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Resumen

La tosferina es una enfermedad de distribucion mundial ocasionada por la bacteria
Bordetella pertussis. Las cifras indican que en todo el mundo hay aproximadamente
entre 20-50 millones de casos de tos ferina y de 20-40 mil muertes anuales. Esta
enfermedad continda siendo una importante causa de muerte en nifios aun en paises
con una cobertura alta de vacunacion. La aplicacién de programas de vacunacion ha
permitido la disminucion de la incidencia y la letalidad de esta enfermedad.

La inmunizacidn con vacunas de células completas es efectiva y la vacuna tiene un bajo
costo, pero se ha asociado frecuentemente con reacciones adversas menores, las
cuales se ven incrementadas con la edad y el nimero de inoculaciones, por lo que, no
se recomienda para la inmunizacion de adolescentes y adultos. Con la finalidad de
evitar estas reacciones, se desarrollaron las vacunas acelulares que contienen
componentes bacterianos purificados como la toxina pertussis y la hemaglutinina
filamentosa, entre otros. Cada vez son mas el nimero de paises que utilizan la vacuna
DPT con multi antigenos en las campafias de vacunacion, como es el caso de México,

Por lo que en este trabajo, se propuso obtener y purificar dos componentes bacterianos
que han demostrado ser buenos inmundgenos y que son empleados en otros paises
para la elaboracion de vacunas acelulares como son la toxina pertussis (PT) y la
hemaglutinina filamentosa (FHA).

Como parte de este trabajo se estandarizo el proceso de produccion de B. pertussis
hasta nivel de garrafon, determinandose la Densidad Optica (D.O.),Unidades de
Opacidad (U.O.), pH de los cultivos, asi como también se implement6 la metodologia
para la cuantificacion de la cantidad de PT y FHA mediante la técnica de ELISA. A
partir del sobrenadante de los cultivos se realizaron ensayos para el aislamiento y
purificaron de ambos antigenos utilizando cromatografia en columna, las columnas
utilizadas fueron CM-sepharosa FF, Sephacryl S-100, Hidroxiapatita y Afinidad (Fetuina
adsorbida a sepharosa), de los picos obtenidos correspondientes a PT y FHA se
realizaron pruebas de ELISA, hemaglutinacion con eritrocitos de pollo al 0.1% y perfil
electroforético en gel de poliacrilamida para comprobar la presencia de PT y FHA.

Se demostré que con el empleo de una combinacion de las columnas de hidroxiapatita
y afinidad se logro purificar PT y FHA a partir de los sobrenadantes obtenidos de
cultivos de B. pertussis,
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1. INTRODUCCION:

La tos ferina es una enfermedad de distribucibn mundial, de tipo endémico con
elevaciones epidémicas que afecta fundamentalmente a nifios, especialmente al
lactante y es ocasionada por la bacteria Bordetella pertussis. Esta enfermedad era
considerada como la principal causa de mortalidad y morbilidad en infantes a nivel
mundial hasta la introduccion de las primeras vacunas en 1940. Sin embargo en la
actualidad a pesar de la alta cobertura de vacunacion la tos ferina es una de las
principales causas de muertes prevenibles en todo el mundo (Black y cols., 1997).

Las cifras indican que en todo el mundo hay aproximadamente entre 20-50 millones
de casos de tos ferina y de 20,000-40,000 muertes anuales, de las cuales el 90%
ocurre en paises en desarrollo, la mayoria en lactantes de edad muy temprana, que
no presentan el esquema completo (Beltran y cols., 2011).

Los indices de ataque y mortalidad son variados tanto por género como por razas ya
gue se tienen indicios de que es significativamente mayor en las nifias, siendo mas
susceptible la poblacion indigena (6 veces mas alta) y la raza negra (de 2 a 3 veces
mayor) en comparacion con la raza blanca (Nascimento y cols., 2008).

La tos ferina en el adolescente y adulto se puede manifestar Gnicamente como un
cuadro catarral, e inclusive algunos estudios seroepidemiolégicos han demostrado
que puede ser subclinica. Las complicaciones incluyen hemorragias conjuntivales,
epistaxis, edema facial, neumonia (asociada frecuentemente a otros patdégenos
como Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus). A nivel del sistema
nervioso central puede haber dafio cerebral de grado variable debido a hipoxia y
encefalopatia téxica (Keil y cols., 2000).

En afios recientes se han reportado numerosos casos que sefialan la aparicion de
cuadros clinicos relacionados con la tos ferina en adolescentes y adultos y que estos
se han convertido en la principal fuente de transmision de pertussis. Existen varios
factores que complican el conocimiento de la incidencia real de B. pertussis, entre
los que podemos mencionar se encuentran el que los adolescentes y adultos con un
cuadro de tos persistente rara vez acuden a consulta; sistemas de vigilancia
epidemiolégica deficientes; que la enfermedad puede confundirse con otra infeccion
respiratoria alta o baja y que no se cuente con técnicas de laboratorio diagndstico
sensibles y estandarizadas (Beltran y cols., 2011).

En México, en el 2009, se reportaron 95 casos confirmados en Sonora, 25 en
Jalisco, 20 en Nuevo Le6n y 7 en Durango y en el Estado de México. La mayoria de
los casos fueron en nifios menores de 1 afio (Beltran y cols., 2011). Es importante
mencionar que el pais carece de un buen programa de registro epidemiolégico.

El Departamento de Salud Publica en el afio del 2010 en California, E.U., reporto
que el nimero de casos de pertussis se han incrementado sustancialmente. El
aumento de estos casos se presentaron a finales de Marzo entre los pacientes
admitidos en un hospital infantil durante enero y junio del 2010 se reportaron 1,337
casos, un incremento del 418 % en relacion a los 258 casos reportados en el mismo
periodo en el 2009 (Winter y cols., 2010).
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1.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE Bordetella pertussis

Los primeros reportes de la enfermedad datan del siglo XVI, pero fue hasta 1906
cuando Jules Bordet y Octave Gengou aislaron al agente etiologico.

Bordetella pertussis es una bacteria Gram negativa que se caracteriza por presentar
forma de cocobacilo o bacilo corto. Mide de 0.2-0.5 ym de diametro y de 0.5-2 um de
largo. Son microorganismos aerobios estrictos. Dentro de su perfil bioquimico se
observa que son microorganismos catalasa y oxidasa positiva, indol y ureasa
negativos. No forman esporas y poseen flagelos peritricos. Es una bacteria altamente
contagiosa con un porcentaje de ataque mayor al 90% en individuos que no han sido
inmunizados (Licari y cols., 1991).

1.2 AISLAMIENTO Y CULTIVO

Para su aislamiento y cultivo en medio sélido el mds empleado es el agar de Bordet-
Gengou cuya formulacién esta compuesta de una base que contiene infusion de papa,
cloruro de sodio y agar. Ademas este medio base es enriquecido con glicerol y sangre
desfibrinada de caballo 6 de borrego.

Se ha reportado que la presencia de acidos grasos insaturados o detergentes
residuales en los recipientes donde se cultiva la bacteria inhiben su crecimiento. El uso
de dimetil-B-ciclodextrina es recomendado para secuestrar los acidos grasos y revertir
la inhibicién en el crecimiento de la bacteria (Frohlich y cols.,1996).

La temperatura Optima de crecimiento estad comprendida entre 35y 37 C, el pH 6ptimo
de crecimiento de B. pertussis se encuentra en el intervalo de 6 a 8 aunque se ha
reportado un mejor crecimiento del microorganismo a pH 7.0 (Licari y cols., 1991).

En 1939 Hornibrook describié el uso de un medio de cultivo liquido para la propagacion
de B pertussis. Este medio incluye sales, factores de crecimiento, y resinas anionicas
(Stainer y cols.,1970). Hornibrook propuso modificaciones al medio en donde se
incluia la caseina hidrolizada, cisteina y acido nicotinico que resultaron en un mejor
crecimiento de la bacteria, por lo que el autor propuso que seria adecuado para la
elaboracion de vacunas de B. pertussis (Verwey y cols., 1949).

En cuanto al cultivo de B. pertussis en medio liquido, existen nuevas formulaciones que
se basan en la utilizacion de aminoacidos (acido glutamico y prolina) para proporcionar
las fuentes de carbono y nitrégeno necesarias para su crecimiento, sin embargo,
ocasionan la formacién de grandes cantidades de amoniaco. Para solucionar esto, se
ha propuesto la utilizacion de un medio que contenga glutamato y lactato como
sustratos principales, los cuales al ser metabolizados por la bacteria garantizan la
conversién total del carbono en biomasa, asi como posible aumento en la produccién
de algunos factores de virulencia como lo es la toxina pertussis (PT). (Thalen y cols.,
2006).
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Por otro lado, la adicibn de componentes como las ciclodextrinas a los medios de
cultivo puede estimular la produccion de hemaglutininas, lo cual podria ser de gran
utilidad para aumentar los rendimientos en la elaboracion de las vacunas acelulares.
(Imaizumi y cols., 1985).

1.3. PATOGENESIS

El desarrollo de la infeccidn inicia con la entrada de B. pertussis al tracto respiratorio del
hospedero. El organismo se adhiere a la mucosa ciliar a través de varios factores de
adhesion presentes en la superficie de la bacteria o por algunas toxinas liberadas que
causan dafo al epitelio respiratorio. Los daflos causados por las toxinas culminan con
ciliostasis, inflamacion y eventual descamacion de las células ciliadas que es la
patologia central de pertussis. A su vez, el microorganismo es capaz de evadir los
mecanismos de defensa del hospedero al inhibir la quimiostasis (Paddock y col., 2008).

Durante el proceso inflamatorio hay infiltracion de linfocitos y leucocitos de la pared
bronquial que puede ser seguido por necrosis de algunas capas de la mucosa
respiratoria. Algunos restos celulares se pueden combinar con el moco que se secreta
produciendo obstruccién bronquial y atelectasias (Paddock y cols., 2008).

1.4. EPIDEMIOLOGIA

Es una enfermedad que se presenta en todo el mundo, principalmente en el verano y
otofio. El humano es el Unico reservorio de la enfermedad, y como se mencion6 con
anterioridad, los adolescentes y los adultos son actualmente la principal fuente de
infeccion para los infantes. Se transmite por via aérea, por contacto directo con las
secreciones de las personas infectadas o por gotas de saliva dispersas por via aérea.
El periodo de incubacion es de 7-14 dias. La transmision ocurre principalmente durante
la fase catarral. No se ha reportado la existencia de portadores asintomaticos (Cofré,
1999). Los factores de riesgo a considerar son:

1.4.1. Edad: En los Estados Unidos, antes de las primeras vacunaciones la incidencia
de la enfermedad se presentaba principalmente en infantes de 1 a 5 aflos. Para 1983
la mayoria de los casos se presentaron en nifios menores de 1 afio. Actualmente el
87% de las muertes causadas por pertussis ocurren en infantes menores de 6 meses
(Vitek y cols., 2003).

1.4.2. Sexo: Las nifias son las mas susceptibles a la enfermedad, ademas, los casos
de mortalidad son mas altos que en los hombres (Vitek y cols., 2003).

1.4.3. Inmunizacién: Los infantes que no han recibido las tres dosis de vacunacion son
los que se encuentran mas susceptibles de presentar complicaciones asociadas a B.
pertussis. (Madell y cols., 2002).
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1.5. PREVENCION

El desarrollo de la vacunacion ha permitido la disminucion de la incidencia y la letalidad
de esta enfermedad. Las vacunas que existen son:

1.5.1. Vacunas de primera generacion:

La introduccion de la vacuna elaborada a partir de células muertas de B. pertussis en la
mitad del siglo pasado tuvo un rol muy importante en la prevencion de la enfermedad en
muchos paises. La vacuna se distribuyd ampliamente con resultados muy buenos, no
obstante las reacciones adversas asociadas con esta vacuna presentaron varios
problemas sociales, como el que los padres se negaran a aplicar la vacuna a sus hijos
dando como resultado un incremento en los casos de tos ferina (Luttinger, 1985).

Para producir esta vacuna, lo usual es inactivar las células con formalina.
Posteriormente, se realizan pruebas para evaluar la potencia, la toxicidad asociada y el
namero de unidades de opacidad para asegurar que la vacuna tiene el numero
adecuado de bacterias (Ellen y cols., 2008).

Este tipo de vacunas proporcionan una mejor respuesta inmune que las vacunas
acelulares, ya que contiene todos los componentes necesarios para inducir proteccion.

Las vacunas de células completas ya no se encuentran disponibles en los Estados
Unidos, pero se siguen utilizando en algunos paises como Meéxico. Las reacciones
adversas por este tipo de vacunas incluyen: fiebre que no suele ser muy alta y
reacciones locales en el sitio de aplicacion de la vacuna como pueden ser
enrojecimiento, edema y dolor. Estos sintomas suelen aparecer entre las 12-24 h
posteriores a la aplicacion de la vacuna y se presenta por lo general en la mitad de la
poblacion infantil que recibe esta vacuna (Vitek y cols., 2003).

En los 70’s se hizo una gran publicidad para informar de posibles reacciones severas
ocasionadas por la vacuna, especialmente el riesgo de desarrollar una encefalopatia
aguda con posible dafio cerebral. Otros riesgos asociados son espasmos, sindrome de
la muerte infantil y desordenes de aprendizaje (Mufioz, 2002).

En un estudio realizado en el 2007 en los Estados Unidos, se compard las reacciones
qgue presentaron un grupo de nifios a los que se les aplicé la vacuna DTP (difteria-
pertussis-tétanos) y la vacuna DT (difteria y tétanos). En su mayoria las reacciones
fueron mas frecuentes en los que recibieron la DTP. Las reacciones que se
presentaron en este estudio fueron: dolor, tumefaccion, fiebre, anorexia, malestar
general, vomitos y algunos casos de encefalopatia y secuelas neurologicas
permanentes. Estas reacciones no se presentaron en el grupo de nifilos que se le aplico
la vacuna DT (Paddock y cols., 2008)
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En Chile en 2005, se reportaron las reacciones adversas mas frecuentes que se
presentan entre los nifios de 18 meses a 4 afios, los cuales recibieron la vacuna DTP.
Los resultados mostraron que un total de 141 nifios (13,9%) presentaron reacciones
adversas post-vacunacion, 89 (16,5%) correspondientes a nifios de 4 afios y 52 (10,9%)
a nifos de 18 meses (Ledermann, 2004).

1.5.2. Vacunas de segunda generacion:

En 1981 en Japon se empled la primera vacuna acelular, la cual fue desarrollada por
Sato y colaboradores. Este tipo de vacunas estan compuestas de subunidades
purificadas o inactivadas de B. pertussis. Las vacunas de pertussis acelulares se
desarrollaron con la esperanza de que fueran tan efectivas como las de células enteras
y menos reactogénica (Mandell, 2002).

La vacuna acelular desarrollada en Japén en los 80’s tenia como antigenos principales
a la toxina pertussis y a la hemaglutinina filamentosa. En esa época los fabricantes
japoneses lograron la produccion en masa de esta vacuna y se observO que era
efectiva para prevenir la enfermedad en la poblacion infantil en un 77— 95% (Sato y
cols, 1981).

Las vacunas acelulares de uso pediatrico combinan igualmente el toxoide diftérico-
toxoide tetanico- pertussis acelular y se conoce como vacuna combinada DTaP y es
recomendado su uso en nifios de 2 meses a 6 afos (Vitek y cols., 2003).

Las vacunas empleadas en adolescentes y adultos Tdap fueron autorizadas a partir del
2005. Una de las vacunas utilizadas para este grupo de edad es la vacuna de nombre
Boostrix producida por la farmacéutica Glaxo Smith Kline, esta vacuna fue aprobada
inicialmente para su uso en personas de 10 a 18 afos, sin embargo, en un comunicado
de la FDA publicado en Diciembre de 2008, se expandio el rango de edad de 10 a 64
afios ya que se comprobo su eficacia y su seguridad para este grupo. En trabajos
realizados en Alemania en el 2009, se propone la aplicacién de las vacunas Tdap al
grupo de adolescentes y adultos en todo el mundo, debido a que al llevar a cabo esta
estrategia se podra reducir el nimero de casos y con ello eliminar el riesgo de la
transmision de la infeccion a la poblacion infantil (Bamberger y Srugo, 2008).

Se ha observado un mayor uso de las vacunas acelulares en paises desarrollados,
donde la mortalidad por tos ferina es baja y los efectos adversos importan mas,
mientras que en los paises subdesarrollados estas vacunas pueden ser
prohibitivamente caras. El principal motivo para emplear vacunas celulares en los
paises subdesarrollados es que existe una alta morbi-mortalidad por tos ferina,
importando mas la efectividad que los eventos secundarios que se pudieran presentar
(André y cols., 2000).

En las Ultimas décadas se han desarrollado varias vacunas acelulares de pertussis. La
mayoria estan compuestas de antigenos individuales o co-purificados. La cantidad y
calidad de la composicion de las vacunas acelulares disponibles en la actualidad varia
entre productores, pero en general, todos contienen el principal factor de virulencia que

5



Em"

Birmex’

RAIORIOS DF BIOL

es la toxina pertussis (PT) destoxificada quimica o genéticamente, sola o combinada
con otros factores de virulencia de B. pertussis como la hemaglutinina filamentosa
(FHA), pertactina y un serotipo de fimbria (Fim 2, Fim 3) (André y cols., 2000).

En 1991 en los Estados Unidos se introdujeron dos tipos de vacunas acelulares, una
conteniendo la toxina pertussis y la hemaglutinina filamentosa que tuvo una eficacia del
69 % y la otra vacuna constituida por toxina pertussis, hemaglutinina filamentosa,
pertactina y fimbria tipo 2 con una eficacia de 81 %. Todas las vacunas mostraron ser
inmunogénicas para sus respectivos antigenos y se comprobd que se producian menos
reacciones adversas en comparacion con las vacunas celulares (Ozcengiz y cols.,
2004).

En lo que respecta a la vacuna acelular existen varios métodos para la obtencion de
los componentes purificados de pertussis. En el caso de la toxina pertussis (PT) y la
hemaglutinina filamentosa (FHA), las técnicas empleadas para su purificacion incluyen
el uso de matrices de afinidad que seleccionan caracteristicas especificas de la toxina
(Sekura y cols.,1983) 6 la cromatografia de intercambio catidénico (Ozcengiz y cols.,
2004).

Los trabajos realizados por Ozcengiz se basaron en los trabajos de Tamura y cols.,
quienes sefialaron que la toxina pertussis y la hemaglutinina filamentosa se pueden unir
a una resina de intercambio iénico. Ozcengiz y cols. determinaron que cuando se
empleaba un medio de cultivo que contenia 2,6-O-dimetil-beta-ciclodextrina se obtenian
altos porcentajes de ambos factores de virulencia a partir del sobrenadante del cultivo,
asi como su purificacion mediante cromatografia de afinidad, ademas sefialan que este
método es rapido y nada costoso (Ozcengiz y cols., 2004).

Chong y Klein, en 1988 reportaron que la PT puede ser purificada empleando una
cromatografia que utilice junto con la resina un ligando llamado fetuina, el cual por su
estructura ha demostrado una alta afinidad a la PT y esta unién no se ve afectada por el
calor. La fetuina es de bajo costo comercial por lo que permite la obtencién de PT a
gran escala. En dicho trabajo se obtuvieron los componentes B y A (S1) de la toxina, los
cuales indujeron altos niveles de anticuerpos.

Skelton y Wong en 1989 indicaron que se puede purificar eficientemente a la toxina
pertussis y a la hemaglutinina filamentosa al incrementar la interaccion hidrofdbica.,
agregaron un volumen de sulfato de amonio a un cultivo filtrado de B. pertussis,
posteriormente el filtrado se pasé por una columna de sepharosa logrando que la PT y
la FHA se unan a los sitios hidrofobicos de la resina. En el mismo afio estos
investigadores propusieron el empleo de la cromatografia en hidroxiapatita, obteniendo
altos niveles de FHA en el sobrenadante.

Otro tipo de vacunas que se encuentran en desarrollo son las producidas a base de
DNA. Se han reportado trabajos que indican que las vacunas de DNA que comprenden
principalmente a la fraccion S1 inducen una respuesta humoral cuando son aplicadas
intradérmicamente (Fry., 2008).
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Por otro lado, se inactivd genéticamente la fraccion S1 de PT y se elabor6 una vacuna
qgue fue probada en un modelo murino. Se determind que la vacuna aplicada por via
intramuscular desencadena una respuesta celular muy fuerte, ademas de producirse
altos niveles de interferon gamma e interleucina 2. Sin embargo, no se observd
produccion de IgG (Fry., 2008).

En afos recientes se ha observado que a pesar de los programas de vacunacion ha
reemergido nuevamente la tos ferina. Para Mooi y cols., 2001 esto se debe a que existe
divergencia antigénica entre las cepas vacunales y las cepas aisladas de casos
recientes.

1.6 FACTORES DE VIRULENCIA

Los factores de virulencia de Bordetella pertussis pueden ser divididos en dos grupos
principales: las adhesinas y las toxinas. La funcion principal de las adhesinas es permitir
que la bacteria se una a la superficie ciliada del tracto respiratorio superior, y las toxinas
son las responsables de evadir al sistema inmune del hospedero y asi ocasionar el
cuadro clinico de la enfermedad.

Dentro del grupo de las adhesinas se encuentran la hemaglutinina filamentosa, la
pertactina y las fimbrias. Mientras que en el grupo de las toxinas se tiene la toxina
pertussis, la adenilato ciclasa, la toxina dermonecrética y la citoxina traqueal (Weiss y
Hewlett, 1986).

1.6.1. Hemaglutinina filamentosa (FHA) : Su nombre deriva de la capacidad de
aglutinar eritrocitos. Esta proteina juega el papel mas importante dentro de los factores
de adherencia. Mediante microscopia electronica podemos observar que la
hemaglutinina filamentosa posee un filamento de 2 nm de diametro y de 40-100 nm de
largo. Inicialmente es sintetizada como una proteina de 370 kDa, para posteriormente
ser procesada y dar una proteina final de 220 kDa que se encuentra asociada a la
superficie de la bacteria, la cual es secretada al exterior en grandes cantidades. La
hemaglutinina estd implicada en la colonizacion traqueal, la adherencia celular, la
invasion a macrofagos y células epiteliales por B. pertussis. Los sitios de union para la
hemaglutinina son los receptores de integrinas y lectinas dependientes de galactosa
como amB2 and avB3 (Abramson y cols., 2008).

La FHA posee varios dominios que interactian con las células del hospedero, estos
dominios se caracterizan por ser tripletes de Arg-Gly-Asp que pueden unirse a
integrinas. Asimismo, la region carboxilo terminal posiblemente se encarga de mediar la
adherencia a los macréfagos y es requerida para la colonizacion del epitelio
respiratorio, ademas, modula la respuesta inflamatoria al estimular la produccién de
citocinas por macrofagos, asi como también induce a los linfocitos T (Julio y cols.,
2009).

Por otro lado, se ha observado que induce la apoptosis de varios tipos de lineas
celulares incluyendo las del epitelio respiratorio; parece que la muerte celular es
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iniciada por la liberacion del factor de necrosis tumoral alfa (FNT-a) (Abramson y cols.,
2001).

Otros trabajos sefialan que la FHA posee una alta especificidad con el colesterol, el
cual es uno de los componentes presentes en las secreciones traqueales, lo que
contribuye a la efectividad de la colonizaciéon del tracto respiratorio. (Lamberti y cols.,
2009)

Después de una infeccion o de la vacunacion contra pertussis se pueden encontrar
anticuerpos séricos contra la FHA. Hay trabajos que sefialan que la aplicacion de la
FHA en mucosa respiratoria aumenta los niveles de inmunoglubulinas tanto en suero
como en mucosas (Poulain y cols., 2008).

1.6.2. Pertactina: Es una proteina de 69 KDa considerada como un autotransportador
involucrado en la adherencia de B. pertussis al epitelio del pulmén, por lo que es un
componente muy importante de las vacunas acelulares. Al igual que la hemaglutinina
filamentosa, la unidn de la pertactina se realiza por la interaccion de una secuencia tri-
peptidica (Arg-Gly-Asp) que se une a integrinas. (Diavatopoulos y cols., 2006).

1.6.3. Fimbrias: Pertussis produce 6 aglutinégenos de superficie, de los cuales los
aglutindgenos 1,2 y 3 se consideran como “aglutindbgenos mayores” porque causan
proteccion inmunoldgica y los aglutindgenos 4,5 y 6 se consideran “menores” porque
dan una respuesta débil (Alison y cols., 1996).

Existen dos tipos de fimbrias las cuales son antigénicamente distintas y corresponden a
los aglutinégenos serotipo 2 y serotipo 3 que estan compuestos de dos subunidades
con un peso de 22.5y 22 kDa respectivamente.

Se ha determinado que la unién de las fimbrias es a través de azUcares sulfatados
presentes en la superficie de las células del hospedero. Por otra parte, se ha
descubierto que existe una relacibn muy importante entre las fimbrias y la
hemaglutinina, ya que las fimbrias ayudan a que se active al receptor CR3 necesario
para que la hemaglutinina se pueda unir a monocitos. Por otro lado, la estrecha relacion
entre ambas adhesinas se observa también a nivel genético, ya que los genes fha y fim
se expresan al mismo tiempo (Cecile, y cols., 1996).

1.6.4. Toxina pertussis (PT): Es responsable de promover la leucocitosis, linfocitosis,
ademas de causar sensibilidad a la histamina, letalidad, mitogenicidad y estimular la
secrecion de insulina. Fue descrita por Mufioz y Bergman en el 2006 como una
exotoxina que posee un arreglo de tipo A-B. Es una proteina oligomérica de 117 KDa,
compuesta por seis subunidades denominadas S1-S5 con un porcentaje molar de
1:1:1:2:1, lo cual significa que existe dos subunidades S4.

La fraccion A conformada por la subunidad S1 tiene un peso de 28 kDa vy es la region
activa, la fraccién B compuesta por las otras subunidades es la porcion que se une a los
receptores de las células del epitelio respiratorio (Fry y cols., 2008).
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La toxina es liberada por la bacteria en forma inactiva, una vez que se une a los
receptores presentes en la membrana de las células respiratorias por medio de la
subunidad B, la subunidad A se activa y ocasiona la ribosilacion del ADP de la
proteinas G, lo que provoca que se altere la comunicacion intracelular. La proteina G
modificada por la accién de la toxina es incapaz de inhibir la enzima adenilato ciclasa
manteniendo niveles elevados de esta y de AMPc (Burns y cols., 1988).

Son numerosos los trabajos que demuestran la importancia de la toxina pertussis en la
inmunidad. ElI empleo de anticuerpos especificos contra la toxina protege contra
exposiciones de B. pertussis (Pootong y cols., 2007).

1.6.5. Citotoxina traqueal: Es una glicoproteina que deriva del peptidoglicano de la
pared celular, fue descrita inicialmente por Goldman en 1982 en sobrenadantes de
cultivos. Esta compuesta por acido diaminopimélico, acido muramico, alanina, acido
glutamico y residuos de glucosamina. Posee un peso molecular de 1.4 KDa. Esta
toxina inhibe la sintesis del DNA causando ciliostasis y eventualmente la muerte de las
células, ocasiona las lesiones locales en mucosa y como consecuencia de esto inicia la
tos. La citotoxina no es inmunogénica y por eso no se incluye en la elaboracion de
vacunas acelulares ( Frohlich y cols., 1996).

1.6.6. Toxina dermonecrética: Fue la primera toxina reportada de B. pertussis. Es
responsable de la inflamacion y las lesiones necroticas observadas. Aparentemente
actua en las células endoteliales causando vasoconstriccion (Salyers y cols., 1994).

Es una proteina termolabil compuesta por una sola cadena con un peso de 190 KDa
gue se localiza intracelularmente. Posiblemente la toxina se exponga parcialmente en la
superficie de la bacteria para causar dafio (Hewlett, 1990).

1.6.7. Adenilato ciclasa (AC): La adenilato ciclasa juega un papel muy importante en
la patogénesis de B. pertussis al inhibir las defensas del hospedero en el espacio
tragueobronquial, permitiendo que la bacteria sobreviva, se multiplique Yy cause la
enfermedad.

Este factor de virulencia se puede presentar de dos formas: una que tiene actividad
enzimatica y otra que posee tanto la capacidad enzimatica como la habilidad de entrar a
las células eucariotas (Paccaniy cols., 2008).

Es una toxina compuesta por un solo polipéptido, penetra enzimaticamente a las células
eucariotas al activar la calmodulina lo que provoca un aumento en el AMPc celular de
las células inmunes (leucocitos, macrofagos, monocitos, NK) limitando sus funciones
(Trends y cols., 1989).

1.6.8 Lipopolisacarido (LPS): También conocido como endotoxina, es uno de los
constituyentes principales de alto peso molecular en la mayoria de las bacterias Gram
negativas. El LPS estd compuesto de dos tipos de LPS: el LPS-1 que contiene el lipido
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X que tiene las propiedades toxicas y el LPS-2 que contiene el lipido A y dos
polisacaridos PS1y PS2.

En estudios moleculares realizados por Geurtsen y cols. en 2009, se sefiala que entre
los genes relacionados con la sintesis de moléculas presentes en el LPS se encuentran
glicotransferasas y deacetilasa. Mutaciones en los genes del LPS modifica la actividad
de las glicotransferasas y reduce la actividad endotoxica del LPS (Guertsen y cols.,
2009).

1.6.9. Hemolisina: Cuando las cepas de B. pertussis son crecidas en placas de medio
agar Bordet-Gengou, se observan zonas de beta hemolisis alrededor de las colonias.

1.7. CUADRO CLINICO

B. pertussis requiere un tiempo de incubacion en el hospedero que va de 7 a 21 dias.
La aparicion de los sintomas puede ir de forma leve hasta llegar a formas mas graves
que puedan ocasionar la muerte del paciente. En general, las manifestaciones clinicas
pueden presentarse en tres etapas:

1.7.1. Etapa catarral 6 prodromico: Dura de 1 a 2 semanas después de adquirir el
microorganismo, este periodo es altamente contagioso. Se caracteriza por estornudos
leves, congestion nasal, en algunos casos febricula y la aparicion de tos seca e
inespecifica. Conforme pasen los dias se presentara la tos, la cual se agravara y dara
inicio a los paroxismos. En los adultos, puede acompafarse de dolor faringeo (Picazzo
y cols., 2002)

Durante la fase catarral tardia y la fase paroxistica temprana, puede observarse el
cuadro hematolégico caracteristico de la tos ferina, es decir, una leucocitosis con
predominio linfocitico. El recuento de glébulos blancos a veces supera las 50,000
células /mm3 y la férmula diferencial revela una linfocitosis relativa compuesta por
células T y B (Picazzo y cols., 2002).

1.7.2. Etapa paroxistica: Aparece después de los 7-14 dias. Es la fase representativa
de la tosferina debido a que se presentan los accesos de tos seguidos por una
bogueada de aire que provoca una inspiracion ruidosa y convulsiva tipica que da
nombre a la enfermedad (Rojas, 2003).

Esta etapa puede durar de semanas a meses y es en ella donde se pueden presentar
las muertes debidas a esta enfermedad. Durante las primeras dos semanas de este
periodo es cuando se presentan los paroxismos con mas frecuencia y con mayor
intensidad y van disminuyendo poco a poco.

1.7.3. Etapa de convalecencia : Se presenta en el curso de 4 semanas, después de la
instalacion de la enfermedad. La recuperacion es gradual, aun pueden presentarse
paroxismos pero estos desaparecen en dos a tres semanas. En algunos casos, durante
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este periodo la exposicion a otros patdégenos respiratorios puede ocasionar que se
vuelva a repetir la tos paroxistica (Rojas, 2003).

1.8. COMPLICACIONES

La bronconeumonia representa la complicacion respiratoria mas comudn asociada con
B. pertussis en infantes menores de un afo (17%). También puede presentarse dafio
neurolégico o incluso la muerte a consecuencia de la falta de oxigeno al cerebro
durante los paroxismos 0 por la liberacion de las toxinas de B. pertussis presentandose
ataques en el 2.1% de los casos y encefalopatia en el 0.2%.

También se han reportado otras complicaciones menos serias como son la otitis media
(usualmente asociada con Haemophilus influenzae), anorexia, desnutricibn y
deshidratacion a consecuencia del vomito o por la imposibilidad de llevar una
alimentacion adecuada (Madell y cols., 2002).

El aumento de las presiones intratoracica e intrabdominal durante los accesos de tos
pueden provocar hemorragias subconjuntivales y esclerales, petequias faciales y
troncales, epitaxis, enfisema subcutaneo, hernias umbilicales e inguinales y prolapso
rectal. También se puede desgarrar el frenillo sublingual.

En adolescentes y adultos también se puede presentar incontinencia urinaria, fracturas
costales, hipoacusia unilateral, hernia de disco y angina de pecho.

1.9. DIAGNOSTICO

Existen varios métodos para el diagnostico de la tos ferina, los cuales se clasifican en:
meétodos directos 6 métodos indirectos. Dentro de los métodos directos podemos
mencionar el cultivo del microorganismo, las pruebas de PCR, la deteccion de algun
compuesto 0 componente perteneciente a la bacteria.

Dentro de los métodos indirectos estan principalmente todas las pruebas (ELISA,
Western blot e Inmunofluorescencia) enfocadas al reconocimiento de anticuerpos
especificos contra la enfermedad (Bernard y cols., 1998).

Para llevar a cabo cualquiera de las pruebas suele tomarse una muestra del paciente
de la zona nasofaringea utilizando un hisopo de algoddén, dacrén o de alginato de calcio
estéril (estos dos ultimos parecen ser los mas adecuados porque se encuentran libres
de acidos grasos que puedan inhibir el crecimiento de pertussis). Una vez tomadas las
muestras se pueden emplear diferentes medios para transportarlas como pueden ser
los medios de Aimes, Stuart, Jones-Kendrick y Regan-Lowe. (Elmer y cols., 2002).

El cultivo de muestras de B. pertussis debe realizarse lo mas pronto posible en los
medios de seleccion como lo es el Agar Bordet-Gengou. Sin embargo, la sensibilidad
de esta prueba se ve afectada por diversos factores como pueden ser la edad, la
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inmunizacidon o si el paciente esta en terapia antimicrobiana, la forma en que son
recolectadas las muestras o por la falta de experiencia en reconocer a la bacteria.

Las pruebas de inmunofluorescencia pueden proporcionar un diagndstico mas rapido,
sin embargo, la gran desventaja que poseen es que para su realizacion se utilizan
anticuerpos policlonales los cuales carecen de sensibilidad y especificidad, resultando
en muchos falsos positivos (6.7- 40%) debido a las reacciones cruzadas que se pueden
presentar con algun otro microorganismo. Para confirmar una prueba de
inmunofluorescencia es necesario hacer un cultivo (Bamberger y cols., 2008).

Las pruebas serolégicas incluyen la aglutinacion, las pruebas de fijacion del
complemento, ensayos bactericidas, la hemaglutinacién indirecta y las pruebas de
ELISA, para la cual se emplean anticuerpos monoclonales contra antigenos especificos
de la bacteria como son la hemaglutinina filamentosa purificada (FHA), la toxina
pertussis purificada (PT) y extractos celulares obtenidos a base de sonicacién . Para
asegurar un buen diagndstico se recomienda la utilizacién de por lo menos dos tipos de
antigenos (FHA y PT). Una prueba de ELISA empleando los dos antigenos ha
demostrado un 80% de sensibilidad y un 100% de especificidad (Koneman y cols.,
2002)

Los métodos moleculares, principalmente el PCR y mas recientemente el RT-PCR o el
PCR en tiempo real, han mostrado gran sensibilidad, especificidad y rapidez en el
diagnoéstico de pertussis, no obstante, no existe un método estandarizado (William y
cols., 2011).

En varias pruebas de identificacion para B. pertussis se ha utlizado la secuencia
IS481, pero se ha observado que puede dar falsos positivos si las muestras se
contaminan, por lo que actualmente se han propuesto dos nuevas secuencias: BP283 y
BP485 que han demostrado gran sensibilidad y especificidad (William y cols., 2011).

1.10. TRATAMIENTO

Para los nifios menores de 6 meses de edad y para pacientes con enfermedad grave se
debe realizar un monitoreo estrecho de signos vitales, lo cual implica hospitalizacion,
para recibir cuidados de apoyo en los paroxismos de tos como la aspiracion
nasotraqueal frecuente, la provision de oxigeno, liquidos y nutricion por via parenteral.

La aplicacion de macrolidos tempranamente puede reducir la severidad y la duracion de
los sintomas. Se recomiendan antibidticos como la azitromicina, eritromicina o la
claritromicina, los cuales interfieren en la sintesis de proteinas bacterianas a nivel del
ribosoma, ademas, se recomiendan ampliamente por su elevada capacidad de penetrar
los tejidos del tracto respiratorio. Sin embargo, la resistencia de B. pertussis a estos
antibidticos va en aumento por lo que se estan aplicando nuevos antibiéticos como
trimetroprima-sulfametoxazol y cloranfenicol (Keil y cols., 2000).

12



Em"

Birmex’

RATORIOS DF BIOIGGICOS ¥ RE)

2.  JUSTIFICACION

A pesar de la amplia cobertura de vacunacion contra la tos ferina, la incidencia de
pertussis ha aumentado en los ultimos afos. Se han realizado estudios en los cuales se
ha reportado que los responsables de la transmision de B. pertussis en los infantes son
personas adolescentes y adultas que estuvieron en contacto con ellos, se ha pensado
que estos podrian ser reservorios del microorganismo, por lo que se ha sugerido la
vacunacion de las personas adolescentes y adultas que estén en contacto con ellos con
la finalidad de disminuir este riesgo.

La vacuna pertussis convencional esta elaborada a base de células completas, la cual
incluye componentes innecesarios para generar una respuesta inmune protectora. Gran
parte de estos componentes pueden ser los responsables de las reacciones adversas
provocadas por la vacuna, las cuales en algunas ocasiones pueden ser muy severas.
Actualmente se conoce el papel que juegan la mayor parte de los factores de virulencia
de B. pertussis. Este conocimiento ha llevado a proponer la elaboracion de vacunas que
contengan alguno o varios de estos factores para evitar que se presenten estas
reacciones indeseables, dentro de su eleccion se debe tomar en cuenta la actividad y
efectos que provoquen, que sean buenos inmundgenos, entre los que podemos
mencionar a la toxina pertussis y la hemaglutinina filamentosa de manera purificada.

Una de las principales ventajas de la introduccion de vacunas pertussis de tipo acelular
es que en éstas se obtienen al eliminar muchos de los componentes toxicos no
protectores que contiene la célula, durante un proceso de purificacion de los materiales
antigénicos solubles, como el lipopolisacarido (LPS),por lo que el desarrollo de una
vacuna pertussis acelular podria permitir la elaboracion de vacunas combinadas como
DPaT o Tdpa, las cuales por sus bajos efectos adversos pueden no solo proteger a los
individuos en etapa infantil, sino también a los individuos adolescentes y adultos, de tal
forma que se puedan aplicar refuerzos a éstos con la finalidad de establecer un mayor
control sobre la enfermedad.

En México, para cumplir con el Programa Nacional de Vacunacion, se requiere de
importar la vacuna pentavalente formulada con vacuna pertussis acelular, la cual posee
un costo elevado. Si se logra producir una vacuna pertussis acelular en el pais y se
formulara con otras vacunas, como lo es el caso de la vacuna pentavalente, se podria
tener un ahorro considerable de divisas, el costo de la vacuna seria menor y se tendria
una disponibilidad del biolégico para su distribucion y aplicacion a la poblacion infantil,
sin tener que depender del producto importado. Asi mismo, la inmunizacién con vacuna
pertussis acelular permitiria tener un mayor costo beneficio ya que se reduciria la
necesidad de hospitalizacién y otros gastos médicos que actualmente se determinan
para los casos en donde B. pertussis esta involucrada.
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3. OBJETIVO GENERAL

Implementar un Desarrollo Tecnologico mediante el empleo de Métodos
Cromatograficos para la purificacion de Toxina pertussis (PT) y Hemaglutinina
filamentosa (FHA).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer la metodologia requerida para la determinacion y cuantificacion de PT y
FHA, mediante el uso de pruebas quimicas, inmunolégicas y biolégicas para su
aplicacién como un Control en Proceso y Control de Calidad.

Realizar el aislamiento de PT y FHA a partir de sobrenadantes de cultivos estacionarios
y en agitaciéon de B. pertussis utilizando cromatografia en columna para su purificacion.
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4. MATERIAL Y METODOS:

Cultivo de Bordetella pertussis

Se realizaron tres lotes experimentales hasta nivel de Garrafon con la finalidad de
obtener toxina pertussis (PT) y hemaglutinina filamentosa (FHA). El procedimiento que

se siguio fue:

4.1 Apertura de vial a nivel matraz

Se utilizé la cepa de produccion de Bordetella pertussis cepa 509 lote CTH. BP2.8L4 la
cual fue proporcionada por el Departamento de Fermentaciones del Instituto Nacional
de Higiene BIRMEX la cual es utilizada dentro de la produccion de los lotes de Vacuna
antipertussis de células completas.

Se realiz0 la apertura de un criotubo conservado en congelacién que contenia la cepa
509 de B. pertussis, del cual se utilizé todo el contenido de la suspension (1.0 mL) y se
sembraron 0.5 mL de la suspension de la cepa en 2 matraces que contenian 200 mL de
medio Verwey (ver anexo 1) y se incubaron en las siguientes condiciones: 35
+1C/200rpm/48hr.

4.2 Pase de matraz a matraz en medio Verwey

De los 2 matraces inoculados para la apertura de Vial se seleccion6 el matraz con
mayor crecimiento celular (Determinacion de Unidades de Opacidad (U.O. /ml) y
densidad 6ptica (D.O)) con prueba de pureza y morfologia colonial satisfactoria. A partir
de este cultivo se hizo la propagacion de matraz a matraz conteniendo el mismo medio
de cultivo y volumen, inoculando 4 matraces con 10 mL de la suspension microbiana y
se incubaron a las siguientes condiciones: 35 +1C/ 200rpm/22h.

4.3 Pase de matraz a matraz en medio FGP-1

De los 4 matraces inoculados, se seleccioné el matraz que presentdé mayor crecimiento
celular (U.O. /ml y D.O) en medio Verwey, con prueba de pureza y morfologia colonial
satisfactoria. De esta suspension se inocularon 10 mL a cada uno de los 8 matraces
conteniendo 200 mL de medio FGP-1 (ver anexo 2) y se incubaron a las siguientes
condiciones: 35 £1<C/200rpm/22h.

4.4 Cultivo a Nivel Garrafén en medio FGP-1

Después del periodo de incubacién de los 8 matraces sembrados se seleccionaron 6
matraces que presentaron mayor crecimiento (U.O / mL y D.O) se utilizo todo el
volumen de la suspension contenida en los matraces y se inocularon 6 garrafones
conteniendo 800 mL de medio FGP-1. Los garrafones inoculados se separaron en dos
grupos: el primer grupo de 3 garrafones el cual pertenecio al cultivo estacionario y se
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incubaron a 35+1<C/ 4 dias y el segundo grupo de 3 garrafones el cual pertenecié al
cultivo agitado y se incubaron a 35x1C/200rpm/30h.

4.5 Andlisis estadistico

De los datos obtenidos de los 3 lotes experimentales, se elabor6 un analisis estadistico
descriptivo (promedio y desviacion estandar) de los datos obtenidos desde la apertura
de vial hasta nivel de garrafon utilizando el programa de EXCEL version 2007.

4.6 Pruebas de control y pureza

En todas las etapas mencionadas (nivel matraz y garrafon) se tomo una muestra de 4
mL en tiempo cero para realizar pruebas de pureza sembrando en placas de gelosa
Bordet-Gengou y gelosa sangre, ademas se inocularon tubos que contenian medio
liquido de tioglicolato y caldo soya tripticaseina y tubos con agar soya tripticasa. Se
incubaron a 35T y se verificaron diariamente las p ruebas y asi como antes de realizar
los pases.

Al finalizar el tiempo de incubacién se tom6 una muestra de 10 ml de cada uno de los
matraces y/o garrafones para realizar: morfologia microscopica, U.O./ml, densidad
Optica (D.0.) 550 nm y determinacion de pH.

4.7 Centrifugacion para obtener el sobrenadante lib re de células

En condiciones asépticas se dosifico en botellas de 1 L estériles, 800 ml del cultivo y se
centrifugaron a 3000 rpm/30 min/ 5°C. Posteriormente, el sobrenadante se recolect6 en
botellas de polipropileno de 1 L y se congel6 a -20°C hasta su utilizacion en la siguiente
etapa, las células obtenidas se esterilizaron y se desecharon como Residuos Peligrosos
Bioldgicos Infecciosos (RPBI’S).

4.8 Aislamiento v purificacion de PT y FHA del sobr enadante

La separacion de la Toxina pertussis y la Hemaglutinina Filamentosa se realizd por
medio de Cromatografia en columna, pasando el sobrenadante de los lotes
experimentales por resinas de Intercambio l6nico (CM-Sepharosa Fast Flow, Sephacryl,
Hidroxiapatita y de Fetuina acoplada a sepharosa activada con CNBr) utilizando un
equipo HPLC AKTA EXPLORER empleando soluciones reguladoras de fosfato a
diferente concentracion, de igual forma se utilizaron diferentes pH y varias
concentraciones de cloruro de sodio que permitieron la separacion de PT y FHA de las
proteinas no deseadas (Ver anexo 3).

4.8.1 Corrimiento de muestra en columna de CM Sepha rosa Fast Flow.

Se acondiciond la columna de CM-Sepharosa al equipo HPLC, la cual es una columna
preparativa y posee un volumen de cama de 1 mL.
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La columna posee un volumen de cama de 1 mL y se equilibré con 5 volimenes de
columna de una solucién reguladora de Fosfatos 50mM / Urea 2M a pH 6.0, se inyecto
una muestra de 2 mL a una velocidad 1.0 mL / min., automaticamente el equipo realiza
un llenado de toda la tuberia con el siguiente regulador antes de continuar, el cual es
una solucion reguladora de Fosfatos 50mM / Urea 2M a pH 7.4 para continuar con el
proceso a una velocidad de 1.5 mL / min., enseguida el equipo realiza nuevamente el
llenado de tuberias con el ultimo regulador que es una solucién reguladora de Fosfatos
50mM / Cloruro de sodio 500mM a pH 8.0 (Ozcengie y cols., 2004). El equipo fue
programado de tal manera que durante todo el proceso colectara fracciones de 5.0 mL
del eluido de la columna.

4.8.2 Corrimiento de muestra en columna de Sephacry |

Se equilibré la columna con 5 volumenes de columna de una solucion reguladora de
Fosfatos 5mM a pH 6.8 a una velocidad de flujo de 1.5 mL / min., hasta que la columna
obtuvo un pH de 6.8. Con ayuda del mismo regulador de equilibrio se inyecto una
muestra de 10 mL y este regulador se utilizo durante toda la corrida para la elucion de
FHA (Askel6f y cols. en 1982).

El equipo fue programado de tal manera que durante todo el proceso colectara
fracciones de 5.0ml cada una del eluido de la columna.

4.8.3 Aislamiento de PT y FHA en columna de Hidroxi  apatita

La columna de hidroxiapatita es de aproximadamente 5 X 15 cm y se equilibro con una
solucion reguladora de fosfatos 0.01M pH 8.0 a una velocidad de flujo de 500 mL / h a
5C. Posteriormente a la muestra se ajusto a un pH de 8.7 antes de introducirla a la
columna, para la separaciéon de FHA se aplicé el sobrenadante a la columna a una
velocidad de flujo de 500-1000 mL / h, al finalizar esta solucion reguladora
autométicamente el equipo mete 2 volumenes de la solucion reguladora de fosfatos
0.01M pH 8.0 y para la elusion de FHA el equipo mete automaticamente la solucion
reguladora de fosfato 0.1 M con NaCl 0.5 M pH 7.0 a una velocidad de flujo de 50-100
mL / h) (Sato y cols., 1983). El equipo fue programado de tal manera que durante todo
el proceso colectara fracciones de 10 mL cada una del eluido de la columna. A las
muestras correspondientes al pico de interés se determino la actividad de FHA y PT a
través de ELISA y aglutinacion con eritrocitos de pollo.

4.8.4 Corrimiento de muestra en columna de Afinidad

Del corrimiento de la columna de hidroxiapatita se recolectaron las fracciones del
segundo pico conteniendo la actividad de FHA se juntaron y se aplicaron a la columna
de Fetuina-Sepharosa a una velocidad de flujo de 45 mL / h previamente equilibrada
con regulador de fosfato 0.1 M con NaCl 0.5 m pH 7.0.
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4.8.5 Aislamiento de PT en columna de Afinidad:

Para el aislamiento y purificacion de PT, se recolectaron las fracciones
correspondientes al primer pico que se eluyé de la columna de hidroxiapatita y se
precipito con sulfato de amonio a un 74% de saturacion y se deja reposar durante
45C/16h. Se centrifug6 a 10,000xg/30 min., se desec ho el sobrenadante y al precipitado
se le hicieron 5 extracciones con pequefios volumenes (1-2 mL) con una soluciéon
reguladora de Tris 50 mM/NaCl 1M pH 8.0, a las extracciones se les realiz
hemaglutinacion con eritrocitos de pollo al 1% y se reunieron las extracciones que
tuvieran actividad de hemaglutinacion y se utiliz6 una columna de desalacién
(Sephadex G-25 6 G-50) con el mismo regulador. El volumen de las fracciones
correspondientes al pico obtenido de la columna, se aplicaron a una columna de Fetuin-
Sepharosa previamente equilibrada con solucion reguladora de fosfatos 0.01M con
NaCl 0.05M pH 7.4, se introdujo todo el volumen de las fracciones a una velocidad de
fluo de 30 mL / h posteriormente se inicio la etapa de lavado con un volumen de
columna con una solucion reguladora de Tris-HCI 0.05M con NaCl 1M pH 7.4 a una
velocidad de flujo de 100 mL / h. La PT se eluye de la columna con una solucion
reguladora de Tris-HCI| 0.05M con MgCl2 4M pH 7.4, se colectaron las fracciones del
pico que sale con esta ultima solucion reguladora y se pasa por una columna de
desalacion (Skelton et al. 1990).

Con los cromatogramas obtenidos de cada columna, se determiné la eficiencia de cada
una de estas columnas Yy se seleccionod la que ofrecido mejor separacion. Se colectaron
las fracciones que correspondieron a los picos de PT y FHA, se concentraron por
ultrafiltracion y se realizaron las siguientes pruebas: Cuantificacion de TP y FHA por el
método de ELISA, Perfil Electroforético (SDS-PAGE en condiciones no reductoras),
prueba de hemaglutinacion utilizando eritrocitos de Pollo al 1%.

4.9 Perfil electroforético SDS-Page por PhastSystem ™

De las muestras purificadas en la columna de afinidad, se realizaron pruebas
electroforéticas en geles de poliacrilamida SDS-Page, para lo cual, se utilizé el kit
comercial de electroforesis llamado PhastSystem ™, el cual incluye a los geles y los
buffers necesarios para llevar a cabo la separacion e identificacion de las proteinas en
base a su peso molecular.

Para esto, se tomaron geles de poliacrilamida al 7.5 %. La separacion de proteinas por
este sistema se llevd a cabo en tres pasos que corresponden al Método 3 del equipo
PhastSystem™ que establece como condiciones de corrimiento las siguientes:

a) Se acondiciona la camara electroforética a una temperatura de 15°C.

b) Se agreg6 en el carril 1 la muestra obtenida de la columna de afinidad junto con
el regulador de muestra (4 ul de muestra mas 2 ul de regulador). Se colocaron
ademas en el carril 2 estdndar de FHA, carril 3 estandar de PT y en el carril 4
marcador de peso molecular de 220kDa (HMW-SDS). Las muestras se corrieron
a 200Vv/0.8 mA/0.1 W/80AVh.

c) Después de 4 min. las condiciones cambian a 670 V/4.8 mA/3.3 W/ 90AVh.

18



Em"

(O]
B. Y
I mex )
I B |
AR AR e Bty A o o MG B DE £

4.9.1 Tincidn en plata

Una vez que termina la corrida, el gel se tifid en el mismo equipo empleando un Kit
comercial de Tincién de plata, en el equipo se utiliza el protocolo del Método 1 que
establece los siguientes pasos:

a) Fijacion con solucion TCA (acido tricloroacético mas agua) 5min/20°C.

b) Fijacion con solucion de etanol al 10% (etanol, acido acético glaciar y agua) 4
min/50°C.

c) Sensibilizacion con solucién sensibilizadora (etanol, triosulfato de sodio, acetato
de sodio y agua). A esta soluciébn se le agrega glutaraldehido al 25%w/v
6min/50°C.

d) Lavado del gel con agua 4min/50°C.

e) Tincion con solucién de plata (nitrato de plata mas agua) 10min/40°C.

f) Lavado del gel con agua 1 min/20°C.

g) Revelado con solucién reveladora (carbonato de sodio mas agua) 1-5min/20°C.

h) Fin del revelado con la solucién Stop (acido acético glaciar y agua) 10 min/50°C.

i) Al finalizar el gel se coloca en agua.
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5. RESULTADOS

5.1. Crecimiento y produccion de toxina pertussis

De los dos matraces inoculados en la apertura de vial por lote experimental, se
selecciono el que tuvo mayor valor de U.O. y de D.O. que se observan en color amarillo
(ver tabla 1)

Tabla 1. Resultados de U.O., pH y D.O. de la Apert ura de Vial de B. pertussis en
los tres lotes experimentales.

ETAPA LOTE NIVEL U.0. pH D.O.
Bpa509-EXP-12G MATRAZ 1 325 8.35 1.427

(Lote 1) MATRAZ 2 35 8.37 1.439

APERTURA DE Bpa509-EXP-12G MATRAZ 1 35 8.35 1.456
VIAL EN MEDIO (Lote 1) MATRAZ 2 40 8.33 1.459
DE VERWEY Bpa509-EXP-12G MATRAZ 1 36 8.36 1.468
(Lote 1) MATRAZ 2 32 8.24 1.466

En la Gréafica 1 se presentan los resultados de crecimiento y produccion de toxina
pertussis de los tres lotes experimentales de B. pertussis durante la apertura de vial
después de 48 h de incubacién (tiempo final) en medio Verwey.

Bpa509-10Exp12G Bpa509-10Expl3G Bpa509-10Exp14G
1.600

1.400 -

1.200 -

1.000 -

Absorbancia/PT
)
0
&
S

0.600 -

0.400 -

0.200

0.000 - No. de Lote

Grafica No. 1 (l:recimiento y Producczién de Toxina Pertuss?s en la apertura de
vial en Medio de cultivo Verwey en Tiempo final , promedio de 3 lotes
experimentales.
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En azul estan representados los datos del crecimiento del microorganismo el cual fue
determinado por espectofotometria obteniéndose los siguientes resultados: Del lote 1
(BPa509-10Exp12G) se obtuvo un valor de absorbancia de 1.439, el lote 2 (BPa509-
10Exp13G) fue de 1.459 y por ultimo el lote 3 (BPa509-10Exp14G) el valor fue de
1.468. Las pruebas estadisticas descriptivas sefialan que el promedio de los tres lotes
es de 1.455 unidades de absorbancia con una desviacion estandar de 0.015.

En cuanto a la produccién de toxina pertussis la cual se presenta en la Grafica 1 en las
barras de color rojo. Se cuantificé la produccién de toxina pertussis por medio de la
técnica de ELISA. Al finalizar la incubacién los valores que se obtuvieron fueron muy
similares: para el lote 1 se obtuvieron 0.270 pg/ml, para el lote 2 se cuantifico 0.276
png/mly el lote 3 presentd un valor de 0.334 pug/ml. El promedio fue de 0.293 pg/ml. El
valor de la desviacion estandar fue de 0.035.

En la tabla 2 se muestran los resultados de las pruebas de U.O., pH y D.O. del pase de
matraz a matraz en medio Verwey a las 24h de incubacién. Los matraces
seleccionados son los marcados en amarillo.

Tabla 2. Resultados de U.O., pHy D.O. del pase de matraz a matraz en medio Verwey .

ETAPA LOTE NIVEL U.O. pH D.O
MATRAZ 1 15 7.69 0.533

Bpa509-EXP-12G (Lote MATRAZ 2 18 7.78 0.427

1) MATRAZ 3 20 7.96 0.965

PASE DE MATRAZ A MATRAZ 4 18 7.77 0.525
MATRAZ EN MEDIO DE MATRAZ 1 25 7.89 1.057
VERWEY Bpa509-EXP-12G (Lote MATRAZ 2 20 7.94 0.937

1) MATRAZ 3 20 7.95 0.875

MATRAZ 4 20 7.98 0.931

Bpa509-EXP-12G (Lote MATRAZ 1 25 7.94 1.238

1) MATRAZ 2 20 7.85 0.987

MATRAZ 3 20 7.77 0.909

MATRAZ 4 23 7.92 0.875

En la Grafica 2 se muestra en barras azules el valor de crecimiento de cada uno de
las 3 propagaciones de la semilla en pase de matraz a matraz en medio Verwey en
tiempo final (después de 24 h de incubacién), presentando un promedio de 1.02
unidades de absorbancia y una desviacion estandar de 0.546.

Bpa509-10E%p12G Bpas09-105xp13G Bpa509-10Exp14G

1057

04

02

No. de Lote
1 2 3

Grafica No. 2 Crecimiento y Produccion de Toxina Pertussis en Matraz con
Medio de cultivo Verwey en Tiempo final , promedio de 3 lotes experimentales.
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También en la Grafica 2 se observa en barras de color rojo la produccion de toxina
pertussis, al término de las 24 h de incubacion. El valor promedio fue de 0.328 pg/mly
la desviacion estandar de 0.260.

En la tabla 3 se muestran los resultados de las pruebas de U.O., pH y D.O del pase de

matraz en matraz en medio FGp-1 a la 22h de incubacion. Los matraces seleccionados
fueron los de color verde y color rosa.

Tabla 3: Resultados de U.O., pH y D.O. del pase de matraz a matraz en medio FGP-1.

ETAPA LOTE NIVEL O‘;":ggigs(g 'CE)) pH D.O
MATRAZ 1 -10 7.0 0.234

MATRAZ 2 30 7.94 1.049

MATRAZ 3 27.5 7.76 0.991

Bpa509-EXP-12G MATRAZ 4 37.5 7.84 1.104

(Lote 1) MATRAZ 5 -10 6.9 0.356

MATRAZ 6 35 7.73 1.045

PASE DE MATRAZ A MATRAZ 7 32 7.80 1.003
MATRAZ MEDIO MATRAZ 8 30 7.74 0.948
FGP-1 MATRAZ 1 25 7.95 1.041
MATRAZ 2 31 7.94 1.118

MATRAZ 3 15 7.65 0.810

Bpa509-EXP-12G MATRAZ 4 35 8.01 1.155

(Lote 1) MATRAZ 5 25 7.75 1.023

MATRAZ 6 34.5 8.06 1.332

MATRAZ 7 25 7.96 1.105

MATRAZ 8 27.5 7.99 1.196

MATRAZ 1 32,5 7.95 1.166

MATRAZ 2 22 8.1 1.098

MATRAZ 3 335 7.9 1.164

Bpa509-EXP-12G MATRAZ 4 -10 7.22 0.122

(Lote 1) MATRAZ 5 345 7.97 1.120

MATRAZ 6 335 7.73 1.009

MATRAZ 7 29.5 7.96 1.088

MATRAZ 8 29 7.94 1.115

De igual forma, de estos matraces se seleccionaron 6 que presentaron mejor
crecimiento (tabla 3). Los matraces en color verde se usaron para inocular a los
garrafones que pertenecen a cultivo estacionario y en color rosa los de cultivo agitado.

De estos 6 matraces seleccionados se realizé un promedio tanto de crecimiento como
de produccién de toxina pertussis con la finalidad de ver la variabilidad entre los lotes.
Los resultados se muestran en la Grafica 3. En barras azules se representa el valor
promedio de crecimiento de cada uno de los 3 matraces en la propagacion de la semilla
en medio de FGP-1 en tiempo final, los valores de crecimiento del lote 1 fueron de
1.1026 unidades de absorbancia, para el lote 2 de 1.148 unidades de absorbancia y
para el lote 3 de 1.107 unidades de absorbancia.
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Grafica No. 3 Crecimiento y Produccion de Toxina Pertussis en Medio de Cultivo
FGP-1 en Tiempo final , promedio de 6 matraces por cada lote experimental.

En cuanto a la produccion de toxina pertussis, se observan los promedios de los 3
matraces en la propagacion de la semilla en medio FGP-1, en barras de color rojo. Al
término de las 22 h de incubacién se obtuvo: 0.205 pg/ml en el lote 1; 0.258 pg/ml en el
lote 2 y 0.258 pg/ml en el lote 3.

Con estos 6 matraces por cada lote experimental se inocularon 6 garrafones
conteniendo medio FGP-1 y se dividieron en dos grupos: 3 garrafones de cultivo
agitado (se empled agitadora orbital a 35°C/200 rpm/ 30h) y 3 garrafones de cultivo
estacionario (cuarto estufa y/o agitadora a 35°C/99h). Durante la incubacion de estos
garrafones se selecciond el garrafon 1 de cada lote y de cada grupo, del cual se
tomaron muestras cada 3 h para elaborar una cinética de crecimiento y determinacion
de la produccion de toxina pertussis

En la Gréfica 4 se muestran los promedios de promedios de los tres lotes
experimentales de la cinética de crecimiento y produccion de toxina pertussis.
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observan los resultados correspondientes al promedio de los tres lotes experimentales
pertenecientes al cultivo agitado (se tomaron muestras cada 3 h de un garrafén por
lote); en cuadros color rojo se muestran los resultados del promedio de los tres lotes del
cultivo estacionario (se muestreo un garrafén por lote cada 3 h, pero en la gréfica se
presentan los datos obtenidos cada 9 h).En el cultivo agitado podemos observar que el
crecimiento fue mayor que en el cultivo estacionario.

En cuanto a produccién de toxina pertussis podemos observar en triangulos de color
verde los resultados correspondientes al promedio de los tres lotes del cultivo agitado,
gque como puede apreciarse es mayor en comparacion al cultivo estacionario
presentado en asteriscos de color morado.

5.2 Pruebas de pureza del cultivo celular

Durante todas las etapas de produccion de los 3 lotes experimentales se determinaron
pruebas de pureza del cultivo de B. pertussis en tubos con medio

Agar Sangre (AS), Agar Soya Tripticasa (AST), Medio Liquido de Tioglicolato (MLT)

y Caldo Soya Tripticasa (CST), siguiendo las especificaciones sefialadas en la Fig. 1.
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MICROSCOPICA

Satisfactorio (S):
Bacilos cortos 0
cocobacilos Gram (-)
aislados.

No Satisfactorio (NS):
otra forma bacteriana
diferente a la de B
pertussis

Satisfactorio (S):

AST, CST, MLT: no se observo
ningun desarrollo microbiano.

AS, BG: Se observaron colonias
pequefias de forma circular con
elevacion convexa de borde
entero, cremoso y suave de color
blanco con apariencia himeda.

Figura 1. Resultados de las pruebas de pureza.

Los resultados de las pruebas de pureza después de 48 hr. de incubacion se muestran
en la Tabla 4; se incluyen todos los pases realizados en los diferentes niveles, matraz

y/o garrafén de los lotes experimentales.

De los tres lotes s6lo se contaminé un garrafon perteneciente al lote 1(BPa509-
10EXP12G), el cual fue detectado de tal forma que no afecté a los resultados de este

trabajo.

Tabla 4. Resultados de las pruebas de pureza nivel

509. Resultado satisfactorio (S) y Resultado no sat  isfactorio (NS).

matraz y garrafon de los tres lotes experimentales

de B.pertussis cepa

Etapa Nivel Bpa509-10Exp12G Bpa509-10Exp 13G Bpa509-10Exp14G
Apertura de Vial Matraz 1 S S S
Matraz 2 S S S
Matraz 1 S S S
Nivel Matraz medio de Matraz 2 S S S
Verwey
Matraz 3 S S S
Matraz 4 S S S
Matraz 1 S S S
Nivel Matraz medio FGP-1 Matraz 2 S S S
Matraz 3 S S S
Matraz 4 S S S
Matraz 5 S S S
Matraz 6 S S S
Matraz 7 S S S
Matraz 8 S S S
Garrafén 1 S S S
Nivel Garrafén medio Agitado
FGP-1 Garrafén 2 S S S
Agitado
Garrafén 3 S S S
Agitado
Garrafén 1 NS S S
Estacionario
Garrafén 2 S S S
Estacionario
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Garrafén 3 S S
Estacionario

wn

5.3 Purificacion de toxina pertussis vy hemaglutinin a filamentosa por
cromatografia

Los cultivos agitados y estacionarios se centrifugaron a 3000 rpm/30 min para obtener
el sobrenadante y utilizarlo para realizar pruebas de cromatografia en cuatro diferentes
tipos de columna: CM -Sepharosa; Sephacryl, Hidroxiapatita y Sepharosa-Fetuina.

En la Figura 2 se muestra el cromatograma realizado en la columna de CM-Sepharosa.
Se metié una muestra de 2 ml del lote experimental 1 (Bpa509-10Exp12G) del cultivo
agitado ajustada a pH de 6.0 con &cido clorhidrico. En la Figura 2 se muestran 2 picos
en color azul, en el primer pico se representan las proteinas no deseadas que se
eluyeron con un buffer de fosfatos de 50mM, urea 2 M a pH 6.0 y el segundo pico
corresponde a la proteina pertussis (PT) que se obtuvo con buffer de fosfatos 50 mM,
urea 2 My pH 7.4. Posteriormente se confirmo por prueba de ELISA que efectivamente
correspondia a la toxina pertussis pero en cantidades muy pequefias 0.055 pg/mL. En
esta columna no eluyo la hemaglutinina filamentosa.

Se observd el mismo comportamiento para los lotes 2 (Bpa509-10Expl13G) y 3
(Bpa509-10Exp14G) del cultivo agitado. Con respecto a las muestras pertenecientes a
los tres lotes experimentales del cultivo estacionario se obtienen resultados similares.
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Figura 2. Cromatograma en Columna de CM Sepharosa

En la Figura 3 se muestra el cromatograma realizado en la columna de Sephacryl, en
donde se logré purificar a la hemaglutinina filamentosa. Se corrié una muestra de 10 mi
del lote experimental 1 (Bpa509-10Exp12G) del cultivo agitado ajustada a pH de 6.8
con fosfato de sodio 5 mM. En la Figura 3 se muestran 6 picos en color azul, que
representan fragmentos de la hemaglutinina filamentosa. Estos datos se corroboraron
con los reportados en la bibliografia. Posteriormente, se confirmd por prueba de ELISA
que efectivamente se tenian varios fragmentos de la hemaglutinina filamentosa de
pertussis, en las cantidades descritas, en la tabla adjunta se puede observar que el
pico 1 presenta mayor cantidad de hemaglutinina filamentosa (0.236mg/mL) y mientras
que el pico 2 presenta menor cantidad (0.103mg/mL).

Se obtuvieron resultados similares para los lotes 2 (Bpa509-10Expl13G) y 3 (Bpa509-
10Exp14G) del cultivo agitado. Con respecto a las muestras pertenecientes a los tres
lotes experimentales del cultivo estacionario se observaron resultados similares.
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Figura 3. Cromatograma en Columna de Sephacryl
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En la Figura 4 se muestra el cromatograma realizado en la columna de Hidroxiapatita.
Se metié una muestra de 270 ml del lote experimental 1 (Bpa509-10Exp12G) del cultivo
agitado, ajustando el sobrenadante a pH de 6.0 con acido clorhidrico. En la Figura 4 se
muestran 2 picos en color azul, en el primer pico se representan las proteinas no
deseadas que se eluyeron con un regulador de fosfatos de 5mM/NaCl 50 mM, a pH 6.8
y el segundo pico que se obtuvo usando un regulador de fosfato 500 mM/NaCl 150
mM a pH 6.8. Posteriormente, se uso un regulador de fosfato 0.1M a pH 8.0 para ver si
se obtenia otro pico relacionado con las proteinas de interés, lo cual no ocurrié. Se
confirm6 por prueba de ELISA que habia una mezcla de toxina pertussis y
hemaglutinina filamentosa correspondiente al segundo pico (fracciones de la G2 a la
H7) de 0.370 mg/mL de hemaglutinina filamentosa y de toxina pertussis de 0.549
mg/mL.

Se observé el mismo comportamiento para los lotes 2 (Bpa509-10Exp13G) y 3
(Bpa509-10Exp14G) del cultivo agitado. Con respecto a las muestras pertenecientes a
los tres lotes experimentales del cultivo estacionario se obtiene resultados similares.
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Figura 4. Cromatograma en Columna de Hidroxiapatita
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obtenidas durante la corrida en la columna de Hidroxiapatita
fueron utilizadas para realizar pruebas de hemaglutinacién con eritrocitos de pollo al
1%. En la Fig. 5 se muestra una fotografia de la prueba utilizando una placa de
aglutinacion; en cada pozo se colocaron 200uL de la fraccién proteica y se le agregaron
200 pL de eritrocitos de pollo 1%. Se mezclaron y se incubaron 1 h a 35°C en una
incubadora con agitacidon. Los resultados obtenidos mostraron que todas las fracciones
aglutinaron a los eritrocitos de pollo al 1%, sin embargo, la pendltima y dltima fila que
corresponden a las fracciones G1 hasta la H7 mostraron mayor hemaglutinacion.

Control (-)

30

Tabla 7. Muestras obtenidas del Cromatograma de la
columna de Hidroxiapatita

E7 | E8 | E9 | EI0 | E11 | E12 | DI | D2 | D3 | D4 | D5 | D6
D7 | D8 | D9 | DI0 | DIl | D12 | E1 | E2 | E3 | E4 | E5 | E6
E7 | E8 | E9 | EI0 | E11 | E12 | F1L | F2 | F3 | F4 | F5 | F6
F7 | F8 | F9 | F1I0 | F11 | F12 | G1 | G2 | G3 | G4 | G5 | G6
G7 | G8 | GO | GI0 | GI1 | GI2 | HL | H2 | H3 | H4 | H5 | H6
H7
FHA | PT+ | ()
+

Fig. 5 Hemaglutinacion de Eritrocitos para FHA
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En la Fig. 6 se muestra el cromatograma de la columna de afinidad de fetuina-
sepharosa. Las muestras obtenidas en el segundo pico de la columna de hidroxiapatita
gue contenian trazas de PT y FHA se pasaron por esta columna para la purificacion de
PT.

La PT se eluyo de la columna con una solucidon reguladora de Tris-HCI 0.05M con
MgCl2 4M pH 7.4, se colectaron las fracciones del pico que sale con esta Ultima
solucion reguladora.

Figura 6. Cromatograma en Columna de Afinidad.
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5.4 Perfil electroforético SDS-Page por PhastSystem ™

En la fig. 7 se muestra un gel de poliacrilamida SDS-Page a una concentracion de
7.5%, tefiido con plata coloidal. La fraccion obtenida en la columna de afinidad
(Sepharosa-fetuina), se dializé contra una solucidon reguladora de Tris-HCI 0.05M con
NaCl 0.5M pH 8.0. Posteriormente, se utiliz6 el sistema PhastGel™ para identificar a PT
por medio de su peso molecular, por lo que se utilizé un marcador de peso molecular
(220 kDa) y un estandar de PT y un estandar de FHA para realizar la identificacion.
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Fig. 7 Perfil electroforético PT y FHA

En el carril 1 esta la muestra obtenida en la columna de afinidad, en el carril 2 el
estandar comercial de FHA, en el carril 3 el estandar comercial de PT y en el carril 4 el
marcador de peso molecular de 220KDa.

En los resultados se observa que la muestra (carril 1) solo hay presencia de PT en las
subunidades que la componen (S1-S5). La subunidad S1 corresponde a la banda de
28 a 30 KDa; las subunidades S2 y S3 poseen un peso molecular aproximado de 24 a
26 KDa y por ultimo las subunidades S4 y S5 con un peso molecular de 14.2 KDa. Si se
compara el carril 1 con el carril 2 (estdndar de FHA) no se observa que ninguna de las
bandas corresponda con FHA, ya que las bandas de FHA estan presentes por encima
de los 116 kDa.

Con respecto a la comparacion entre la muestra y el estandar de PT, podemos

observar que muchas bandas presentes en la muestra (carril 1) también lo estan en el
estandar de PT (carril 3) principalmente en el rango de los 14 kDa a los 53 kDa.
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6. DISCUSION.

Como se mencion6 en parrafos anteriores la tos ferina es una enfermedad que afecta
principalmente a la poblacidon infantil de todo el mundo; las cifras sefialan de 30-50
millones de casos y 300,000 muertes al afio ocasionadas por la bacteria Bordetella
pertussis (Black, 1997). Las primeras vacunas producidas para prevenir esta
enfermedad estaban elaboradas con células completas, sin embargo, ocasionan varias
reacciones adversas que van desde la fiebre hasta encefalopatia. Para evitar estos
efectos secundarios, desde los afios 80’s se comenzaron a desarrollar las primeras
vacunas acelulares, las cuales estaban formuladas con uno 6 mas factores de
virulencia asociadas a B. pertussis.

Los factores de virulencia que se han seleccionado como principales componentes de
las vacunas acelulares son la toxina pertussis y la hemaglutinina filamentosa. La
primera es responsable de leucocitosis, mitogenicidad y letalidad. La segunda, permite
la adhesion de la bacteria al sistema respiratorio del hospedero.

En la mayoria de los paises desarrollados se elabora y utiliza la vacuna acelular de B.
pertussis y la han combinado con la vacuna contra la difteria y el tétanos (DTPa), por el
contrario, los paises subdesarrollados como es el caso de México, tienen que comprar
e importar la vacuna a precios muy altos.

En este trabajo se propuso estandarizar un método de produccion y purificacion de la
toxina pertussis y la hemaglutinina filamentosa por técnicas cromatograficas, que
permita la elaboracién de la vacuna acelular, cuya principal aportacion se vera reflejada
en el ahorro de divisas ademas de contar con una vacuna para su distribucion y
aplicacion en la poblacién infantil mexicana, asi como reducir los gastos médicos y de
hospitalizacion relacionados con la tos ferina.

Para cumplir con los objetivos planteados, se produjeron tres lotes experimentales con
la finalidad de obtener gran cantidad de sobrenadante y extraer toxina pertussis y
hemaglutinina filamentosa. Se utilizo la cepa 509 lote CTH BP2.8L4 proporcionada por
el Departamento de Fermentaciones del Instituto Nacional de Higiene (BIRMEX).

Primeramente, se estandarizé el proceso de crecimiento de B. pertussis desde la
apertura de vial hasta a nivel de garrafon de 4 L. En experimentos realizados con
anterioridad en el Instituto Nacional de Higiene (BIRMEX) se determinaba cuando hacer
el pase a cualquier nivel determinando el matraz y/6 garrafon que presenta mayor valor
de U.O. y que cumpliera con las pruebas de pureza satisfactoriamente.

En el Departamento de Fermentaciones de BIRMEX en el periodo de 2007-2008, se
realizaron pruebas para estandarizar las condiciones de crecimiento de B. pertussis, por
lo que los resultados obtenidos en ese periodo se compararon con los reportados en
esos afos.
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Se realizo la apertura de vial en medio de Verwey, con la finalidad de activar la cepa y
poder realizar los pases, y asi obtener toxina pertussis y hemaglutinina filamentosa. En
la Grafica 1 se muestran los resultados de tres diferentes lotes experimentales
producidos durante la apertura de vial, en el tiempo final los resultados son muy
similares, esto se puede deber a que estaban en las mismas condiciones de
temperatura, agitacién y tiempo de incubacion. Los valores de absorbancia obtenidos
para los tres lotes fueron para el lote 1 de 1.434 de unidades de absorbancia; en el 2 de
1.459 unidades de absorbancia y finalmente para el lote 3 de 1.468 unidades de
absorbancia. El promedio de los tres lotes es de 1.455. Los resultados concuerdan con
los obtenidos anteriormente por Birmex y con lo sefialado por Thalen y cols.(2006),
quienes establecieron que en la apertura de vial en tiempo final el cultivo debe tener
entre 1.4-2.0 unidades de absorbancia, para continuar con la siguiente etapa.

En la Grafica 2 se muestran los resultados del segundo pase en medio de Verwey al
tiempo final en el crecimiento de B. pertussis. En el lote 1 se obtuvieron 0.965 unidades
de absorbancia, en el lote 2 1.057 unidades de absorbancia y en el lote 3 1.038
unidades de absorbancia. Entre los tres lotes se obtuvo un promedio de 1.02 unidades
de absorbancia. Igualmente en el Departamento de Fermentaciones se reporta un
rango de 0.9 a 1.5 en pase de matraz a matraz, por lo que lo obtenido en este trabajo
entra dentro de esos valores.

El medio FGP-1 que tiene como base a los aminoacidos glutamato y prolina, se utiliza
en el Instituto Nacional de Higiene (BIRMEX) para que se favorezca la produccion de
los factores de virulencia (incluidas la toxina pertussis y hemaglutinina filamentosa) por
B. pertussis. (Thalen,1998).

El siguiente pase fue de medio Verwey a medio FGP-1 y los resultados se muestran en
la Gréfica 3. En el lote 1 el promedio de los 6 matraces fue de 1.026 unidades de
absorbancia, en el lote 2 de 1.148 unidades de absorbancia y en el lote de 3 1.107
unidades de absorbancia. El promedio de promedios de los tres lotes fue de 1.119
unidades de absorbancia, que estd dentro del rango de 0.9 a 1.5 reportado por
BIRMEX.

En los resultados de las tres graficas anteriores (grafica 1,2 y 3) podemos observar que
en todos los pases el microorganismo excretdé al medio la toxina pertussis, que es el
antigeno de interés para este trabajo, la cual fue determinada por la técnica de ELISA.

El dltimo pase fue de matraz a garrafon, estos fueron divididos en dos grupos: cultivo
agitado y cultivo estacionario. Esto tuvo como finalidad el determinar en que
condiciones se obtiene mas PT y FHA. En la Grafica 4 se presenta un comparativo de
los resultados correspondientes a la cinética de crecimiento tanto en cultivo agitado y
estacionario. Como se observa en la grafica el crecimiento bacteriano fue mayor en el
cultivo agitado que en el estacionario. Podemos sefalar que de las 30 h que estuvieron
los cultivos en agitacion la fase logaritmica se alcanz6 desde las 3h (rombos azules) y
contindo ininterrumpidamente hasta finalizar el tiempo de incubacion. B. pertussis ha
sido catalogado como un aerobio estricto, por lo que la agitacion favorece la
oxigenacion de la bacteria y con esto hay una mejor asimilacion de nutrientes y se

34



Em"

Birmex’

RATORIOS DF BIOIGGICOS ¥ RE)

favorece el crecimiento. Por el contrario, se observd que cultivo estacionario el
crecimiento fue pobre y constante; no hubo crecimiento del microorganismo de manera
exponencial durante las 99 h que permanecié en incubacion.

A pesar de que se sabe que B. pertussis es un aerobio estricto, en este trabajo se
propuso crecer la bacteria de forma estacionaria, ya que se ha reportado en bibliografia
que por agitacion mecanica FHA pierde su actividad hemoaglutinante. Rodriguez, y
cols., en 1993 determinaron que mientras mas fuerte es la agitaciéon (210-450rpm) de
un cultivo de B. pertussis, mas probabilidad existe de que la FHA sufra dafio mecanico,
observandose una pérdida de los componentes de FHA de mayor peso molecular 220 y
210 kDa que corresponden a la hemaglutinina y un incremento de los de menor peso
molecular (£97kDa.). En este trabajo las condiciones de agitacion fueron de 200 rpm y
los resultados de los cromatogramas demostraron que en los cultivos agitados hay
presencia de FHA al igual que en los cultivos estacionarios. Para comprobar la actividad
hemoaglutinante de la proteina se realizaron pruebas de aglutinacion de eritrocitos de
pollo al 1% (fig. 5), observandose aglutinacion de la FHA en los cultivos en agitacion y
estacionarios.

Se sugiere que no se utilice el cultivo estacionario, ya que al querer escalar la
produccion a nivel de fermentador, no seria rentable porque es mucho tiempo invertido
en el proceso y esto daria como resultado desgaste en los equipos, principalmente en
los empaques de los fermentadores, por lo que se sugiere el uso de cultivo agitado.

Con respecto a la produccion de PT, se observa en la gréafica 4 que tanto en el cultivo
agitado como en el estacionario hay produccion de toxina, siendo en mayor cantidad en
el cultivo agitado (triangulos verdes) en comparacién con el cultivo estacionario
(asteriscos morados). Se aprecian dos picos a las 9 y 15 h que indican mayor cantidad
de produccién de PT en el cultivo agitado, sin embargo, después de ese tiempo la
cantidad de toxina comienza a disminuir. Thalen y cols. en 2006 determinaron que
durante el crecimiento de la bacteria existe actividad proteolitica que ocasiona que la
concentracion de PT baje de un 60 a un 40%. Esta puede ser la razén por la que
observamos en este trabajo una disminucién de la produccion de PT. La degradacion
de PT y posiblemente de algunos otros factores de virulencia por proteasas sera
analizada en trabajos posteriores.

Después de obtenido el sobrenadante de los cultivos agitados y estacionarios, se busco
purificar a la toxina pertussis y a la hemaglutinina filamentosa por medios
cromatograficos. Se seleccionaron cuatro columnas para llevar a cabo la purificacion,
reportadas en bibliografia como las mejores para obtener estas proteinas.

Mediante la aplicacion de un gradiente de concentracion en la cromatografia, el cual
favorece la separacion de las proteinas para liberarse de la fase estacionaria. Por lo
cual la elucion se inicia al incrementar la concentracion del eluyente.

Los resultados obtenidos en los cromatogramas fueron similares para cultivo agitado y
estacionario.
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En la Fig. 2 se muestra el cromatograma en columna de CM-sepharosa. En esta
columna sélo se logro la purificacién de PT. De los tres reguladores que se usaron, PT
eluyé con el regulador de concentracion de 50 mM/urea 2M pH 7.4 ajustando la
muestra a pH 6.0 (segundo pico). No se logro la obtencién de FHA con el regulador de
fosfatos 50mM/NaCL 500mM pH 8.0. Estos resultados son similares a los reportados
por Ozcengiz y cols. en el 2004 donde obtuvo la toxina pertussis con la misma
concentracion de regulador y el mismo pH; sin embargo, ellos si lograron eluir a la FHA.
La purificacién de FHA por esta columna también fue reportada por Sato y cols.1983 y
por Ju y cols.,1997.

Los resultados obtenidos en la columna de sephacryl se mostraron en la Fig. 3. Como
se observa se logré la purificacion de FHA en varias fracciones (6 picos) con un
regulador de fosfatos 5mM a pH 6.8. Lo obtenido en este trabajo es similar a lo
reportado por Askelof y cols. en 1982. Ellos obtuvieron 5 fracciones de FHA en esta
columna las cuales no eran puras, sino que estaban asociadas con aglutindgenos,
lipopolisacéaridos y factores promotores de linfocitosis. Al observar los resultados
obtenidos con la columna de sephacryl se decidié probar otra columna, ya que la FHA
fraccionada no seria de utilidad.

Con respecto a la columna de hidroxiapatita (Fig. 4) Sato y cols. en 1983 lograron
purificar a la FHA con un regulador de fosfatos a concentracion de 0.1 M a pH 8. La
obtencion de PT usando esta columna fue hecha por Ju y cols. en 1997; de igual forma
Svoboda y cols. 1986, reportan la elucion de PT. En este trabajo se lograron obtener
dos picos uno a 5mM/NaCl 50 mM a pH 6.8 que pertenece a las proteinas
contaminantes y el otro a 500mM/NaCl 150 mM a pH 6.8. En el segundo pico se
determind por pruebas de ELISA la presencia de PT y FHA mezcladas. Empleando el
regulador de fosfatos de 0.1 M a pH 8 de Sato (1983) no se eluyd ninguna proteina.

Con las diferentes fracciones recolectadas de la cromatografia en hidroxiapatita, se
realizdé una prueba de control en proceso que fue la hemaglutinacion de eritrocitos de
pollo al 1%; con esta prueba se buscoé comprobar la presencia de FHA y PT. Como se
observa en la Fig. 5 efectivamente hay aglutinacion tanto en FHA como en PT.
Debemos recordar que la fraccion B de la toxina pertussis es responsable de la
adhesion de la toxina a las células del epitelio respiratorio por lo que podemos observar
un poco de aglutinacion en eritrocitos de pollo por tener receptores en comun.

Con la muestra obtenida en la columna de hidroxiapatita, se elaboré una mueva prueba,
esta vez con una columna de afinidad utilizando fetuina para obtener PT y dejar eluir a
FHA y asi poder obtenerla pura (fig. 6) .

Se ha reportado en bibliografia que la utilizacion de la proteina fetuina junto a una
columna de sepharosa ocasiona que PT se asocie a la columna mas facilmente por lo
gue se obtiene mayor cantidad de toxina (Bogdan, 2003), lo que fue comprobado en
este trabajo al lograr la purificacion de varias fracciones de PT con una solucion
reguladora de Tris-HCI 0.05M con MgCl2 4M pH 7.4.
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Para corroborar que efectivamente se trataba de PT se realiz6 una prueba de
electroforesis SDS-Page en geles de poliacrilamida tefiidos en plata. Los resultados
mostrados en la Fig. 7 indican la presencia de PT y no de FHA, por lo que podemos
concluir que efectivamente, la columna de sepharosa-fetuina sirve para obtener PT
purificada.

Como se observa en el gel de la Fig. 7 existen numerosas bandas en la muestra
correspondiente a PT (carril 1) las cuales se encuentran en un rango de 15 a 30 kDa.
Estas bandas pertenecen a las diferentes subunidades de PT: S1 que posee un peso
entre los 28-30kDa, S2 de 24-26 kDa, S3 de 23 a 25 kDa y las subunidades S4 y S5 de
15 kDa. Estas bandas son iguales a las observadas en el carril 3 que correponde al
estandar de PT.

Chong y cols. en 1988 utilizaron la misma columna de sepharosa-fetuina para obtener
PT purificada, y al igual que en este trabajo, logrd separar por electroforesis SDS-Page
las distintas subunidades de la toxina.

7. CONCLUSIONES.
 Los resultados obtenidos en cada pase con respecto a las unidades de
absorbancia son similares a los reportados por el Departamento de
Fermentaciones en los afios 2007-2008.

* En todos los pases se observé presencia de toxina pertussis.

e La produccion de toxina pertussis fue mayor en cultivo agitado que en cultivo
estacionario.

* FHA fue purificada por cromatografia tanto en cultivo agitado como estacionario.

e Con la columna de CM-sepharosa so6lo se purificé PT pero en cantidades muy
pequenas.

* Con la columna de Sephacryl se obtuvo FHA en diferentes fracciones.
« Empleando la columna de Hidroxiapatita se eluyeron PT y FHA mezcladas.

e La PTyFHA obtenidos en la columna de Hidroxiapatita aglutinaron eritrocitos
de pollo al 1%.

e Con la columna de Sepharosa-fetuina se logro la purificacion de PT obtenida de
la columna de hidroxiapatita.

e Se comprob6 la presencia de las 5 subunidades de PT por medio de
electroforesis SDS-PAGE.
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8. RECOMENDACIONES.

» Continuar con el escalamiento a nivel de fermentador de 50 L para favorecer el
crecimiento y produccion de PT y FHA, ya que a nivel de matraz y garrafon es
dificil conocer y controlar la cantidad de Oz disuelto, debido a que este
microorganismo es un aerobio estricto.

» Continuar con la caracterizacion de PT y FHA.

» Determinar el método de destoxificacion de PT y FHA.

* Calcular los rendimientos tanto de PT como de FHA purificadas.

e Optimizar el método de purificacion de PT y FHA para obtener mayores
rendimientos

« Establecer la cantidad de PT y FHA para poder formular una vacuna
pentavalente acelular e implementar los estudios pre-clinicos.

9. IMPLICACIONES BIOETICAS.

El material biol6gico es de uso exclusivo para las pruebas de control sefialadas por la
Organizacion Mundial de La Salud (World Health Organization, Technical Report Series,
No 800, 1990, Anexo 2) y en la FEUM.

No se realizaron pruebas del producto obtenido en humanos y solo se utilizaran
animales para prueba de control de calidad.

10.- IMPLICACIONES DE BIOSEGURIDAD.

El manejo del material biolégico y el desarrollo experimental se llevé a cabo de acuerdo
a las Normas de Bioseguridad que confieren a un Laboratorio de Nivel 2 de seguridad
(NOM-059-SSA1-2006) y los desechos bioldgicos generados del proceso experimental
fueron tratados como Residuos Peligrosos Biolégico Infecciosos (RPBI) (LGEEPA,
LGPGIR y Reglamento de LGPGIR)
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11.- ANEXOS

Anexo 1.- Formulacion del medio de Verwey

VOLUMEN EN LITROS
No. Reactivo 1 10 15
1 Almidén soluble 10g 10.0g 15.0¢g
2 Cloruro de potasio (KCI) 0.2¢g 20g 3.0¢g
3 Fosfato mo(rko:fs(l)cs de potasio 05 5.0 754
4 Clqruro de magnesio 0lg 1.0g 15g
hexahidratado (MgCIBH20)
5 Acido nicotinico 0.02g 0.2¢g 0.3g
6 Glutation 0.01g¢ 0.1g 0.15¢
7 Acidos casaminicos 14.0g | 140.0g | 210.0g
8 Agua AFI c.b.p. c.p.b. c.b.p.
Anexo 2.- Formulacion del medio FGP-1M:
VOLUMEN EN LITROS
No. Reactivo 1 10 45 180
1 NaCL 2.0 209 70 g 1600 g
2 Glutamato de sodio 10.7 ¢ 107 g 37459 | 85609
3 L-Prolina 0.24 ¢ 249 8.4¢ 192 g
4 L-Cistina 0.04¢g 0.4 g 1.4 ¢ 329
5 KH2PO4 05¢g 59 175¢g 400 g
6 KCI 0.2¢9 29 749 160 g
7 MgCl2.6H20 0.1g 1g 359 809
8 Acido ascérbico 0.02¢g 0.2g 0.79 16.09
9 Acido nicotinico 0.004g | 0.049g 0.14 g 3.2¢g
10 Glutation 0.1g 1g 359 809
11 CaCl2.2H20 0.02¢g 0.2g 0.79 16.09
12 Acidos casaminicos 409 40 g 140 g 32009
13 Almidén soluble 159 15 g 5250 1200 g
14 Extracto de levadura 5.0¢ 50 g 175¢g 4000 g
15 Tris 1.25¢g 1259 | 43.75g | 1000g
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Anexo 3.- Fundamento de la Técnica de Cromatografia

La técnica cromatografica se utiliza para separar componentes usando una variedad de
interacciones quimicas entre la muestra y la columna cromatografica. Es un sistema
compuesto de un reservorio de fase mévil, bomba, inyector, columna de separacion y
detector (ver Figura 1).

Figura I. HPLC Equipo utilizado para la obtencién de
fracciones con posible presencia de PT y/o FHA

El analito pasa a través de una columna de la fase estacionaria bombeando la fase
movil liquida con alta presion. La muestra se introduce en pequefios volimenes a la
corriente de la fase movil y alli se retarda por medio de interacciones quimicas con la
fase estacionaria mientras atraviesa la columna. El retardo se conoce como tiempo de
retencion, Unico para cada analito. Depende de la naturaleza del analito, de la fase
estacionaria y de la composicion de la fase movil.

Los solutos mas comunes usados en la fase movil son combinaciones de agua
purificada con liquidos organicos, los mas comunes son metanol y acetonitrilo, también
suelen usarse sales y amortiguadores para contribuir a la separacion de componentes.
También se usa el 4cido trifluoroacético para actuar como formador de pares iGnicos.

Estas combinaciones introducen el concepto de gradiente de elucién. Consiste en la
variacion de la composicion de la fase movil, para adaptarse a los diferentes analitos y
conseguir mejores resultados. El gradiente separa la matriz del analito en funcién de la
afinidad del analito por la composicion de la fase movil. Cada analito tiene un gradiente
de elucion éptimo para obtener la méxima separacion de picos en el detector.(Skook y
Cols., 1994).
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Anexo 4.- Fundamento de la técnica de Electroforesi S.

La electroforesis es la migracion de solutos ionicos bajo la influencia de un campo
eléctrico; estas particulas migran hacia el catodo o anodo (electrodos - y +), en
dependencia de una combinacibn de su carga, peso molecular y estructura
tridimensional. Los métodos electroforéticos son de alta sensibilidad, poder de
resolucién y versatilidad, y sirven como método de separacion de mezclas complejas de
acidos nucleicos, proteinas y otras biomoléculas, donde aportan un potente criterio de
pureza.

Se pueden conocer también mediante estas técnicas, las caracteristicas acido-basicas
de las proteinas presentes en un extracto crudo, lo que da la informacion necesaria si
se pretende realizar una separacion cromatografica basada en diferencias de carga. Es
atil ademas para determinar otros parametros como peso molecular, punto isoeléctrico
y numero de cadenas polipeptidicas de las proteinas.
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