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RESUMEN

Se ensay6 un novedoso esguema de inmunizacion dirigido a la elevacion de anticuerpos para Haemophilus influenzae tipo b, en
el que se combinaron como inmundgenos un antigeno celular inactivado con formaldehido 0,5 %, y un antigeno lipopolisacaridico
parcialmente purificado mediante un método de precipitacion selectiva con solventes organicos. Se obtuvieron anticuerpos de
elevada especificidad y actividad biolégica con titulos de hasta 1:256 por contrainmunoelectroforesis, que fueron purificados
mediante precipitacion selectiva con sulfato de amonio y cromatografia de intercambio i6nico con la utilizacion de una columna
de DEAE-Sepharose. La metodologia propuesta en este trabajo permite la produccién de anticuerpos purificados, Utiles en la
optimizacion de técnicas de diagnostico seroldgicas y de serotipaje de cepas de H. influenzae b.
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Haemophilus influenzae tipo b (Hib) es el
agente causal de 99 % delasinfeccionesinvasivas
causadas por su especie.! Dentro de estas, las
meningitis constituyen el mayor problemade salud
al ocasionar dtastasasde morhilidad y mortalidad
en nifos menores de 5 afos.? Diversos
componentes celulares, asi como sustancias
extracelulares, desempefian un papel importante
en la patogenia de Hib. Dentro de estos, el
lipopolisacéarido (LPS), componente de la
membranaexternade las bacterias gramnegativas,
es un potente factor de virulencia, cuyo efecto
ciliogtéatico favorecelacolonizaciony diseminacion
de este microorganismo en € tracto respiratorio.

El LPS constituye un antigeno timoindependiente
pobremente inmunogénico, que contiene en su
estructura varios determinantes antigénicos
capaces de estimular laproduccién de anticuerpos
bactericidas.3*

Con €l objetivo de contribuir alaoptimizacion
desistemas Utiles en el inmunodiagnéstico de Hib,
el laboratorio de I nfecciones Respiratorias Agudas
Bactericidas (IRAB) del Instituto de Medicina
Tropical "Pedro Kouri" (IPK) se propuso obtener
inmunoglobulinas purificadasapartir de anticuerpos
especificos contra el LPS de Hib, mediante un
esguemade inmuni zaci 6n total mente novedoso.
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Se utilizaron como inmundgenos un antigeno
celular (Agc) y un antigeno lipopolisacaridico
(Ag-LPS), producidosapartir delacepaHib ATCC
10211. Para la preparacion del Agc, la cepa fue
cultivada en placas de agar chocolate por 24 h a
37 °C en atmosfera de CO, 5 %, la biomasa
obtenida fue resuspendida en solucién salina
estéril einactivadacon formaldehido 0,5%, yla
concentracion celular se gjusté a 1,5 % 10° célu-
las/mL. Para |la preparacién del Ag-LPS la cepa
fue cultivada en caldo cerebro-corazon su-
plementado con 0,2 pg/mL de hemina, NAD y
0,04 g/uL deglucosa. El Ag-LPSfueparcialmente
purificado por medio del método fenol-H,O descrito
por Westphal y Jann® y €l rendimiento estimado
fue de 1,56 mg/mL de polisacéarido, con la
utilizacion del método fenol-sulfarico.® La
concentracion de proteinas determinada por el
método de Lowry fue de 0,12 mg/mL" y €l
contenido de acidos nucleicos, calculado segiin
Maniati, fuede 87,9 ug/mL.8

Para la obtencion de anticuerpos especificos
anti-LPS, se ensay6 un esquema de inmunizacion
en congjos albinos de 2,5 kg de peso y 3 mesesde
edad que consté de 2 etapas. Durante la primera,
al tomar como referencia otros esguemas de
inmunizacion desarrolladosen €l laboratorio IRAB
del IPK enlaproduccion de anti cuerpos especificos
para Hib (Tamargo |, observaciones inéditas),
se utiliz6 como inmunoégeno el Agc. Este fue
administrado por viaendovenosay endosisde0,5;
1; 1,5y 2 mL, con intervalos entre dosis de 3 d,
hasta obtener sueros con titulos mayoresoiguales
a 1:16 por contrainmunoelectroforesis (CIE). En
una segunda etapa del esquema se procedié a la
inoculacién del Ag-LPS 2 veces por semana, en
dosis ascendentes desde 0,1 hasta 1 mL.

Al findlizar la primera etapa del esquema se
obtuvo untitulo de anticuerpos de hasta 1: 32 frente
al Agc, y enlasegundafaselostitulosascendieron
hasta la dilucién 1:256 frente al Ag-LPS
parcialmente purificado, en lamisma medida fue
disminuyendo la respuesta de anticuerpos frente
al Agc y lleg6 a desaparecer al concluir las
inmunizaciones.

Iniciar el esquema de inmunizacién con €l
empleo del Agc garantizaunapotente proliferacion
linfocitaria, y laposterior inoculacién del antigeno
parcialmente purificado estimula una respuesta
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inmunol égica més especifica.®'® Con esta com-
binacion selogra superar labajainmunogeni cidad
que presenta el Ag-LPS.3* No se tiene referencia
de la utilizacion de un método de inmunizacion
similar al propuesto por |os autores de este estudio.

Lasinmunoglobulinas G (1gG) anti-LPSdeHib
fueron purificadas con lautilizacion delos métodos
de precipitacién selectiva con sulfato de amo-
nio 50 % y tecnologia FPLC mediante una
cromatografiadeintercambio aniénico en DEAE-
Sepharose. La electroforesis en geles de polia-
crilamidaen presenciade dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) en condiciones de reduccion,*
realizada como criterio de pureza, revel6 solo las
2 bandas (25 y 50 kDa) correspondientesalalgG
tratada con B-mercaptoetanol (fig.). Como
resultado de la purificacion se increment6 en
2 veces el grado de purezadel antisuero anti-LPS,
sin grandes pérdidas de la actividad biolégica
(titulo 1:64, determinado por CIE).

Con este trabgjo se logro obtener por primera
vez en Cuba, a través de un novedoso esquema
deinmunizaciény un proceso de purificacién con
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Lateral derecho: Perfil electroforético de los anticuerpos
especificos contra Hib obtenidos en SDS-PAGE.

Fig. Perfil de elusion delalgG anti-L PS deHaemophilusinfluenzae
tipo b en cromatografia de intercambio aniénico DEAE-Sepharose.
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lautilizacién delatecnologiaFPLC, 1gG anti-LPS
de Hib, util como herramienta en la optimizacion
de métodos seroldgicos para el diagnostico de
Hib, estudios epidemiol 6gicosy de caracterizacion
de cepas.’?

SUMMARY

A novel immunization schedule was tested to increase antibodies
© Haemophilus influenzae type B in which a 0.5 %
formaldehyde-inactivated cellular antigen and a partialy purified
lipopolysacharid antigen obtained from a selective precipitation
with organic solvents were combined as immunogens. High
specificity and biological activity antibodies with titers up to 1:256
were obtained by counterinmunoelectrophoresis; they were purified
through a selective precipitation with ammonium sulphate and
an ion-exchange chromatography using a DEAE-Sapharose
column. The method proposed in this paper facilitates the
production of purified antibodies useful for the improvement of
serological diagnosis and H. influenzae b strain serotyping
techniques.
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