demuestra la variabilidad existente por parte de las cepas evaluadas.

ABSTRACT. The fundamental parameters in the process of obtaining capsular
polysaccharide of Haemophilus influenzae type b such as: culture medium, type of
hemin, as factor of growth and the expression of the capsule polysaccharide by the
strains were evaluated. The evaluated cultures media were: infusion brain heart,
Mueller Hinton and a variant of modified Frantz. The evaluated hemin was from
the different commercial houses: Fluka (bovine origin), Sigma (equine origin), ICN
(pig origin) and Calbiochem (bovine origin). The evaluated strains were Hlam/
90, H1am/97, H2am/96, Eagan and 170 non-typable, as negative control. In these
experiments the concentration of capsular polysaccharide was determined by
Finn’s method. The results demonstrated that variant of modified Frantz al-
lowed a bacterial growth four times higher than other culture media (p < 0,05).
In addition this culture medium allowed to increase the expression capsular
polysaccharide regarding the other culture media. This culture medium com-
pletes the WHO regulations satisfactorily. The use of hemin from Fluka commer-
cial house reflected an increase of 17,2 % over the remaining ones (p < 0,05). The
hemin of Sigma and ICN threw satisfactory results too. However the use of hemin
from Fluka and Calbiochem houses is contraindicated by its origin. These results
allow the use of hemin from Sigma and ICN in the culture of the Haemophilus
influenzae type b. On the other hand, the strain Hlam/97 showed a superior ex-
pression of capsular polysaccharide (p < 0,05) among those evaluated, demonstrat-
ing the variability of the expression of polysaccharide from the strains evaluated.

INTRODUCCION

Las enfermedades producidas
por Haemophilus influenzae (Hi) son
reconocidas en el @&mbito mundial
como un problema de salud, sobre
todo, para las edades mas tempra-
nas.® H. influenzae muestra cepas
encapsuladas y no encapsuladas en
dependenciade la presencia o no de
capsula polisacaridica. Las cepas no
encapsuladas, generalmente, no pro-
ducen bacteriemia, mientras que el
95 % de los casos de meningitis y
otras enfermedades bacteriémicas
causadas por Hi se deben al serotipo
b encapsulado.! Haemophilus in-
fluenzae tipo b (Hib) constituye la
causa mas frecuente e importante de
meningitis bacteriana no epidémica
en nifios menores de cinco afos,
cuyo efecto puede ser severo y dejar
secuelas neurolégicas permanentes
en aquellos que sobreviven. Se estima
que mas de 500 000 nifios pequerios
mueren anualmente en el mundo de-
bido a esta enfermedad. Dentro de las
infecciones producidas por Hib se
encuentran también la celulitis,
epiglotitis, neumonia y artritis sép-
tica.>® La obtencion de vacunas efec-
tivas contra Hib ha sido objeto de
trabajo de numerosos grupos e institu-
ciones cientificas en el mundo funda-
mentalmente, en los Gltimos 15 arios.*®
Las variantes de productos vacunales,
en su mayoria plantean como com-
ponente primordial el antigeno
polisacaridico capsular tipo b,
copolimero lineal de unidades
repetitivas de polirribosil-ribitol-
fosfato (PRF).”® De forma general,
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para la obtencion de vacunas basa-
das en el PRF nativo se ha descrito
la utilizacién de cepas muy produc-
toras de este polisacarido como la
Eagan crecida en medios de cultivo
infusion cerebro corazéon (ICC) y
Muller Hinton (MH), suplementados
con hemina bovina y nicotinamida
adenindinucleotido (NAD).1**2 En la
ultima década, con laaparicién de la
encefalitis espongiforme de los bo-
vinos, llamada enfermedad de las
vacas locas en todos los ambientes
regulatorios, incluyendo a Cuba,*®°
se rechaza el empleo de materias pri-
mas de origen bovino, principalmen-
te, de cerebro, corazéon y hemode-
rivados. Estos nuevos elementos obli-
gan tanto a los investigadores como
a los productores de vacunas a desa-
rrollar investigaciones que les permi-
tan la sustitucion de estas materias
primas (componentes de los medios
de cultivo y factores de crecimiento)
por otras provenientes de otros ori-
genes.’®14

Este trabajo estuvo dirigido a la
solucion de problemas criticos en la
obtencidén de polisacarido capsular
de Hib, con el objetivo de poder con-
tar con esta materia prima activa,
que cumpla con los parametros exi-
gidos por la OMS? para este tipo de
producto con vistas a la formulacién
de la vacuna contra el Hib.

MATERIALES Y METODOS
Evaluacién de diferentes medios
para el cultivo de H. influenzae
tipob

El cultivo se realizo utilizando
una cepade Hib (H1am/97), pertene-
ciente a la coleccion del Instituto
Finlay, Ciudad de La Habana. La
cepa fue crecida en los medios a eva-
luar: ICC, MH y variante de Frantz
modificado (VFM). Estos cultivos
fueron suplementados con factores
de crecimiento apropiados NAD y
hemina. Los cultivos fueron desa-
rrollados hasta el final de la fase
logaritmica o inicios de la fase esta-
cionaria en un tiempo comprendido
entre 8 a 10 h . Al finalizar los culti-
vos, se procedio a cuantificar la ex-
presion polisacaridica en los diferen-
tes medios de cultivo empleados,
mediante la metodologia descrita
por Finn.? Se realizaron cuatro ex-
perimentos por variante.

Evaluacion de diferentes tipos de
hemina para la expresién de poli-
sacarido capsular de H. influenzae
tipob

Los cultivos fueron desarrollados
de la misma forma y condiciones
que se describen anteriormente. Se

realizaron cuatro experimentos por
variante. La cepa de Hib utilizada
para este estudio fue la HIm/97 y el
medio de cultivo la VFM, debido a
resultados satisfactorios obtenidos
con este medio en los experimentos
realizados anteriormente y que se ha
aplicado para otros tipos de polisa-
caridos como el Salmonella typhi.*®

Las variantes de hemina emplea-
das fueron: Fluka: hemin chloride
Biochemika, Lot. 332714 (51280) ori-
gen bovino; Sigma: hemin chloride,
Lot. 97H0360 (H-7903), origen equi-
no; Calbiochem hemin chloride, Lot.
6739 A (198820), origen bovino e ICN
hemin chloride, Lot. B20557 (3741),
de origen porcino. Al finalizar el
cultivo, se evaludé la incidencia de
la utilizacion del tipo de hemina en
la expresion del polisacarido capsu-
lar de Hib seguin la metodologia des-
crita por Finn.2

Evaluacion de la expresion polisa-
caridica por parte de diferentes
cepas de H. influenzae

En este experimento, se utiliza-
ron las cepas tipo b, aislada de casos
clinicos cubanos. Las cepas emplea-
das en este estudio fueron: H1lam/90;
H2am/96; H1am/97; Eagan (de refe-
rencia internacional). Se utilizo
como control negativo la cepa 170 no
tipable (no presenta capsula polisa-
caridica). Los ensayos se realizaron
adoble ciegas. Se incluyé como con-
trol negativo una cepa no tipable.
Se realizaron cuatro réplicas de cada
ensayo, por cepa. En este experimen-
to, se utilizé la VFM como medio de
cultivo. La cuantificacion de la ex-
presion de PRF por parte de cada
cepa de H. influenzae, se determind
segun la metodologia descrita por
Finn.2

Analisis estadistico

Los datos resultantes, tanto de la
evaluacion de las cepas, medios de
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cultivo, asi como los tipos de hemina,
en su incidencia en la expresion de
polisacarido capsular de H. influenzae,
fueron procesados en el laboratorio
sobre una base de datos de Microsoft
Excel. Para la evaluacion de la expre-
sion de PRF se realiz6 un andlisis de
varianza (ANOVA) de clasificacion
simple y se aplicé el programa Sta-
tistic Graphics/98 para el calculo de
los estadigrafos (media, desviacion
estandar, coeficiente de variacion y
error de lamedia) y el analisis de las
medias.

RESULTADOS

Evaluacién de diferentes medios
para el cultivo de H. influenzae
tipo b

Al evaluar el crecimiento de H.
influenzae tipo b en los diferentes
medios de cultivo estudiados, se
comprobé que al final del cultivo con
la VFM se obtienen densidades 6p-
ticas cuatro veces mayores con res-
pecto a los deméas medios, siendo su
fase de latencia despreciable, mien-
tras que en los deméas medios, esta
fue de 2 h (Fig. 1). Las diferencias en
cuanto a las fases de latencia pueden
deberse a que los inéculos utilizados
en estos experimentos, fueron toma-
dos a las 5 h de cultivo, lo que sig-
nifica que el in6culo del medio VFM
se encontraba al final de la fase loga-
ritmica; mientras que los correspon-
dientes a los medios ICC y MH se
encontraban en plena fase estacio-
naria. No se consideré importante
reevaluar estas condiciones, ho-
mogenizando los in6culos por el
estadio fisiolégico y no por el tiem-
po, dado que el medio VFM permi-
ti6 un rendimiento muy superior a
los restantes, lo que no se afectaria
por la disminucién del periodo de
latencia del ICC y del MH, pues so-
lamente disminuiria el tiempo de
cultivo para obtener el mismo ren-
dimiento.
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< 307 ——VFM
© 254
2
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Fig. 1. Curvas promedio de crecimiento de Haemophilus influenzae tipo b en los distin-
tos medios de cultivo evaluados. (N =4). ICC Infusién cerebro corazon. MH Mdueller

Hinton. VFM Variante de Frantz.
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La fase de latencia de VFM resul-
t6 despreciable, mientras que en las
variantes ICC y MH fue de dos horas.
Todas las curvas de los medios a par-
tir de las 8 h inician fase estacionaria.

A través del método de Finn? se
evaluaron las concentraciones de
polisacéarido obtenidas, en los dife-
rentes medios de cultivo utilizados
y se comprob6 que el empleo del
medio VFM asegura una mayor ex-
presion de la capsula polisacaridica
por parte del microorganismo. Se
obtuvo un incremento promedio de
PRF del 20,5 % con respecto al ICC.
El medio ICC mostré un incremen-
to promedio de PRF del 23,4 % con
respecto al MH (Tablas 1y 2).

Analisis estadistico

A los datos tabulados anteriormen-
te, se les realiz6é un andalisis estadisti-
co, el cual mostré que los resultados
de la expresion polisacaridica en el
medio VFM, eran significativamen-
te superiores.

Varianza:

Prueba Valor
Cochran: 0,465 P: 0,771
Bartlett”s: 1,041 P: 0,852

Hartleys: 1,974
P = 0,05, nivel de confianza del 95 %.

Las pruebas estadisticas mostra-
das, en la prueba de la hipétesis nula,
indican que las desviaciones estandar
son similares y que no existen dife-
rencias significativas entre ellas.

En el analisis del ANOVA se
observo la existencia de diferencias
significativas entre las medias de las
variables analizadas con un nivel de
confianza del 95 %.

Se pudo observar la existencia de
diferencias significativas (p < 0,05)
entre las medias de concentracion de
PRF en los medios de cultivos utili-
zados (Tablas 1y 2), no asi dentro de
un mismo medio.

Evaluacion de diferentes tipos de
hemina parala expresion de polisa-
carido capsular de H. influenzae
tipo b

Lacuantificacion de PRF en el caso
de la utilizacion de diferentes tipos de
hemina arrojo que la variante 1, pro-
veniente de la casa comercial Fluka,
mostraba resultados superiores en
comparacion con las demas (Fig. 2).

Las concentraciones de PRF que
se obtuvieron mediante el empleo de
las heminas procedentes de las fir-
mas Flukay Sigma (35y 30,5 pg/mL,
respectivamente) estuvieron por en-
cima de la media (28 ug/mL). El ana-
lisis estadistico demostro la ausencia
de diferencias significativas dentro
de un mismo grupo.

La utilizacion de la hemina pro-
veniente de la casa comercial Fluka
fue la de mejores resultados en cuan-
to a la expresidn polisacaridica (casi
cinco veces mas que lo obtenido con
la hemina de la Sigma). Los resulta-
dos obtenidos con la utilizacion de
la hemina de Sigma e ICN son esti-
mados como satisfactorios, conside-
rando lo reportado por Finn en
cuanto al nivel de expresion polisaca-
ridica.?* Los resultados obtenidos con
la hemina de la casa comercial
Calbiochem no fueron satisfactorios
(casi 14 veces menor que lo obtenido
con la hemina de Fluka).

Evaluacion de la variabilidad de la
expresion de polisacarido capsular
por parte de distintas cepas de H.
influenzae tipo b

Segun se pudo comprobar (Fig. 3)
la expresion de PRF por parte de la

cepa H1lam/97 resulté el doble de las
restantes, incluso de la Eagan de
referencia internacional, lo que per-
mitié valorar el empleo de determina-
da cepay seleccionar una adecuada
en la expresién polisacaridica.

Las cepas clinicas expresan ma-
yor capsula polisacaridica que la
cepa Eagan. No se evidenciaron dife-
rencias significativas en los experi-
mentos dentro de un mismo grupo.
La cepa 170 no se muestra (Fig. 3)
debido a la ausencia de produccion
de cépsula, lo que concuerda con su
caracteristica no tipable. Se pudo ob-
servar (Fig. 3) que la expresién
polisacaridica por parte de las cepas
estudiadas difieren, hecho que co-
rrobora lo expuesto por Finn# en
cuanto a la variabilidad de la expre-
sion de PRF por parte de las cepas
de Hib como se muestra en las ta-
blas 3y 4.

Tabla 1. ANOVA de clasificacion simple de la produccion del polisacarido de H.
influenzae tipo b (PRF) en cada uno de los medios evaluados.

Fuente Suma Df Cuadrado Radio- F P
de cuadrados medio
Entre grupos 712,247 2 356,123 6 199,4*** 0,000
Dentro de los grupos 0,516 9 0,057
Total 712,764 11

*** Significativo para p < 0,05; nivel de confianza del 95 %.

Tabla 2. Prueba de multiple rango. Método 95 % LSD.

Medios de cultivo Diferencia =+ Limites
VEM - ICC 9,852 5* 0,383
VFM - MH 18,865* 0,383
ICC - MH 9,012* 0,383

* Existen diferencias estadisticamente significativas con un nivel
de confianza del 95 %. VFM Variante de Frantz modificado. ICC
Infusién cerebro coraz6n. MH Mdueller Hinton.

Promedio general de PRF

PRF (ng/mL)
N
o
|

Fluka

Sigma

ICN Calbiochem

Tipos de heminas

Fig. 2. Expresion del polisacarido de H. influenzae tipo b (PRF) con las heminas
evaluadas provenientes de diferentes casas comerciales (Fluka, Sigma, ICN y

Calbiochem).
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Promedio de PRF
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Fig. 3. Expresion media del polisacarido de H. influenzae tipo b (PRF) por parte de

cada cepa evaluada.

Tabla 3. ANOVA de los resultados de la evaluacién de las cepas de H. influenzae
tipo b en la expresion del polisacarido capsular (PRF).

Suma Df Cuadrado Radio- F P
Fuente X
de cuadrados medio
Entre grupos 902,936 3 300,979 3 964,37 0,000
Dentro de los grupos 0,911 12 0,076
Total 903,847 15

P < 0,05. Diferencia significativa entre los grupos analizados con un nivel de con-

fianza del 95 %.

Tabla 4. Analisis estadistico por LSD de los resultados de la
evaluacion de las cepas de H. influenzae tipo b en la expresion

del polisacéarido capsular (PRF).

Cepa Diferencia =+ Limites
H1lam97 - H2am96 *10,272 0,424
Hlam97 - Hlam90 *16,565 0,424
Hlam97 - Eagan *19,648 0,424
H2am96 - H1am90 *6,292 0,424
H2am96 - Eagan *9,375 0,424
H1am90 - Eagan *3,082 0,424

* Existen diferencias estadisticamente significativas.

Analisis de igualdad de varianza

Prueba Valor
de Cochran: 0,279 P:1,0
de Bartlett”s: 1,005 P: 0,997

de Hartleys: 1,287

P > 0,05; nivel de confianza del 95 %.
Resulta de particular importan-

cia que los valores de p son mayores

de 0,05, lo que indica que no existen

diferencias significativas para un 95 %

de intervalo de confianza.

DISCUSION

La “Enfermedad de las Vacas Lo-
cas”,'*15 ha generado en diversos pai-
ses una ola negativa, respecto al uso
de medios de cultivos constituidos
por extractos de tejidos de animales,
sobre todo, de origen bovino, los cua-
les se emplean en diversas produc-
ciones biolégicas. Debido a ello, en
estos momentos, la utilizacién del

medio VFM para la produccion de la
vacuna anti-Hib podria adquirir
multiples ventajas, ya que se puede
emplear como sustituto de los me-
dios convencionales para el cultivo
de Hib, donde el microorganismo
manifiesta un crecimiento satisfac-
torio.

Por otra parte, mediante la
micropurificacién y cuantificacion
de PRF en los distintos medios eva-
luados, se comprueba una mayor
expresiéon de capsula polisacaridica
en la VFM, evidenciandose la exis-
tencia de diferencias significativas
entre los valores de PRF en los dife-
rentes medios. Ademas, garantizaun
mejor proceso de purificaciéon de
polisacarido, lo cual esta dado por su
composiciéon mucho més sencilla'y
la ausencia de macromoléculas que
pudieran interferir en el proceso.

Hilleman,?2 Marbug®y Anderson,?
entre otros, han reportado resulta-
dos similares con medios salinos. Es
significativo sefialar que estos me-
dios son mucho mas econémicos que
los convencionales como el ICCy el
MH.

Por otra parte, debido a la “En-
fermedad de las Vacas Locas”,**% el
empleo de la hemina, de origen bo-
vino, esta contraindicado en el mun-
do, (sobre todo para las vacunas con-
jugadas contra Hib). Por lo tanto, es
imprescindible la utilizacion de las
heminas de origen equino y porci-
no. Es necesario sefialar que si se
utilizara la hemina de origen bovino,
seria necesario aplicar una bateria
analitica adicional para comprobar la
ausencia de residuos de componen-
tes de este origen, o contar con un
aval del fabricante, el cual asegure
que esta libre de componentes de
origen bovino. Es conocido que la
hemina no esté relacionada directa-
mente con la expresiéon polisaca-
ridica, ya que se utiliza como factor
esencial que interviene en el creci-
miento del microorganismo. Sin
embargo, un mayor crecimiento re-
dundara en una mayor cantidad de
células y por lo tanto, en una mayor
cantidad de cépsula polisacaridica.
Los presentes resultados mostraron
que existe variabilidad en el total de
polisacarido expresado y obtenido
mediante la utilizacién de los distin-
tos tipos de hemina, algo no conoci-
do hasta este momento. 2

El analisis de la evaluacion de la
variabilidad de la expresion de
polisacarido capsular por parte las
cepas de H. influenzae tipo b, mos-
tré la existencia de diferencias en-
tre ellas. Es significativo sefialar que
este experimento fue realizado a do-
ble ciegasy se introdujo una cepa no
tipable (no produce capsula) para co-
rroborar la efectividad de la técnica
empleada. La concentracion de PRF
en la cepa 170 fue de 0,015 pg/mL.
Este pequefio valor se debe a la pre-
sencia de glucosa en el medio de
cultivo empleado, la cual causa un
falso positivo a la determinacién de
ribosa y PRF. Este valor se tuvo en
cuentaalahorade ladeterminacion
correcta de PRF Estos resultados de-
muestran la efectividad de la aplica-
cion de la micropurificacion del PRF
y su cuantificacion, ya que es capaz
de discriminar entre cepas que con-
tengan capsula polisacaridica y
aquellas que no la poseen, permi-
tiendo su utilizacién como un méto-
do completamentario a la caracteriza-
cion de las cepas de H. influenzae.
Estos resultados demuestran que la
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aplicaciéon de esta técnica permite
evaluar en cuanto se esta expresan-
do el antigeno principal, cémo influ-
ye el tiempo de conservacion de la
cepa en la expresion polisacaridica
y el sitio de aislamiento de la cepa
(liquido encefalorraquideo, sangre,
nasofaringe). Todo esto repercute en
la seleccion de la cepa vacunal ade-
cuada para la obtencion del principal
factor de virulencia. Es significativo
sefalar que este procedimiento no
esta descrito para ningun otro mi-
croorganismo, para los cuales se
emplean métodos mas engorrosos y
de costos elevados.

De manera general, segun los re-
sultados de este trabajo, la estrate-
gia a seguir en la obtencion del
antigeno fundamental de la vacuna
contra H. influenzae serd el disefio
de medios de cultivo, como la VFM,
y la utilizacion de factores de creci-
miento que cumplan satisfactoria-
mente las regulaciones de la OMS?
debido al llamado “Mal de las Vacas
Locas” y que contribuyan a la dis-
minucioén de los costos de la vacu-
na. Ademas, es muy importante la
adecuada seleccidn de la cepa que se
va a emplear en la obtencién de este
antigeno, ya que como se demues-
tra en el trabajo, existen diferencias
significativas en cuanto a la expre-
sion de la capsula polisacaridica por
parte de las cepas.

CONCLUSIONES

Debido a la enfermedad de la vacas
locas existen parametros regu-
latorios reguladores que deben cum-
plirse en la obtencién del PRF, tales
como el medio de cultivo, la hemina
a utilizar entre otros aspectos. Los
resultados sugieren la utilizacion de
la VFM como medio de cultivo para
Hib, asi como la hemina de origen
equino y porcino. Ademas, este tra-

bajo evidencid diferencias significa-
tivas en la expresién polisacaridica
al variar los parametros en la obten-
cién de PRFE
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APLICACION DE TECNICAS BIOTECNOLOGICAS
PARA EL RESCATE DE ESPECIES EN PELIGRO DE EXTINCION

Instituto de Biotecnologia de las Plantas, Universidad Central de las Villas “’Marta Abreu”

Se desarrollé una metodologia para la micropropagacion in vitro de tres especies cataceas que posibilité la multiplica-
cion masiva de tres especies de cactus que habitan en la manigua costera y en los cerros de Pelo Malo y Agabama en
Cuba: Pilosocereus robinii; Pilosocereus sp. y Melocactus actina canthus. La novedad del trabajo radic6 en que por
primera vez se trabajé in vitro con estas especies endémicas y en la utilizacion de una nueva estrategia para la
aplicacion de la biotecnologia en la conservacion de especies, cuyo objetivo principal es garantizar la produccion de la
cantidad de individuos necesarios para restaurar el ecosistema degradado.






