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FERMENTACION DE ALTO RENDIMIENTO DE HAEMOPHILUS INFLUENZAE
NO TIPIFICABLE Y EXPRESION DE LA PROTEINA P6, UN ACERCAMIENTO A
LA PRODUCCION DE UNA VACUNA PURIFICADA. PARTE |

HIGH YIELD FERMENTATION OF HAEMOPHILUS INFLUENZAE AND PROTEIN
P6 EXPRESSION : AN APPROACH TO THE
PRODUCTION OF A PURIFIED VACCINE. PART I.

Zuluaga' D.

RESUMEN

El presente articulo describe una metodologia
eficiente, simple y econ6mica para la obtencion
de altas densidades celulares de Haemophilus
influenzae, con el fin de producir vacunas tanto
celulares como acelulares. Se describe un método
de cultivo en liquido para este microorganismo,
el cual no habia sido implementado en el pais,
aun después de varios afios de investigacion por

arte de varios grupos, principalmente debido a

os bajos rendimientos obtenidos o a los altos
costos de las formulaciones mas exitosas. Se
evaluda el sistema, con respecto a medios solidos
y liquidos de referencia, teniendo en cuenta la
cinética de crecimiento, los costos y la expresion
de los antigenos mds promisorios como vacuna
purificada.
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SUMMARY

The present article describes an efficient, simple
and unexpensive method for the production of
high cellular densities of Haemophilus influenzae
for cellular and cell free vaccine production. We

resent here a liquid culture-based method that
Ead not been successfully implemented in
Colombia, so far having given low yields and
high costs. The kinetics, costs and production of
the most promisory antigen candidates for
vaccine production were evaluated in liquid and
solid refgrence media.

Keywords Haemophilus influenzae,
fermentation, outer membrane antigens, P6
protein.

INTRODUCCION.

Recientes trabajos han identificado claras diferencias entre
Haemophilus influenzae no tipificable y Hemophilus
influenzae tipo b. Estos organismos afectan diferentes
poblaciones, causan diferentes infecciones, presentan
diferentes antigenos de superficie al huésped, y son
genéticamente diferentes. Las manifestaciones mas
comunes de infecciones debidas a Haemophilus influenzae
no tipificable en adultos son infecciones del tracto
respiratorio, particularmente en ancianos y exacerbaciones
en pacientes con bronquitis crénica. La bacteria es causa
frecuente de otitis media aguda en nifios. Por su parte
Haemophilus influenzae tipo b, juega un importante rol
etiolégico en meningitis bacteriana (95% de los casos).
Los nifos de corta edad pueden ser inmunizados
eficazmente contra Haemophilus tipo b, después de la
introduccién de la vacuna conjugada (Poliribosilribitol
fosfato unida a una proteina portadora). Asi mismo los
mecanismos responsables por la inmunogenicidad son
ampliamente conocidos destacandose la importancia de
la correcta expresion de los lipopolisacaridos en los cultivos
para la produccion de vacunas. Estas vacunas no son Utiles
contra Haemophilus influenza no tipificable, ya que este
carece de la capsula de polisacaridos.

En contraste, la inmunogenicidad contra este ultimo es
contra antigenos de superficie en la membrana externa,
lo que a conducido a que las investigaciones para una
vacuna efectiva contra Haemophilus influenzae no
tipificable se hayan enfocado en los componentes de la
membrana externa, mostrando un gran potencia!l la
glicoproteina de 16.600 Daltons llamada P6. Esta proteina
contiene un epitope que es un determinante comun contra
todas las cepas de Haemophilus influenzae, tanto las tipo
b, como las no tipificables. Este determinante antigénico
es un marcador altamente especifico para Haemophilus
influenzae, ya que esta virtualmente ausente en todas la
otras especies del microorganismo.
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Por otra parte, varios criterios son importantes cuando
se desarrolla un medio de cultivo o un proceso para la
produccion de vacunas. Las buenas practicas de
manufactura indican que el medio debe contener
unicamente los componentes esenciales, ser reproducible
y facil de preparar. Ademés se deben obtener altas
densidades celulares con condiciones Fisioldgicas,
Bioguimicas y antigénicas estables.

En el pais no se conocia de la utilizacién de métodos
fermentativos de Haemophilus influenzae. Un laboratorio
venia empleando la metodologia de cultivo en medios
para la produccién de vacunas a base de células
completas inactivas.

En este articulo se presentan los resultados de la
evaluacion en cuanto a rendimiento celular, costos y
expresion antigénica de un proceso fermentativo y un
medio disefiado por el cultivo de ambos tipos de
Haemophilus influenzae, comparandolo con los medios
tradicionales tanto sélidos como liquidos recomendados
por la literatura internacional para la produccion de
vacunas.

METODOS

Cepa:
Haemophilus influenzae no tipificable ATCC 19418
(Biovariedad Ill).

Medio de cultivo solido

Se empleo Agar chocolate, con los siguientes
componentes: primatona (Shefield) 0.2%, Extracto de
levadura (Marcor) 0.5%, agar (Oxoid) 0.18%, Glucosa
(Merck) 0.02% y sangre ovina 0.5%.

Medio catlin modificado

El medio completo fue preparado a partir de soluciones
stock. Las sales y los aminoacidos empleados fueron
grado analitico merck y los demés compuestos fueron
Sigma. Las diferentes soluciones fueron esterilizadas por
filtracion a través de membranas de acetato de celulosa
de 0.22 micras (Sartorious) o por autoclave segun se
indique.

Stock 1: acido L-aspartico 5 g, acido L-glutamico 13 g,
cloruro de sodio 58 g, sulfato de potasio 10 g, cloruro de
magnesio hexahidratado 2 g, cloruro de calcio dihidratado
0.28 g, EDTA 0.04 g, cloruro de amonio 0.10 g. Disueltos
en 1 L de agua destilada, (pH 7.4), autoclavado y
almacenado a temperatura ambiente.

Stock 2: fosfato dipotasico trihidratado 22.8 g, fosfato de
potasio dihidrogeno 13.6 g, disueltos en 1 L de agua (pH
7.4), autoclavado 20 minutos a 121 oC, 20 PSly
almacenada a temperatura ambiente.

Stock 3: acetato de sodio 34 g, L-Agripina 1.5 g, glicina,
0.25 g L-isoleucina 0.3 g, L-leucina 0.9 g, L-valina 0.6 g,
L-alanina 1 g, L-lisina HCI 0.5 g, L-triptofano 0.8 g, L-
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treonina 0.5 g,

L-fenilalanina 0.25 g, L-asparagina 0.25g, L-glutamina 0.5
g, L- histidina 0.18 g, L-metionina 0.15 g, carbonato de
sodio 0.42 g, colina 14 mg, m-inositol 3.6 mg,. Disueltos
en 1 litro de agua destilada (pH 7.4), esterilizado por
filtracion y almacenado a 4 oC.

Stock 4: acido pantoténico 0.1 g, tiamina HCI g, NAD 0.1
g, llevado a 20 mL con agua destilada, esterilizado por
filtracion y almacenado a -20 oC.

Stock 5: protoporfirina IX 2mg/mL, autoclavado a 20
minutos a 121 oC, 20 PSI y almacenado a 4 oC.

Stock 6: uracilo 1% (P/V) en 0.1% de hidréxido de sodio;
filtrado por esterilizacion y almacenado a 4 oC.

Stock 7: L-cistina 1 mg, L-tirosina 7 mg, hipoxantina 8
mg, disueltos en 80 ml de HCI 1M.

El medio completo consiste de 100 ml stock 1, 100 mi de
stock 2, 100 ml stock3, 0.8 ml de stock 4, 1 ml de stock 5,
2 ml de stock 6; llevado todo aproximadamente 850 ml
con agua destilada, posteriormente se adicionan 5 g de
glucosa y 0.2 de inosina. Cuando los dos ultimos
compuestos estaban disueltos, se adicioné el stock 7, se
completé el volumen a 1 litro con agua destilada y se
ajusto el pH a 7.4 con solucién de hidréxido de sodio 1M.

Medio BHI suplementado
BHI (Merck), suplementado con 10 mg/L de NAD (sigma)
y 10 mg/L de hemina(BBL).

Medio experimental.

Primatona (Shiefield) 05%, extracto de levadura (Marcor)
0.5%, extracto de carne 0.15%, N-Z-amina 0.5%, glucosa
5%, cloruro de sodio 0.58% , NAD 0.001% , protoporfirin
IX 0.001%. Disuelto en agua destilada, esterilizado por
filtracion , el pH se ajusté a 7.6 con hidréxido de sodio 10
My se almacené a 4 oC.

Inoculo

Las células liofilizadas fueron reconstituidas con solucién
salina, se estandarizé la suspensiéon a 1x 10-5 ml, por
densidad o6ptica a 615 nm empleando un
espectrofotémetro beckman y se empleé directamente
como indculo. Para el cultivo en sélido, se inocularon
frascos roux conteniendo 100ml de agar chocolate con 5
ml de la suspension, se incubaron 48 horas a 37 grados
C. Para los cultivos en liquido se inocularon 60 ml
contenidos en erlenmeyers de 250 ml de cada uno de los
medios experimentales (Se ensayaron mas de 60 medios
para llegar al medio final), al igual que el medio de
referencia con 5 ml de la suspension bacteriana, se
incubaron a 37 C con agitacién magnética.

Condiciones de crecimiento y cultivo en fermentador
Los cultivos liquidos fueron llevados a cabo en un
fermentador TECFERM 2L (Procesos biotecnolégicos y
medioambientales, Bogota), conteniendo 1 L del medio
a ensayar. Se acciond el inoculo en la mitad de su fase
exponencial. La temperatura fue mantenida a 37 C, el
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cultivo fue aireado a una rata de 0.5 v.v.m, la agitacién
se mantuvo a 250 r.p.m. El pH fue medido y controlado
por la adicién automatica de NaOH al 10%. La cinética
del crecimiento fue seguida por el incremento en la
densidad 6ptica, leida a 615 nm.

Analisis de proteinas de membrana externa.

Las membranas fueron obtenidas por extraccién con
sarkosyl (2%) y los perfiles de OMP se determinaron por
electroforésis SDS en geles de poliacrilamida del 12.5%.
Se utiliz6 tincién con plata.

RESULTADOS

El sistema de cultivo experimental provee células con
caracteristicas microscépicas similares a las obtenidas
en el medio de referencia, las cuales fueron altamente
adaptables al ambiente in vitro. El cultivo en lote mostré
una tipica curva de crecimiento con una fase lag muy
corta. El pico de la fase exponencial se obtuvo en corto
tiempo y los picos fueron idénticos para cada uno de los
3 ensayos realizados, lo que indica la importancia de una
semilla con caracteristicas estandar (liofilizada). Al final
de la fase exponencial comenzé una fase de lisis, por lo
que la cosecha del cultivo debe efectuarse tan pronto
como se obtengan dos densidades opticas similares

(fig.1).
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Figura 1. Cinética de crecimiento de Haemophilus
influenzae en diferentes medios.

Anilisis de OMP s por Electroforesis SDS

El perfil electroforético de las OMPs en los diferentes
medios puede verse en la figura No 2. Es de notar
que no se presentaron diferencias significativas al
emplear el medio experimental y la expresion de la
proteina P6 fue similar a lo observado en los medios
de referencia.
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Figura 2. Electroforésis en geles de poliacrilamida de
Haemophilus influenzae cultivado en diferentes medios.
Linea A, agar chocolate; linea B, medio BHI suplementado;
linea C, medio catlin modificado; linea D, medio experimental;
linea E, patron de cepa liofilizada

DISCUSION

Este estudio muestra que el sistema de cultivo empleado
es simple, eficiente y mas econémico que los métodos
solidos empleados tradicionalmente en el pais, asi como
los métodos liquidos reportados en la literatura
internacional.

Estudios previos han reportado la dificultad para la
obtencién de altas concentraciones de biomasa de
Haemophilus influenzae para la produccién de vacunas,
asi como la inestabilidad en la expresion de los diferentes
antigenos al crecer el microorganismo en diferentes
medios y a altas ratas de productividad . El proceso de
fermentacidn descrito en este articulo es valido para la
produccion de vacunas a base de OMPs. Actualmente
esta siendo empleado con éxito en Colombia para la
produccién de vacunas a base de celulas completas de
Haemophilus no tipificable . Para su empleo en la
produccién de vacunas contra el Haemophilustipo b, se
debe evaluar la expresién de los lipopolisacaridos.

A
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El autor pretende con este estudio, un acercamiento a la
produccién en el pais de vacunas a base de antigenos
purificados, principalmente de Haemophilus influenzae
tanto no tipificable, como tipo b, teniendo en cuenta que
uno de los obstaculos para la produccién de este tipo
de vacunas es la dificultad en la obtencién de altas
cantidades de biomasa. El siguiente aspecto a estudiar
es la purificacion industrial de grandes cantidades de
antigenos.

Se reporta igualmente un sistema de inoculacién directo
a partir de semilla liofilizada a medios liquidos. Los

sistemas tradicionales requieren la produccion
intermedia en sustratos sélidos para acumular biomasa.
Esta etapa depende notoriamente de la técnica del
operador y en aplicaciones industriales puede llevar a
variaciones en la densidad de la semilla starter
presentandose diferencias en los tiempos de cultivo para
lotes diferentes .
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